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Zusammenfassung

Die in Deutschland aktuell giiltige ,erweiterte Entscheidungslésung' bei der Organspende
fithrt zu langen Wartelisten fiir Spenderorgane, so dass 780 Patienten allein im Jahr 2020
verstarben, wahrend sie auf ein Spenderorgan warteten. Im Durchschnitt stehen dop-
pelt so viele Patienten auf den Wartelisten wie Transplantationen pro Jahr durchgefiihrt
werden konnen. Weder die Einfithrung von Spenderketten noch die Fortschritte in der
Xenotransplantation kénnen diesen Bedarf bislang decken. Aus diesem Grund wird in-
tensiv an der Entwicklung des Tissue Engineering und im Speziellen der Biofabrikation
gearbeitet, die es ermoglichen soll, Organe aus den korpereigenen Zellen des Patienten

(autologes Verfahren) mit Hilfe von Biotinten mittels 3D-Druck herzustellen.

Die verschiedenen Druckverfahren fiir die Biofabrikation von Organen werden sténdig ver-
bessert, dabei ist der Dispensdruck momentan die am h&ufigsten eingesetzte Technik. Bei
diesem Verfahren wird im sogenannten Biofabrikationsfenster gearbeitet, einem Kompro-
miss aus Auflésung und Zellviabilitédt. Um dieses Prozessfenster weiter in Richtung hohere
Auflésung und gleichzeitig hohem Zelliiberleben zu verschieben, werden als Additive un-
ter anderem Fasern als zusétzliches hierarchisches Element in das Hydrogel eingebracht.
Dadurch soll die Formstabilitét verbessert und den Zellen eine attraktive Oberflache zur

Adhésion und Ausrichtung gegeben werden.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich daher in drei Teilbereiche. Wihrend im ersten Teil die
Entwicklung und Herstellung von Faserfragmenten mit neuartiger Morphologie dargestellt
wird, beschreiben die beiden anderen Teilbereiche deren Einfluss auf das Druckverhalten

von Hydrogelen sowie die Auswirkungen auf die Interaktion mit verschiedenen Zelltypen.

Als Grundlage, der in dieser Arbeit entwickelten, neuartigen Faserfragmente dient das
Polymer Polycaprolacton (PCL), welches von der US-Behorde fiir Lebens- und Arznei-
mittel (FDA) als Implantatmaterial zugelassen ist. Dieses kann sowohl mittels elektro-
statischem Spinnen aus Losung (Elektrospinnen) als auch durch elektrostatisches Schmelz-
spinnen (MEW) zu Fasern verarbeitet werden. Fiir das Elektrospinnen wird ein Pro-
zessfenster identifiziert, in dem eine bisher nicht beschriebene Morphologie von han-

telformigen Faserfragmenten kontinuierlich erzeugt werden kann. Die Entstehung dieser
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neuartigen Morphologie wird in dieser Arbeit durch ein Modell erklért, welches das entro-
pieelastische Kriechen nach dem Auftreffen der Faser auf den Kollektor als einen entschei-
denden Faktor fiir die Fragmentierung identifiziert. Durch Variation der Konzentration
(10-30 %) und der Molekulargewichtsanteile (10/45/80 kDa) des PCL kann die resultieren-
de Morphologie in einem begrenzten Rahmen kontrolliert beeinflusst werden. Die grofiten
Aspektverhéltnisse der Fragmente von iiber 20 kénnen nur mit Mischungen der extre-
men Molekulargewichtsanteile (10/80 kDa) bei Konzentrationen um 25 % w/v und einem

Mischungsverhéltnis von 8:2 erreicht werden.

Ein vergleichbarer Fragmentierungsprozess kann bei der Verarbeitung von PCL mittels
MEW beobachtet werden. Allerdings sind hier die Schmelztemperatur, die Umgebungs-
temperatur sowie die Oberflichenbeschaffenheit des speziell gefertigten Kollektors ent-
scheidende Faktoren. Mittels Photolithographie werden auf dem Kollektor Stege unter-
schiedlicher Breite und mit zunehmendem Abstand erzeugt. Durch die Variation der
Stegbreite lasst sich das Aspektverhiltnis der entstehenden Fragmente préizise steuern,
wahrend der Stegabstand die Morphologie der abgerundeten Enden beeinflusst. Ein grofie-
rer Stegabstand fiithrt im Verhéltnis zum Faserdurchmesser zu verdickten Kugelenden, bis

bei 85 um Stegabstand ein Maximalwert dieses Verhéltnisses von etwa 1,5 erreicht wird.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit werden die zuvor beschriebenen PCL-Faser-
fragmente mit Hydrogelen gemischt, um deren Auswirkungen auf die Druckeigenschaf-
ten zu bestimmen. Da in der Literatur bisher kein breiter Konsens iiber die Definition
der Druckbarkeit besteht, werden hierfiir eigene Methoden entwickelt. Unter Beriicksich-
tigung der am héufigsten verwendeten rheologischen Tests wird ein neues Messprotokoll
entwickelt, das eine hohe Informationsdichte in kurzer Zeit (40 min) und mit geringem
Materialverbrauch (200 ul) pro Messzyklus gewéhrleistet. Fiir die rheologischen Unter-
suchungen werden Nanofasern aus Cellulose (CeNF) als Referenzsystem verwendet und
beide Fasersysteme in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen mit Hydrogelen auf
Basis von Alginat, Pluronic und rekombinantem Spinnenseidenprotein (eADF4(C16)) ge-
testet.

Die Integration beider Fasersysteme in die Hydrogele fiihrt zu einer Steigerung der komple-
xen Viskositéiten und einem Anstieg der Fliekoeffizienten nach Power-Law-Auswertung,
wahrend das Scherverdiinnungsverhalten nicht beeinflusst wird. Beide Systeme verbessern
somit die rheologischen Eigenschaften, jedoch miissen PCL-Fragmente aufgrund ihrer ge-
ringeren aktiven Oberflache in wesentlich hheren Konzentrationen als CeNF eingesetzt
werden, um vergleichbare Effekte zu erzielen. Durch die Anwendung rheologischer Model-
le, wie dem integrierten Burgers-Modell, kann die Viskositéit des Dampfers des Maxwell-
Elements 7, als die signifikanteste Einflussgrofle der Fasersysteme auf das rheologische

Verhalten der Hydrogele bestimmt werden.

VI



Zusétzliche Druckversuche zeigen jedoch, dass das auf Pluronic basierende Hydrogel bei
Zugabe einer kritischen Konzentration von PCL-Fragmenten (> 5%) in der Praxis seine
Formstabilitét verliert und bereits unter Eigengewicht zu flielen beginnt. Dieses Verhalten
kann mit rheologischen Messungen nicht abgebildet werden, weshalb ein neuartiger Mess-
aufbau entwickelt wird, um das Flieverhalten von Hydrogelen nach dem Druck genauer
zu erfassen. Dabei wird der Hydrogelstrang wéihrend des Druckvorgangs von oben gefilmt
und die zeitliche Anderung des Durchmessers analysiert. Eine wichtige Voraussetzung fiir
dieses neue Messverfahren ist die Verwendung einheitlicher Druckbedingungen. Aus die-
sem Grund wird der Parameter x eingefiihrt, der sich aus dem Quotienten von Durchsatz
und Druckgeschwindigkeit bildet und eine theoretische Querschnittsfliche des Strangs
beschreibt. Durch die Verwendung von x sind die Druckergebnisse unabhéngig von den
verwendeten Prozessparametern vergleichbar und {ibertragbar. Die aus diesen Versuchen
gewonnenen Daten wurden zusammen mit den rheologischen Kennwerten in einem neuen
Modell zur Beschreibung des Fliefiverhaltens zusammengefasst. Die Validierung des vor-
gestellten Modells zeigt eine gute Ubereinstimmung der vorhergesagten Werte mit den
Daten aus den praktischen Druckversuchen und kann somit als systematischer Ansatz zur

Bestimmung der Druckbarkeit von Biotinten verwendet werden.

Im dritten Teil wird gezeigt, dass eine gezielte Biofunktionalisierung mit Kollagen zu einer
signifikanten Verbesserung der Zellviabilitdt von kultivierten humanen BJ-Fibroblasten
auf PCL-Faserfragmenten fithrt. Weitere Zellkulturversuche mit verschiedenen Zelltypen
zeigen eine ausgeprigte Interaktion mit den PCL-Fasern. Im Medium kénnen die Zellen
gut an den Fasern adhérieren und werden durch diese in ihrer Migrationsrichtung beein-
flusst. Um eine Schidigung der Zellmembran wéhrend des Druckprozesses zu vermeiden,
sollten die Zellen erst kurz vor dem Druck mit den Fasern gemischt werden. Die Adhési-
on und Proliferation der untersuchten Zelltypen auf den Fasern héngt dariiber hinaus
stark von der Fasermorphologie ab. Wahrend sich die Zellen auf hantelférmigen Frag-
menten gut ausbreiten und proliferieren, zeigen sie auf Endlosfasern eine kugelige Form.
Der Einfluss der Fasermorphologie auf die Zelladhésion und -migration wird mithilfe eines
Modells dargestellt. Demnach begiinstigt der sanfte Kriimmungsgradient der hantelférmi-
gen PCL-Mikrofasern die Bildung von fokalen Adhé&sionen und fiihrt zu einer verstarkten

Integrinbindung im Vergleich zu Endlosfasern.
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Summary

The 'extended decision solution' for organ donation, which is currently in force in Ger-
many, leads to long waiting lists for donor organs and 780 patients, who died in 2020
alone while waiting for a donor organ. On average, there are twice as many patients on the
waiting lists as there are transplant procedures that can be performed each year. Neither
the introduction of donor chains nor advances in xenotransplantation have yet been able
to meet this demand. For this reason, intensive work is being done on the development of
tissue engineering and, in particular, biofabrication, which holds the promise to produce
organs from the patient’s own body cells (autologous process) with the aid of bioinks in

a 3D printing process.

The various printing methods for the biofabrication of organs are constantly being impro-
ved, with extrusion-based printing currently being the most commonly used technique.
This process operates within the so-called biofabrication window, a compromise between
resolution and cell viability. In order to shift this process window further in the direction
of higher resolution and simultaneously high cell survival, the use of additives, especially
fibers, have come into focus of the scientific community. Fibers can be introduced into the
hydrogel as an additional hierarchical element to improve the shape stability and give the

cells an attractive surface for adhesion and alignment.

The present work is therefore divided into three parts. While the first part presents the
design and fabrication of fiber fragments with novel morphologies, the other two secti-
ons describe their influence on the printing behavior of hydrogels and the effects on the

interaction with different cell types.

The novel fiber fragments developed in this work are based on the polymer polycaprolac-
tone (PCL), which is approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) as an
implant material. It can be processed into fibers by both electrostatic solution spinning
(electrospinning) and electrostatic melt spinning (MEW). For electrospinning, a process
window is identified in which a previously undescribed morphology of dumbbell-shaped
fiber fragments can be continuously generated. The formation of this novel morphology is

explained in this work by a model that identifies entropy-elastic creep after fiber impact on
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the collector as a crucial factor for fragmentation. By varying the concentration (10-30 %)
and molecular weight fractions (10/45/80 kDa) of PCL, the resulting morphology can
be influenced in a controlled manner within a limited range. The largest aspect ratios of
fragments above 20 can only be obtained with mixtures of the extreme molecular weight

fractions (10/80 kDa) at concentrations around 25 % w/v and a mixing ratio of 8:2.

A similar fragmentation process can be observed when processing PCL with MEW. Howe-
ver, the melting temperature, the ambient temperature, and the surface condition of the
specially fabricated collector are critical factors. Photolithography is used to create ridges
of varying width and increasing spacing on the collector. By varying the ridge width, the
aspect ratio of the resulting fragments can be precisely controlled, while the ridge spacing
influences the morphology of the rounded ends. A larger ridge spacing results in thickened
spherical ends relative to the fiber diameter, until a maximum value of this ratio of about

1.5 is reached at 85 pum ridge spacing.

In the second part of this work, the PCL fiber fragments described above are mixed with
hydrogels to determine their effect on printability properties. Since there is no broad
consensus in the literature on the definition of printability, own methods are developed.
Taking into account the most commonly used rheological tests, a new measurement proto-
col is developed to ensure high information density in a short time (40 min) and with low
material consumption (200 pl) per measurement cycle. For the rheological tests, cellulose
nanofibers (CeNF) are used as a reference system and both fiber systems are tested in
three different concentrations with hydrogels based on alginate, Pluronic and recombi-
nant spider silk protein (eADF4(C16)). The incorporation of both fiber systems into the
hydrogels results in an increase in complex viscosities and an increase in power-law flow
coefficients, while the shear thinning behavior is not affected. Thus, both systems improve
the rheological properties, but PCL fragments must be used at much higher concentra-
tions than CeNF to achieve comparable effects due to their lower active surface area.
Through the application of rheological models, such as the integrated Burgers model, the
viscosity of the Maxwell element dashpot 7; can be determined as the most important

parameter influenced by the fiber systems on the rheological behavior of the hydrogels.

However, printing tests show that in practice the Pluronic-based hydrogel loses its dimen-
sional stability at a critical concentration of PCL fragments (> 5%) and starts to flow
under its own weight. This behavior can not be captured by rheological measurements,
so a novel measurement setup is developed to more accurately capture the flow behavior
of hydrogels after printing. The hydrogel strand is filmed from above during the printing
process and the change in diameter over time is analyzed. An important prerequisite for
this new measurement method is the application of uniform printing conditions. For this

reason, the parameter x is introduced, which is the quotient of throughput and printing
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speed and describes a theoretical cross-sectional area of the strand. By using x, printing
results can be compared and made transferable regardless of the process parameters used.
The data obtained from these experiments are combined with the rheological parameters
in a new model to describe the flow behavior. The validation of the presented model shows
a good agreement of the predicted values with the data from the practical printing tests

and can thus be used as a systematic approach to determine the printability of bioinks.

In the third part, it is shown that targeted biofunctionalization with collagen leads to a
significant improvement in cell viability of cultured human BJ fibroblasts on PCL fiber
fragments. Further cell culture experiments with different cell types show pronounced
interaction with the PCL fibers. In the medium, the cells can adhere well to the fibers
and are influenced by them in their direction of migration. To avoid damage to the cell
membrane during the printing process, it is recommended to mix the cells with the fibers
just before printing. The adhesion and proliferation of the investigated cell types on the
fibers is strongly dependent on the fiber morphology. While the cells spread and proliferate
well on dumbbell-shaped fragments, they show a spherical shape on continuous fibers. A
model is presented to describe the influence of fiber morphology on cell adhesion and
migration. According to this model, the gentle curvature gradient of dumbbell-shaped
PCL microfibers favors the formation of focal adhesions and leads to enhanced integrin

binding compared to continuous fibers.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Aktueller Stand der Organtransplantation

Die letzte Debatte um eine Widerspruchslésung bei der Organspende wurde in Deutsch-
land im Jahr 2019 gefithrt und im Januar 2020 im Deutschen Bundestag mit 56,23% Ge-
genstimmen abgelehnt.[1] Im Falle einer solchen Widerspruchslosung wére jeder Mensch
potenzieller Organspender, bis er dagegen aktiv widerspricht. So ist Deutschland aller-
dings weiterhin Mitglied einer Gruppe von Léndern in denen eine ,erweiterte Zustim-
mungslosung“ oder ,,Entscheidungslosung“ gilt. In dieser Form miissen Spender zu Leb-
zeiten aktiv eine willentliche Erklarung zur ihrer Spendenbereitschaft, etwa in Form eines
Organspendeausweises, abgeben. Andernfalls wird die Entscheidung post mortem von na-

hen Angehorigen nach dem mutmafllichem Willen des Verstorbenen getroffen.

Dies fithrt zu einer enormen Diskrepanz zwischen den seit Jahren statistisch erhobe-
nen Zustimmungsraten in der Bevolkerung von iiber 80% fiir die Organspende und den
knapp 40% an Erwachsenen in Deutschland, die tatsichlich einen Organspendeausweis
besitzen.[2] Da die meisten Menschen im Laufe ihres Lebens allerdings nie eine dokumen-
tierte Willenserkldrung dazu abgeben, entsteht ein stark verzerrtes Bild in der 6ffentlichen
Debatte. Die bisherigen Kampagnen (siehe Abbildung 1.1) zur Steigerung der Spenderzah-
len und die damit verbundenen Gesetzesdnderungen fithrten in den letzten Jahrzehnten
allerdings nicht zu einer signifikanten Steigerung dieser Zahlen.[3] Eines der Kernproble-
me wird in der effektiven Aufkldrung der Bevolkerung gesehen. Die Hauptverantwortung
liegt in diesem System bei den Hausérzten, welchen jedoch bei der Unterbesetzung an
Hausarztpraxen insbesondere auf dem Land, nur eingeschrankt Zeit fiir intensive Bera-

tungsgespréache mit jedem einzelnen Patienten zur Verfiigung steht.
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Egal, wie Sie ihn tragen,
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oder  NEIN, ich widerspreche ciner Entnahme von Organen oder Geweben.

oder Uber JA oder NEIN soll dann folgende Person entscheiden:

| StraBe PLZ, Wohnort

| Bundeszentrale
fiir
gesundheitliche
BZgA Aufkidrung

Antwort auf Thre persdnlichen Fragen crhalten Sie beim Infotelefon Organspende

" unter der gebiihrenfreien Rufnummer 0800 /90 40 400.

Name, Vorname Telefon

Strafle PLZ, Wohnort

Organspende

schenkt Leben.

Platz fiir Anmerkungen/Besondere Hinweise

Erklirung zur Organ- und Gewebespende

DATUM UNTERSCHRIFT

Abbildung 1.1: Reihe oben: Plakatmotive der 6ffentliche Kampagne fiir den Organspendeaus-
weis. Unten: Vorder- und Riickseite eines Organspendeausweises, wie er auf der Homepage der
Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufklarung (BZgA) heruntergeladen oder bestellt werden
kann.[2]

Ein Blick auf die Wartelisten fiir Spenderorgane zeigt jedoch wie bedeutend dieses Pro-
blem fiir unser Gesundheitssystem inzwischen ist.[4] So liegt die Zahl der Patienten auf
Wartelisten, nach Abbildung 1.2 fiir den Raum von Eurotransplant, seit Jahren deutlich
iiber der Zahl an gespendeten Organen, was zu immer lingeren Wartezeiten fiithrt. Al-
lein im Jahr 2020 haben in Deutschland 3384 Patienten ein implantiertes Organ erhalten,
im selben Zeitraum sind allerdings auch 5461 neue Patienten auf die Wartelisten gekom-
men und 780 davon verstorben.[3] Im Schnitt iibersteigt die Zahl der Patienten auf der
Warteliste die Anzahl an Transplantationen mindestens um den Faktor zwei, wiahrend
im Fall der Niere sogar mehr als der fiinffache Bedarf an Spenderorganen vorhanden ist.
[5] Weltweit starben im Jahr 2020 tiber 22000 Menschen die dokumentiert auf Warteli-
sten fiir Organe standen, die Dunkelziffer wird dabei noch deutlich hoher eingeschétzt. [5]

Zuséatzlich gibt es eine nicht offiziell erfasste Zahl an Patienten, deren Gesundheitszustand
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sich wiahrend der Wartezeit deutlich verschlechtert, dass sie fiir eine Transplantation nicht
mehr in Frage kommen und von der Liste genommen werden. Die COVID-19 Pandemie
hat diese Probleme zusétzlich verschérft. Im weltweiten Vergleich wurde im Jahr 2020 ein

Riickgang an Transplantationen von 18% gegeniiber 2019 verzeichnet.[6]

Total: 1408

Ungarn
165 8
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= Kroatien
11 ® Niederlande
B Slowenien

Total: 628 m QOsterreich

y 2
’ ~47
\

106

= Belgien

291 # Deutschland

\
281
Abbildung 1.2: Aktive Warteliste fiir die Organe Niere, Leber, Herz, Lunge und Pankreas nach
Daten des Eurotransplant-Raumes im Jahr 2021.[7]

An diesen Zahlen wird deutlich, dass auch eine Widerspruchslosung lediglich einen Teil
zur Losung beitragen kann, das Problem aber nicht allein beheben kann. So stehen selbst
in Spanien, dem européischen Spitzenreiter bei Organtransplantation mit 40 gespende-
ten Organen pro 1 Mio. Einwohner (im Vergleich dazu liegt Deutschland bei 10 Organen
pro 1 Mio. Einwohner), mit 4315 Transplantationen weiterhin 9498 Patienten auf Warte-
listen gegeniiber, wobei weitere knapp 28000 Nierenpatienten im Jahr 2020 dialysiert
wurden.[5, 8] Und dies, obwohl in Spanien eine Widerspruchlosung im Gesetz verankert
ist. In allen Léndern dieser Welt steht die Niere damit unangefochten auf Platz eins der
am haufigsten gespendeten und gleichzeitig bendtigten Organe. Da jeder gesunde Mensch
zwei Nieren besitzt ist dieses Organ besonders stark im Fokus, wenn es um die Lebend-
spende geht. Trotz dieser giinstigen Voraussetzungen sind immer noch deutlich zu wenig
Spendernieren verfiighar, um den Bedarf zu decken. Haufig lassen sich nahe Angehorige
als Spender gewinnen, jedoch sind diese in vielen Féllen aufgrund der Blutgruppe oder
Histokompatibilitdt nicht mit dem Patienten kompatibel. Dies hat, dargestellt in Abbil-

dung 1.3, in den letzten Jahren zur Entwicklung von immer komplexeren Systemen wie
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gepaarten Spendern und Spenderketten gefiithrt, um den Patientenkreis zu erweitern.

Einzelspende Spenderpaar Spenderkette

7~ A

(L

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Systeme Einzelspende, Spenderpaare und Spen-

derketten am Beispiel der Nierentransplantation.

Bei gepaarten Spendern sucht das medizinische Team bei einer Inkompatibilitat zwischen
potenziellem Spender und Empfianger nach einem zweiten Paar.[9] Wenn das Spenderor-
gan von Spender B nun eine hohere Kompatibilitdt mit Patient A aufweist und gleichzeitig
das Organ von Spender A besser zu Patient B passt, werden die Betroffenen in den Ent-
scheidungsprozess involviert und kénnen ihre Zustimmung geben. Bei einer Spenderkette
wird dieser Ansatz einen Schritt weitergedacht und innerhalb der Spender- und Pati-
entendatenbanken diejenigen Paare mit der hochsten Kompatibilitét ermittelt.[10] Diese
Ansiitze bieten das Potenzial die Anzahl an kompatiblen Organen fiir Patienten deutlich
zu erhohen, da sich der Kreis an potenziellen Spendern erweitert. Gleichzeitig ist diese
Form der Organspende allerdings hoch komplex, da bereits im ersten Schritt die Zustim-
mung einer grofferen Anzahl von Personen notwendig ist, was intensive Gesprache und
Aufklarung voraussetzt. Im zweiten Schritt miissen die Eingriffe zeitlich und rdumlich ge-
nauestens koordiniert werden, wobei die Toleranz fiir unvorhergesehene Komplikationen

stark eingeschrankt wird.

Im Jahr 2015 wurden beispielsweise nach dem System einer Spenderkette neun Nieren-
transplantationen mit 18 beteiligten Spendern und Patienten parallel im Universtitéatskli-

nikum San Francisco Medical Center und dem California Pacific Medical Center erfolgreich

4
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durchgefiihrt.[11] Der logistische Aufwand dahinter war allerdings enorm, da in diesem
Fall bis zu 10 Chirurgen und mehr als 20 weitere Angestellte fiir die 36 Stunden Dauer der
notwendigen Eingriffe abgestellt werden mussten. Noch komplizierter wird es, wenn Spen-
der und Patienten sich nicht im selben Krankenhaus bzw. im selben Land befinden, wie
das Beispiel einer Spenderkette zwischen Israel und den Vereinigten Arabischen Emiraten
aus dem Jahr 2021 zeigt. In diesem Fall mussten die Operationen von zwei Spendern und
Patienten in Tel Aviv und Haifa, mit den Operationen einer Spenderin und Patientin in
Abu Dhabi zusétzlich mit den Flugzeiten abgestimmt werden, um die Transportzeit der
Organe so gering wie moglich zu halten.[12] Im Zuge dieser Entwicklung wird immer wie-
der die Etablierung einer weltweiten Plattform fiir Nierentransplantation vorgeschlagen,
die Umsetzung ist allerdings hoch komplex und setzt ein weltweit agierendes Netzwerk

voraus, das erst noch geschaffen werden muss.|[13]

1.2 Xenotransplantation

Ein Ansatz den Mangel an Spenderorganen zu reduzieren, liegt in den Fortschritten der
Xenotransplantation.[14-16] Bei dieser Methode werden Organtransplantationen Artiiber-
greifend (Abbildung 1.4) durchgefiihrt. Seit den 2020er Jahren erregen dabei neue Ergeb-
nisse zur Transplantation von Nieren, Lungen und Herzen aus genetisch modifizierten
Schweinen in Affen Aufsehen.[17-19]

Isogen
Zwischen CRISPR/Cas-
genetisch Methode
identischen
Individuen Autogen
(eineiige Von einer Korperstelle
Zwillinge) zu einer anderen
Allogen
Zwischen Xenogen
Angehérigen Zwischen
derselben Angehoérigen
Spezies ] verschiedener
Spezies

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Urspriinge von transplantatiertem

Gewebe und Organen.

Der bis dato groite Erfolg in dieser Disziplin ist die Transplantation einer solchen Niere in
eine hirntote menschliche Patientin.[20-22] Die Niere begann zwar direkt nach der Trans-

plantation Urin zu produzieren, da dieser Versuch jedoch nur 54 Stunden dauerte, kénnen
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keine weiteren Aussagen iiber mittel- bis langfristige Funktionsfihigkeit des Organs und
etwaige verzogerte Immunreaktionen getroffen werden. Die grofite Hiirde stellt bei diesen
Versuchen die hohe Wahrscheinlichkeit einer akuten immunologischen Abstolungsreaktion
zwischen menschlichem und tierischem Gewebe dar. Mit Hilfe von Genmodifikationen auf
Grundlage der Entwicklung der CRISPR /Cas-Methode konnten hier in den letzten Jahren
erhebliche Fortschritte erzielt werden.[20, 23, 24]

Dafiir werden die als Spender geplanten Tiere genetisch mehrfach modifiziert und unter
Laborbedingungen herangeziichtet bis die Zielorgane ausgewachsen sind. Die genetischen
Modifikationen haben zum einen das Ziel die Oberflichenrezeptoren des zu transplan-
tierenden tierischen Gewebes so zu verdndern, dass sie den menschlichen Zellen dhneln.
Auf der anderen Seite wird versucht, das Organwachstum zu steuern, um die gewiinschte
finale Gréfe ohne weiteres unkontrolliertes Wachstum nach der Transplantation zu er-
reichen. Ein bislang einzigartiges Beispiel fiir diese Entwicklungen ist das von der U.S.
Food and Drug Administration (FDA) zugelassene Schwein ,,GalSafe“ der Firma Revivi-
cor aus den USA. In diesen Tieren wurden 10 Genmodifikationen vorgenommen, um es fiir
Transplantationen im Menschen kompatibler zu machen.[23] Der Namensgebende Zucker
Galaktose-a-1,3-Galaktose (kurz AlphaGal) wird fiir einen Grofiteil der akuten Immun-
abstoflungsreaktionen verantwortlich gemacht, daher wurden drei Gene, die mit diesem in
Zusammenhang stehen, stumm geschaltet.[25] Damit wurde erreicht, dass Organgewebe
dieser Tiere keine nachweisbaren Mengen an AlphaGal mehr aufweisen. Ein weiteres Gen,
verantwortlich fiir die Produktion von Wachstumsfaktoren, wurde stumm geschaltet, um
das beobachtete iiberméflige Wachstum von Schweineorganen in Primaten zu unterbin-
den. Die restlichen sechs Modifikationen sind menschliche Gene, die eingefiigt wurden, um
die Abstoflungsreaktion zu unterbinden, Entziindungen vorzubeugen und die Entstehung
von Blutgerinnseln zu verhindern. Neben den bereits beschriebenen Versuchen mit Nieren
von Revivicor (USA) arbeiten auch Firmen wie Qihan Bio (China) und eGenesis (USA)
aktuell daran in Zukunft ebenfalls genmodifizierte Herzen und Lungen fiir menschliche

Patienten anbieten zu konnen.

Diese Technik bietet bei weiterer Entwicklung das Potenzial gréflere Mengen an Organen
zur Verfiigung zu stellen, da genverinderte Tiere in kontrollierten Laborumgebungen in
groferem MafBstab geziichtet werden konnten. Kritisch betrachtet werden sollten in diesem
Zusammenhang allerdings Gefahren wie die Ubertragung von Zoonosen und die fehlenden
Langzeiterfahrungen in Bezug auf Zuverlassigkeit und Funktionalitit der so gewonnenen
Organe.[26] Daneben wird der Ruf nach einer ethischen Debatte iiber das Ziichten von
Tieren als Organspender fiir Menschen immer wieder laut.[27-33] Grofiter Kritikpunkt ist
hierbei die Verwendung von Tieren als , Ersatzteillager“des Menschen. Dariiber hinaus ist
die Haltung von genmodifizierten Tieren unter Laborbedingungen aktuell nicht mit einer

artgerechten Haltung im Sinne des Tierwohls vereinbar. Im wissenschaftlichen Konsens
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wird die Xenotransplantation daher aktuell als Ubergangslosung betrachtet bis weitere
Moglichkeiten zur Verfiigung stehen oder als schnelle Uberbriickung kritischer Zusténde

bei Tansplantationspatienten.[34]

1.3 Regenerative Medizin und Tissue Engineering

Aus dieser Problematik heraus formte sich in den 1980er Jahren das Forschungsfeld
des Tissue Engineering als Teildisziplin der regenerativen Medizin.[35] Diese relativ jun-
ge Wissenschaft hat sich zum Ziel gesetzt ,Prinzipien und Methoden der Ingenieur-,
Werkstoff- und Lebenswissenschaften zur Gewinnung eines fundamentalen Versténdnis-
ses von Struktur-Funktions-Beziehungen in normalen und pathologischen Sdugergeweben;
und zur Entwicklung von biologischem Ersatz zur Erneuerung, Bewahrung oder Verbes-
serung der Gewebefunktion” anzuwenden.[35] Die mafBgeblichen Schritte (Abb. 1.5) sind
dabei die Entnahme von Gewebe des Patienten per Biopsie, die Kultivierung der gewon-
nenen Zellen in vitro und die Ansiedelung dieser Zellen auf Geriisten (sog. Scaffolds).
Anschlielend reifen die besiedelten Konstrukte bis zur Ausbildung von funktionalem Ge-

webe in einem Bioreaktor, bevor diese wieder dem Patienten implantiert werden.

Kultivierung P~

in vitro -
Dezellularisierte _ o
Orgapische : = Biopsie
Matrix —

J

REGT \
0
Zellbesiedeltes Patient

Scaffold

= =
o\

Porogen
Leaching

Tierisches

Reifung im
Gewebe

Bioreaktor

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Anséitze des Tissue Engineering und der Rege-

nerativen Medizin.

Durch die Verwendung korpereigener Zellen des Patienten kann das zentrale Problem der
akuten immunologischen Abstoflung und der lebenslangen Gabe von Immunsuppressiva
effektiv umgangen werden. In der Theorie bietet dieser Ansatz daher den Zugang zu belie-
big vielen Organen fiir jeden Patienten mit maximaler Kompatibilitédt. In der Praxis stof3t

das Konzept der Verwendung vorgefertigter Scaffolds aus unterschiedlichsten Materialien

7



FEinleitung

(u. a. dezellularisiertes organisches Material, kiinstliche hierarchische Konstrukte, etc.)
bei der anschlieBenden Besiedelung durch die kultivierten Zellen an seine Grenzen.|[36]
Bereits bei der Herstellung von Strukturen in der Dimension von Zentimetern findet eine
Limitierung durch die Reichweite der Zellmigration und die Diffusion von Néhrstoffen
und Sauerstoff in das Innere des Scaffolds statt. Die fehlende Vaskularisierung unterbin-
det anschliefend die vollstdndige Infusion des Konstrukts mit Zellen und verhindert die
Ausbildung von komplexen funktionalen Gewebestrukturen im gesamten Volumen. Nach
anfénglichen Erfolgen und klinischen Produkten in diesem Forschungsfeld [37] kam es in
den 2000ern durch die genannten Probleme zu einer Stagnation, da entscheidende Durch-

briiche in der Verbesserung der Zellbesiedelung der Geriiste ausblieben.[38, 39]

1.4 Biofabrikation

Eine Lehre aus diesem Dilemma wird in der daraus hervorgegangenen Disziplin der Bio-
fabrikation gezogen (Abb. 1.6). Dieser Ansatz definiert sich nach Groll et. al [40], als
die ,automatisierte Herstellung von biofunktionalen Produkten mit struktureller Orga-
nisation von lebenden Zellen, bioaktiven Molekiilen, Biomaterialien, Zellaggregaten wie
Mikrogewebe, oder hybriden Zell-Material Konstrukten, durch Biodruck oder Bioassemb-
lierung und nachfolgende Gewebereifungsprozesse“. Die grundlegende Weiterentwicklung
ist die direkte Integration von Zellen in das Material zur Herstellung des Konstrukts,

was eine prézise rdumliche Anordnung und Verteilung der Zellen im gesamten Volumen

ermoglicht.
Kultivierung
in vitro
Formulierung Biopsie
der Biotinte

e

\%%
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Biodruck

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Ansatzes der Biofabrikation.
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1.5 Biodruckverfahren

Fiir die Prozessierung des zellbeladenen Materials im Sinne der Biofabrikation (sogenann-
te Biotinten) stehen eine Reihe von 3D-Druckverfahren zur Verfiigung. Diese unterschei-
den sich grundlegend in der Dimension der Inkremente, aus denen das finale Konstrukt
zusammengesetzt ist. Sie konnen unter vier Oberbegriffen zusammengefasst werden: Trop-

fendruck, Strangdruck, Flichendruck und Volumendruck.

1.5.1 Tropfendruck

Zu den tropfengenerierenden Verfahren zéhlen der Tintenstrahldruck (Inkjet), laserindu-
ziertes Drucken, Mikroventildruck und akustisches Drucken (Abb. 1.7).[41] Die Viskositét
fiir Inkjet kompatible Biotinten liegt im Bereich von 3-12 mPa-s, wiahrend fiir laserindu-
zierte Verfahren 1-300 mPa-s moglich sind.[42]

LY AL

I_& 000 1___000 000 000 |

B

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Tropfendruckverfahren (A) Inkjet mit mechani-
schem /thermischen Aktuator, (B) Inkjet im elektrostatischen Feld, (C) Mikroventildruck, (D)
Laser Induced Side Transfer (LIST) und (E) laserbasierter Vorwartstransfer (LIFT/MAPLE).

Fiir den Tintenstrahldruck von Biotinten wird dieselbe Technik wie beim Druck von Toner
auf Papier verwendet.[43] Die Biotinte befindet sich in einer Kartusche, die mit einer
Kapillare verbunden ist. Durch einen Aktuator wird iiber ein piezoelektrisches Element
ein Schallimpuls an die Tinte in der Kapillare abgegeben oder ein Heizelement sorgt fiir
ein augenblickliches Verdampfen eines kleinen Teils der Tinte und verursacht dadurch
eine Druckwelle. Alternativ wird ein elektrostatisches Feld angelegt, welches die Biotinte
elektrisch aufladt und beschleunigt. In allen drei Féllen fiihrt der eingebrachte Impuls zur

Erzeugung eines Tropfens aus der Kapillare, welcher dem Kollektor entgegenfliegt.

9
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Im Mikroventildruck wird Biotinte aus einer Kartusche durch eine Kapillare geleitet, die
mit Druckluft versorgt wird. Die Offnung der Kapillare ist zu Beginn mit einem Kolben
blockiert. Das kurzzeitige Anlegen einer elektrischen Spannung fiithrt zur Kontraktion
einer Feder, welche mit dem Kolben im Inneren der Kapillare verbunden ist. Durch das
Heben des Kolbens kann die Tinte daran vorbei in den vordersten Teil der Kapillare
flieBen. Beim anschlieSenden Zuriickschnellen des Kolbens durch Entspannung der Feder

wird das Material beschleunigt und als Tropfen in Richtung Kollektor beférdert.

Beim LIST-Verfahren (Laser Induced Side Transfer) wird ein Impuls eines Niedrigenergie-
lasers verwendet, um eine transiente Mikroblase am Ende einer mit Biotinte beladenen
Kapillare aus Glas zu erzeugen. Durch Ausdehnung und Kollaps der Gasblase wird eine
Schockwelle ausgelost, die zur AusstoBung eines Tropfens im rechten Winkel zur Anre-
gungsachse fiihrt.[44] Im Falle der laserinduzierten Druckverfahren LIFT (Laser Induced
Forward Transfer)[45], AFA-LIFT (Absorbing Film Assisted-LIFT)[46] und MAPLE-DW
(Matrix-assisted Pulsed Laser Evaporation Direct Writing) [47, 48] ist die Biotinte als un-
terste von drei Schichten auf einem Triagerband aufgebracht.[45] Die Tréagerschicht besteht
aus einem mechanisch stabilen aber fiir die Wellenlénge des Lasers durchléssigen Material
wie Glas oder Quartz. In der mittleren Schicht befindet sich je nach Methode eine stabi-
le Metallschicht (LIFT), eine metallene Opferschicht (AFA-LIFT) oder eine Opferschicht
aus Biopolymeren (MAPLE-DW). Ein kurzer Impuls eines Hoch- (LIFT/AFA-LIFT) oder
Niedrigenergie-Lasers (MAPLE-DW) erhitzt die mittlere Schicht punktuell in sehr kurzer
Zeit. Die erzeugte Hitze fithrt zum Verdampfen des Hydrogels an dieser Stelle auf der an-
deren Seite. Die Ausdehnung der Gasblase 16st einen Tropfen Biotinte aus der Oberfliche

und schleudert ihn dem Kollektor entgegen.

Das akustische Drucken basiert auf einem ringférmigen Piezokristall, der ein Ultraschall-
feld erzeugt, welches iiber eine Membran in das dariiberliegende, nach oben offene Tin-
tenreservoir iibertragen wird (Abb. 1.8).[49]

L

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des akustischen Druckverfahrens.

10
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Die Energie der Ultraschallwellen induziert einen akustischen Stromungseffekt und damit
eine Bewegung der Tinte in Richtung der Fliissigkeitsoberflache. Infolgedessen wolbt sich
die Oberflache bis die kinetische Energie der Teilchen der Fliissigkeit die Oberflichen-
spannung iiberschreitet und Rayleigh-Taylor-Instabilitdten zur Entstehung eines Trop-
fens fithren. Dieser fliegt dem dariiber positionierten, beweglichen Kollektor entgegen und
adhéariert an dessen Oberflache. Die Gréfle der erzeugten Tropfen ist dabei indirekt pro-

portional zur verwendeten Anregungsfrequenz.

Alle Verfahren zum Tropfendruck bieten den Vorteil einer hohen Prézision, einige die-
ser Verfahren erlauben zusétzlich die Tropfengrofle exakt zu steuern. Die Mechanismen
zur prézisen Positionierung der Tropfen auf dem Kollektor sind seit Jahrzehnten in in-
dustriellen Anwendungen etabliert und zeichnen sich durch hohe Verlasslichkeit aus. Je
nach Grofle der erzeugten Tropfen ist dabei eine sehr hohe Auflésung bis hin zur Ablage

einzelner Zellen moglich. [50]

Ein Flaschenhals dieser Methode ist die geringe Geschwindigkeit in der Prozessierung
groferer Flachen und die limitierte Moglichkeit dreidimensionale Strukturen aufzubauen.
Dazu kommen zum Teil hohe thermische Belastungen und Scherkréfte, die bei der Trop-
fenerzeugung auf die Zellen wirken. Bei den laserinduzierten Methoden ist dariiber hinaus
die potenzielle Zelltoxizitat von gelosten Metallionen aus der Opferschicht kritisch zu be-

trachten.

1.5.2 Strangdruck

Zu den Strangdruckverfahren zihlt das klassische Extrusiondrucken, welches entweder
pneumatisch oder mechanisch gesteuert wird, sowie das mikrofluidische Drucken (Abb.
1.9).[51] Die Viskosit#it kompatibler Biotinten liegt im Bereich von 30 mPas bis zu 6x107
mPa-s.[42] Tm Falle des klassischen Extrusionsdrucks befindet sich die Biotinte in einer
Kartusche im Inneren des beweglichen Druckkopfs, welche mit einer Kapillare ausgestattet
ist. Diese fithrt das Material wéhrend der Extrusion auf den Kollektor. Die Biotinte wird
durch Anlegen von Druckluft (pneumatisch) oder direkt mechanisch durch einen sich
bewegenden Kolben bzw. eine rotierende Foérderschnecke aus der Kartusche durch die
Kapillare befordert.[52] Der pneumatische Ansatz gewihrleistet dabei einen konstanten

Druck wéhrend die mechanische Extrusion fiir einen konstanten Volumenstrom sorgt.[51]

Eine Sonderform des Extrusionsdrucks ist das mikrofluidische Drucken. Bei diesem An-
satz steht ein sogenannter mikrofluidischer Chip im Mittelpunkt. Dieser Chip hat beliebig
viele Ein- und Ausgénge fiir Fliissigkeiten, wobei sein Inneres durchzogen ist von einem

System aus miteinander verbundenen Kanélen im Mafistab von Mikrometern. Dieser Auf-
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bau erlaubt ein hohes Mafl an Kontrolle iiber die FlieBbedingungen innerhalb der Kanéle
und ermoglicht ein prézises Mischen unterschiedlicher Polymere und den entsprechenden
Vernetzern. Im Hinblick auf die Anzahl gleichzeitig prozessierbarer Materialien und die

Herstellung von Gradientenstrukturen bieten diese Systeme maximale Flexibilitét.[53]

A B D

C
<

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Strangdruckverfahren (A) pneumatische Extru-

sion, (B) direkte Extrusion per Kolben oder (C) Schneckenextruder und das (D) mikrofluidische

Drucken.

Die Strangdruckverfahren zeichnen sich durch hohe Flexibilitdt in der Auswahl der Mate-
rialien und die Moglichkeit zur Verwendung verschiedenster Biotinten in einem kontinuier-
lichen Prozess aus. Zugleich ermoglichen klassische Extrusionsverfahren die Herstellung
von klinisch relevanten 3D-Konstrukten innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden.
Dariiber hinaus sind diese Gerite preisgiinstig und vergleichsweise einfach in der Bedie-

nung.

Nachteilig ist gerade beim mikrofluidischen Drucken aufgrund der Mikrokénale eine sehr
begrenzte Durchsatzrate und damit lange Druckzeiten. Zusétzlich sind mikrofluidische
Chips anfillig gegeniiber Verstopfung und damit wenig robust im kontinuierlichen Ein-
satz. Bei klassischen Extrusiondruckern héngt die maximal erreichbare Auflésung vom
Durchmesser der verwendeten Kapillaren ab. Da mit geringeren Kapillardurchmessern
auch die Schichtdicke reduziert wird, fithrt dies in der Folge ebenfalls zu einem deutli-
chen Anstieg der Druckdauer. Gleichzeitig wachsen mit sinkendem Kapillardurchmesser
die auftretenden Scherkréfte im inneren der Kapillare stark an. Dieser Scherstress wirkt

sich negativ auf die Viabilitdt der verdruckten Zellen wéhrend und nach dem Druck aus.

12
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1.5.3 Fliachendruck

Zu den Fliachendruckverfahren zéhlen der in Abbildung 1.10 dargestellte stereolitho-
grafische Druck (SLA) und das ,,Digital Light Processing“ (DLP). Beide Methoden haben
einen sehr &hnlichen Aufbau.[54] Eine Kollektorplattform wird von oben in ein Bad aus
fliissiger, fotovernetzbarer Biotinte getaucht. Unterhalb des Bads befindet sich eine Licht-
quelle (Laser oder UV) mit einer aktiven Steuerungseinheit. Bei der SLA Methode wird
ein einzelner Laserstrahl von einem beweglichen Spiegel gelenkt und damit alle Bereiche
der ersten Schicht in einem Raster nacheinander belichtet. Durch die Belichtung bilden
sich freie Radikale, die eine chemische Quervernetzung des Polymers zur Folge haben.[55]
Ist die erste Schicht vollstdndig vernetzt und stabil, fahrt der Kollektor um das Mafl der
Schichtdicke nach oben und der Vorgang wird wiederholt, bis die 3D-Struktur vollsténdig
erzeugt ist.

A | B | |

—_>
—_>

l

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Flachendruckverfahren (A) SLA und (B) DLP.

/ )

Das DLP funktioniert nach einem &hnlichen Prinzip, in diesem Fall wird fiir die Belich-
tung ein Raster aus beweglichen Mikrospiegeln verwendet, wobei jeder einzelne Spiegel
einen Pixel der spéteren Schicht reprasentiert. Wird nun das gesamte Raster an Mikro-
spiegeln belichtet, kann durch die An-/Aus-Stellung jedes einzelnen Spiegels ein Abbild
der gesamten Schicht in einem Schritt auf den Kollektor projiziert werden. Der restliche

Vorgang lauft simultan zum SLA bis die komplette dreidimensionale Struktur vernetzt
ist.[54]

Ein grofler Vorteil dieser Methoden ist die hohe Geschwindigkeit der Prozessierung. Da in
einem Prozessschritt eine vollstdndige Schicht in wenigen Sekunden vernetzt werden kann,
konnen komplexe dreidimensionale Konstrukte innerhalb von Minuten hergestellt werden.
Gleichzeitig ist die Auflosung dieser Methode nur durch die Prézision und Fokussierung
des Lasers begrenzt und liegt im Bereich von wenigen Mikrometern. Die Zellen werden

dabei nur geringen dufleren Kriften ausgesetzt, was der Zellviabilitiat zugutekommt.[55]

Allerdings wird die Materialauswahl durch die Notwendigkeit des Vorhandenseins fotover-

netzbarer chemischer Gruppen begrenzt. Zusétzlich miissen groflere Mengen an Material
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und damit auch Zellen im Reservoir vorgehalten werden, von dem nur ein Bruchteil ver-

netzt wird. Dies erhoht die Kosten enorm und reduziert die Materialeffizienz.

1.5.4 Volumendruck

Das volumetrische Drucken oder auch ,,Computed Axial Lithography“ (CAL) ist in dieser
Form die jiingste der vorgestellten Methoden im Bereich Biodruck.[56] In diesem System
befindet sich die fotovernetzbare Biotinte in einem transparenten Zylinder, der prézise
rotiert werden kann und von einem digitalen Videoprojektor seitlich belichtet wird (Abb.
1.11). Das abzubildende Objekt kann beispielsweise durch Rekonstruktion aus einem Com-
puter Tomographischen (CT) Scan erzeugt werden. Daraus werden Einzelbilder extra-
hiert, jedoch nicht in translatorisch horizontalen Schichten, sondern axial mit definiertem
Winkelversatz zueinander. Diese Einzelbilder werden nacheinander auf die Biotinte proji-
ziert, wobei die Projektionen exakt mit der Rotation des Zylinders abgestimmt sind. Die
Superposition der Belichtungsdosis aus jedem Winkel fithrt im ersten Schritt zur Bildung
freier Radikale, welche vom vorhandenen Sauerstoff deaktiviert werden. Dadurch wird
in Volumenelementen mit hoher Belichtungsintensitéit der Sauerstoff aufgebraucht, bis
ein Schwellwert iiberschritten wird. Unterhalb dieser kritischen Sauerstoffkonzentration
im Material konnen die durch Belichtung entstehenden freien Radikale nicht mehr deak-
tiviert werden und initiieren die chemische Vernetzung des Polymers. Diese nichtlineare
Materialantwort durch die Inhibition von Sauerstoff fithrt zur simultanen Materialisierung

des dreidimensionalen Objekts im gesamten Volumen.

Li rotierender Behélter
inse % T
Projektor \ / mit Biotinte

\

N——
———— :[I Fliisigkeit mit
angepasstem
Brechungsindex

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des Volumendruckverfahrens CAL.

Der grofite Vorteil dieser Methode liegt in der enormen Geschwindigkeit der Prozessierung.
So konnen zentimetergroie Objekte bereits in weniger als einer Minute hergestellt werden.
Gleichzeitig sind hohe Auflésungen fiir Details im Bereich von 10 Mikrometern moglich.
Die kurze Prozessierungsdauer in Verbindung mit der entfallenden Scherbelastung ist

dariiber hinaus sehr zellschonend.

Das volumetrische Drucken bietet jedoch nur eine begrenzte Auswahl an kompatiblen

Materialien, die beziiglich Viskositit und Vernetzbarkeit spezifisch auf das Verfahren ab-
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gestimmt sein miissen. Zudem erlauben die aktuellen Gerédte nur die Verwendung eines
Materials gleichzeitig, was die Materialeffizienz beeintrichtigt und die Kosten erhoht, da

der gesamte potenzielle Bauraum mit Biotinte vorgehalten werden muss.

Die nachfolgende Abbildung 1.12 prisentiert eine systematische Ubersicht der verschie-
denen vorgestellten Druckverfahren, die entsprechend der Dimension ihrer inkrementell

erzeugten Einheit klassifiziert sind.

—  Thermisch

Mechanisch

v

— Inkjet

—  Elektrisch

— Tropfen —  Akustisch

— LIST

— LIFT

— Laserbasiert
— MAPLE

— LDW

— Mikrofluidik

—  Strang > Kolben
—»  Dispens ——F—>  Druckluft
Biodruck- —  Extruder
verfahren

— DLP
— Flache

— SLA

— CAL

— Volumen

—  2-Photon

Abbildung 1.12: Schematische Ubersicht der aktuell eingesetzten Biodruckverfahren nach

Tropfen-, Strang-, Flichen- oder Volumendruck.
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Da zum derzeitigen Stand der Forschung noch viele verschiedene Materialien als Biotinten
in Frage kommen und charakterisiert werden miissen, ist Flexibilitéit in der Materialwahl
ein entscheidender Vorteil fiir das verwendete Verfahren. Hier hat der Dispensdruck seine
Vorteile, da durch die Verwendung mehrerer Druckkopfe in einem Gerét mit geringem Auf-
wand Konstrukte mit unterschiedlichen Stiitzmaterialien und Zelltypen hergestellt werden
konnen. Diese Flexibilitdt in der Anzahl und Kombination der gewiinschten Materialien,
die einfache Bedienung und vergleichsweise giinstigen Geréte, gepaart mit einer Durch-
satzrate, die fiir klinisch relevante Grofienskalen ausreichend ist, macht den Dispensdruck

aktuell zu der am weitesten verbreiteten Methode in der Biofabrikation.[51]

1.6 Biotinten

Allen beschriebenen Verfahren der Prozessierung gemein ist die Verwendung von Biotin-
ten, welche zum Aufbau der Gewebe- und Organstrukturen eingesetzt werden. Diese Bio-
tinten setzen sich laut Definition aus mehreren Komponenten zusammen und bilden ,,eine
prozessierungsgerechte Formulierung von Zellen fiir eine automatisierte Biofabrikations-
technologie die auch biologisch aktive Komponenten und Biomaterialien enthalten kann“
[57]. Ein zentraler Bestandteil von Biotinten sind demnach in vitro kultivierte menschliche
Zellen des Patienten. Diese werden aus einer Biopsie gewonnen und nach Kultivierung in
einer Losung oder einem Hydrogel aus biokompatiblen und strukturgebenden Polymeren
eingebettet. Dabei miissen unterschiedliche Faktoren wie das Material, der Vernetzungs-
mechanismus, die Zellart und der Einsatz von Additiven fiir die Funktionalitéit der Biotinte
beriicksichtigt werden (Abb. 1.13). Die Auswertung von Pedroza-Gonzalez et al. aus dem
Jahr 2021 zeigt, dass die am héufigsten verwendeten Biotinten in absteigender Reihenfol-
ge Alginat, GelMA, Gelatin, Kollagen, HA, PEGDA, Seidenfibroin, Agarose, HAMA und
Fibrin sind.[58]

Im Hinblick auf den Extrusionsdruck ist wihrend des Druckvorgangs eine geringe Vis-
kositdt und damit fliilssiges Verhalten ideal um hohe Auflésungen zu erreichen. Fiir die
geforderte Formstabilitdt der Konstrukte nach dem Druck ist jedoch eine hohe Visko-
sitdt mit einem schnellen Phaseniibergang von fliissig zu fest Voraussetzung. Um diesen
Widerspruch aufzulosen, machen sich Biotintenentwickler unterschiedliche Mechanismen
wie physikalische Interaktionen, thermisch-/ oder pH-Wert induzierte Zustandsénderun-
gen sowie chemische und fotoinduzierte Vernetzung zu Nutze.[59] Die haufigsten Vernet-
zungsstrategien sind aktuell ionische Vernetzung durch CaCly oder CaSQy, fotoinduzierte
Vernetzung unter Verwendung von Irgacure und LAP im UV, oder Eosin Y im sichtbaren
Wellenléngenbereich und enzymatische Vernetzung mittels Thrombin, MTGase, Tyrosi-

nase und Genipin.[58]
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|Harz| |Blockcopolymer| | Mineral | | Glykoprotein | | Polypeptid | | Polysaccharid

i

|Synthetisch| | Natiirlich |

Enzymatisch

Vernetzungs- Bio- Additive
mechanismus tinten Wirkung

| Spheroide | |Vereinze1t |

Fasern

Mechanisch
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Chemisch

i

Bioorthogonal Biomolekiile

Thermisch Biologisch
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Arzneimittel
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Abbildung 1.13: Schematische Darstellung der wichtigsten Einflussfaktoren bei der Konzeption

einer anwendungsspezifischen Biotinte.

So kénnen reversible physikalische Interaktionen wie Ionenbindung, hydrophobe Interak-
tionen oder Wasserstoffbriickenbindungen ausgenutzt werden, um Hydrogele herzustel-
len die allein durch das Aufbringen von Scherkriften zu flieBen beginnen. Diese scher-
verdiinnenden Gele stabilisieren sich nach dem Wegfall der &ufleren Kréfte durch erneute
Ausbildung der physikalischen Bindungen. Zu den bekanntesten Vertretern dieser Art
gehort das synthetische Blockcopolymer Poloxamer 407 (Markenname Pluronic™F-127),
aber auch mehrere Vertreter natiirlicher Polymere wie Seidenprotein, Matrigel oder kol-

lagenbasierte Biotinten.[59]

Thermisch induzierte Zustandsédnderungen konnen bei Biotinten entweder iiber Erhit-
zen oder Kiihlen vor oder nach der Prozessierung erreicht werden.[60] Bei den meisten
Biotinten mit diesen Eigenschaften fithrt eine hohere Temperatur zu einer geringeren
Viskositét, weshalb die Kartusche geheizt oder der Kollektor gekiihlt wird. Hervorragen-
de Druckeigenschaften weisen hier Hydrogele aus der Familie der Poloxamere wie das
amphiphile ABA-Typ Poly(2-oxazoline) auf.[61, 62] Daneben werden aber auch natiirli-
che Polysaccharide als Ausgangsmaterial fiir chemisch modifizierte thermoresponsive Gele
verwendet.[63] Durch Variation des Molekulargewichts und des Grades an Modifizierung
kénnen so Hydrogele hergestellt werden, die bei Raumtemperatur fliissig sind und bei
Korpertemperatur zu gelieren beginnen. Damit konnen Zellen unter reduzierten Scher-
kriften in das Gel gemischt und verdruckt werden, wobei trotzdem eine ausreichende

Formstabilitdt nach dem Druck im Bioreaktor gewéhrleistet ist.[60, 63]
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Fiir eine chemische oder enzymatische Vernetzung muss das Hydrogel in Kontakt mit
dem Vernetzer treten. Dies geschieht entweder durch Drucken in ein Fillbad, Beimischen
des Vernetzers wihrend des Drucks oder durch Aufbringen des Vernetzers nach jeder ge-
druckten Schicht. Fiir die eigentliche Vernetzungsreaktion stehen eine lange Reihe von
Mechanismen aus den Bereichen der Stufenwachstumsreaktionen (z. B. Click-Chemie),
Kettenpolymerisation, enzymatischen Reaktionen und fotoinduzierten Reaktionen zur
Verfiigung.[64, 65] Grundsétzlich konnen alle Unterkategorien dieser Mechanismen danach
unterschieden werden, ob sie bioorthogonal sind oder nicht. Als bioorthogonal werden Re-
aktionen bezeichnet, die ihre biologische Umgebung in keiner Weise beeintréachtigen. Bei
fotoinduzierten Reaktionen bedeutet dies, das auch darauf geachtet werden sollte, dass
mit UV-A oder Wellenldngen des sichtbaren Spektrums gearbeitet wird, um die DNA der
Zellen nicht zu schidigen. [65]

Neben den verfahrenstechnischen Anforderungen fiir die Prozessierung ist allerdings auch
die Fahigkeit zur Zellinteraktion entscheidend fiir die Eignung der Biotinte. Hydrogele
aus natiirlichen Biopolymeren wie Alginat [66], dezellularisierter Extrazelluldlerer Matrix
(dECM) [67], Fibrin [68], Gelatine [69], Hyaluronsédure [70], Kollagen [71], oder Seide [72]
sind mechanisch vergleichsweise schwach, zeigen aber grofie Vorteile in der Zellinterakti-
on, da sie strukturelle Ahnlichkeiten zur natiirlichen ECM aufweisen.[73] Dariiber hinaus
besitzen Hydrogele aus Fibrin, Gelatine oder Kollagen bereits die notwendigen Signalmo-

lekiile um Zelladhédsion anzuregen.|74]

Hydrogele aus synthetischen Polymeren wie PEG oder Poloxameren zeichnen sich durch
ihre gute Verarbeitbarkeit und Formstabilitéit nach dem Druck aus. Allerdings fehlen ihnen
entscheidende biofunktionelle Gruppen fiir die Zelladhésion und den enzymgesteuerten
Abbau durch die Zellen.[74] Zusétzlich werden bei diesen Hydrogelen deutlich hohere Po-
lymerkonzentrationen (20-30 % w/v Polymer) eingesetzt, was die Zellmobilitit nach dem
Druck stark einschrankt. Aus diesem Grund liegt ein grofier Teil der Forschung im Bereich
der Materialwissenschaften auf der Modifizierung dieser beiden Polymergruppen. Auf der
einen Seite werden natiirliche Polymere mit vernetzbaren Gruppen ausgestattet, um che-
mische und fotoinduzierte Quervernetzungen zur Stabilisierung zu erméglichen. Auf der
anderen Seite werden die synthetischen Polymere mit biofunktionellen Signalmolekiilen

und Enzymspaltungsstellen versehen, um besser mit Zellen interagieren zu koénnen.

1.7 Additive

Da reine Hydrogele in der Regel sowohl chemisch als auch mechanisch isotrop sind, was

Zellen keine Anreize fiir gerichtete Migration oder Proliferation bietet, wird aktuell eine
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Vielzahl unterschiedlicher Komponenten fiir die Herstellung von Kompositgelen unter-
sucht. Durch den Einsatz von Additiven kénnen sowohl die biologischen wie auch die
mechanischen Eigenschaften der Hydrogele modifiziert werden. Dies kann durch biofunk-
tionelle Komponenten wie Nahrstoffe (Eiweifle, Kohlenhydrate und Fette), Wachstumsfak-
toren (PDGF, VEGF, EPO, ...) oder Zytokine erreicht werden, aber auch durch Nano- und
Mikropartikel zur Verbesserung des FlieBverhaltens oder der Formstabilitéat. Fiir die Ver-
besserung der Mechanik und Flieleigenschaften stehen aktuell besonders Nanotonerden,
Kohlenstoff-Nanoréhrchen, Magnetische Nanopartikel oder Nanofasern aus synthetischen
und natiirlichen Polymeren wie PCL, Zellulose oder Seide im Fokus der Forschung. Diese
Fiillstoffe beeinflussen die rheologischen Eigenschaften der umgebenden Matrixmateriali-
en abhéngig von den auftretenden Wechselwirkungen und der eingesetzten Konzentration.
Der Einsatz von starren Fiillkorpern fithrt dabei zu einer Steigerung der lokalen Schub-
spannung in der Matrix. Fasern sind im Vergleich zu Nanopartikeln fiir diese Anwendungen
interessanter, da sie neben der mechanischen Stabilisierung der Gelstruktur auch fiir die
Zellen als attraktive Flache zur Adhésion und als Orientierung fiir die gerichtete Migration
und das Wachstum zur Verfiigung stehen. Dadurch bringen Fasern eine neue hierarchi-
sche Ebene im Strukturdesign ein und erlauben die Konstruktion anisotroper Strukturen.
Allerdings sind Gefahren, die aus der Einlagerung von Nanopartikeln in Zellen entstehen
(Nanotoxizitét) noch nicht final geklart.[75, 76] Die verstirkenden Eigenschaften von Fa-
sersystemen in Hydrogelen wurden beispielsweise von Tonsonboon et. al. demonstriert.[77]
Durch die Verwendung von Nanofasern aus Gelatine konnte die mechanische Belastbarkeit
von alginatbasierten Hydrogelen um den Faktor sechs gesteigert werden, wobei besonders
orientierte Nanofasern zur Stabilisierung in Belastungsrichtung beitrugen. Entscheiden-
de Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz von Fasern als verstéirkendes Element ist

dabei die gute Druckbarkeit des Komposits.

Aus den Vorbedingungen des Einsatzes von Additiven in Hydrogelen abgeleitet, werden
im Folgenden Rahmenbedingungen fiir die Morphologie und chemischen Eigenschaften
der Fasern definiert, die sich aus den unterschiedlichen Anforderungen der Biologie und
der Mechanik ergeben. Im Hinblick auf die mechanische Verstarkung der Matrix ist ein
geringer Durchmesser (Nanofasern) der Fasern mit einem moglichst hohen Aspektverhélt-
nis (grofer 10) und einem hohen Fiillgrad (mehr als 20%) als vorteilhaft anzunehmen, wie
die Erfahrung aus der Entwicklung faserverstirkter Kunststoffe zeigt.[78] Um eine gute
Druckbarkeit mit minimalem Risiko von Verstopfungen der Kapillare wihrend des Druck-
prozesses zu gewéhrleisten gilt als Faustregel die maximale Faserldnge entspricht dem
Durchmesser der verwendeten Kapillare fiir den Druck.[79] Im Rahmen dieser Arbeit wird
als Kompromiss aus Auflosung und Druckbarkeit des Materials ein Kapillardurchmesser
von 100 um festgelegt. Ein hoher Fiillgrad steigert zusétzlich die Wahrscheinlichkeit fiir

eine Verstopfung.[79, 80] Fiir die Interaktion zwischen Fasern und menschlichen Zellen
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wird wiederum aus vorhergehenden Studien angenommen [81], dass Durchmesser im Be-
reich der Groflenordnung von Zellen selbst, d.h. im Bereich von 0,5-5 wm notwendig sind,
um eine effektive Ausrichtung der Zellen an der Léngsachse von Fasern zu erreichen.[82]
Das Aspektverhéltnis sollte moglichst grof3 sein, damit die Zellen eine gute Ausrichtung
entlang der Faser entwickeln konnen. Aulerdem muss der Fiillgrad hoch genug sein, um
Zellen in die Lage zu versetzen in ihrer Umgebung eine Faser zu finden. Ein zu hoher
Fiillgrad kann allerdings dazu fithren, dass die Matrix zu dicht wird und Zellen an der
Migration gehindert werden.[83] Des Weiteren muss das verwendete Material zugelassen
sein fiir die medizinische Anwendung im menschlichen Kérper und eine biologisch aktive

Oberflache fiir die Interaktion mit den Zellen besitzen.

1.7.1 Fasermorphologie

Ein weiterer essenzieller Faktor ist die Morphologie der verwendeten Fasern. Die kritische
Léange und der dquivalente Durchmesser und damit das kritische Aspektverhéltnis haben
einen starken Einfluss auf die Fahigkeit zur Kraftiibertragung und auf die Moglichkeit,
die Fasern in der Matrix anzuordnen und auszurichten.[84, 85] Der dquivalente Durchmes-
ser wird verwendet, um auch unregelméflig geformte Fasern und Faserbiindel erfassen zu
konnen. Dieser ist definiert als der Durchmesser eines Kreises mit derselben Querschnitts-
fliche wie der Faserquerschnitt. Die kritische Lénge einer Faser wird erreicht, wenn die
Kraftiibertragung zwischen Faser und Matrix grof3 genug ist, um die Faser in kleinere
Stiicke zu brechen.[86] Aus dem Verhéltnis der kritischen Lange zum dquivalenten Durch-

messer ergibt sich folglich das kritische Aspektverhéltnis.[87]

Fasern mit hohem Aspektverhiltnis erméoglichen eine effektive Ubertragung von Kriften
iiber weite Strecken innerhalb der Matrix und tragen so zu einer Reduzierung von Span-
nungsspitzen im Material bei. Damit kann eine initiale Rissentstehung verzégert werden.
In der weiteren Folge sorgen Fasern, die bereits entstandene Risse iiberbriicken zu einer
Reduzierung der Geschwindigkeit des Risswachstums.[85] Dartiber hinaus beeinflusst das
Aspektverhéltnis die Ausrichtung der Fasern innerhalb einer Matrix. Kurze Faserstiicke
sind im Extrusionsdruck ohne Anwendung einer zusétzlichen Kraft wie einem dufleren
Magnetfeld, kaum effektiv auszurichten.[88] Dies ist ein weiterer Grund Faserfragmente
mit hochstem Aspektverhéltnis zu préaferieren. Die Orientierung durch Aufbringen von
Scherkréften ist durch entropieelastische Rotation der Fasern teilweise reversibel, sobald

der Druckprozess beendet ist, was die Kontrolle dieses Prozesses erschwert.
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1.7.2 Faser-Matrix Interaktionsmechanismen

Neben der Morphologie und chemischen Zusammensetzung der Fasern ist deren Interak-
tion mit der Matrix entscheidend dafiir, ob und in welchem Ausmafl Krafte innerhalb
des Faserverbundmaterials iibertragen werden kénnen. Die Interaktionen werden, wie in
Abbildung 1.14 dargestelllt, in die vier Bereiche Interdiffusion, elektrostatische Adhésion,
chemische Bindung und mechanische Verzahnung eingeteilt.[89] Die resultierende Grenz-
schichtadhésion ist ein Zusammenspiel dieser Faktoren, wobei in den meisten Féllen ein
Effekt dominiert. Im Falle der Einbettung in ein Hydrogel mit geringer mechanischer
Stabilitit spielt die mechanische Verzahnung zwischen Fasern und Matrix nur eine un-
tergeordnete Rolle. Durch den hohen Wasseranteil in Hydrogelen von iiber 90 % sind
starke attraktive Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen sowie chemische
Bindungen zwischen Faseroberfliche und strukturellem Polymer die vorherrschenden In-
teraktionsmechanismen in diesem System.[90] Der hohe Wasseranteil im Hydrogel redu-
ziert auch die Effektivitiat von eventuell auftretender elektrostatischer Adhésion drastisch.
Sind die Interaktionskréifte zwischen Faser und Matrix nur schwach ausgepréigt, kann dies
sogar zu einer Schwichung des Komposits fiihren, da die Fasern die Netzwerkstruktur
der Matrix unterbrechen kénnen und damit Sollbruchstellen an den Phaseniibergéngen
entstehen.[91, 92| Eine Anpassung der Oberflichenchemie iiber unterschiedliche Beschich-
tungsverfahren kann jedoch zu einer Starkung von attraktiven Wechselwirken fithren und
diese Problematik umgehen.[93, 94]

Elektrostatische Chemische Mechanische
Anziehung

Interdiffusion Bindung Verzahnung

Interphase

Abbildung 1.14: Schematische Darstellung von Faser-Matrix Interaktionsmechanismen. In der
Interphase tragen hauptséchlich elektrostatische Anziehung, Interdiffusion, chemische Bindun-

gen und mechanische Verzahnung zur Stabilitéit der Faser-Matrix Bindung bei.

1.8 Natiirliche Zell-Faser-Interaktionen

Eine prozesstechnische Betrachtung zeigt, dass Fasern als verstiarkende Strukturelemente

deutlich aufwéndiger zu verarbeiten und zu analysieren sind als beispielsweise Nanopar-
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tikel, die einen &hnlichen Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften von Hydrogelen
ausiiben konnen.[95, 96] Fasern sind in diesem Vergleich aufgrund ihrer Morphologie und
Tendenz zur Ausbildung von Verschlaufungen um ein Vielfaches komplizierter. Die erfolg-
reiche Prozessierung setzt deshalb eine genaue Kontrolle iiber die Verteilung und Ausrich-
tung der Fasern voraus, um eine iiberméflige Agglomeration und die damit verbundene

Gefahr von Verstopfungen der Kaniile wahrend des Druckprozesses zu vermeiden.

Neben der reinen Verbesserung der Mechanik ist die biologische Funktion von Fasern im
gedruckten Konstrukt jedoch von grofler Bedeutung. Die verschiedenen natiirlichen Gewe-
bearten, die als Vorbild fiir die Biofabrikation dienen, zeichnen sich Grofiteils durch ihren
hierarchischen Aufbau von anisotropen Strukturen aus. Eine Eigenschaft, der in der Ent-
wicklung von kiinstlichem Gewebe Rechnung getragen werden muss, da viele Funktionen
des Gewebes inklusive der Steuerung von Zellverhalten iiber Gradienten ablaufen. In einer
isotropen Umgebung gibt es fiir Zellen keine Orientierung fiir gezielte Migration, Proli-
feration oder Differenzierung. Erst das Vorhandensein eines chemischen, mechanischen
oder anderer Gradienten ermoglicht die Ausbildung einer komplexen und funktionellen
Struktur.

Dies zeigt auch eine Betrachtung der vorhandenen Proteine der extrazellularen Matrix
(EZM) in natiirlichem Gewebe, welche zu einem grofien Teil in Form von Fasern oder Fi-
brillen vorliegen. Zu den bekannten faserbildenden Proteinen zéhlen jene aus der Klasse
der Kollagene, sowie Fibronektin, Tenascin, Elastin und Laminin, die jeweils unterschied-
liche mechanische und biochemische Aufgaben im Gewebe tibernehmen.[97, 98] Die durch
diese Proteine aufgebauten, zum Teil sehr komplexen Faserstrukturen, bestimmen zu ei-
nem Grofiteil die Mechanik des makroskopisch betrachteten Gewebes wie in Abbildung
1.15 beispielhaft dargestellt wird.

So bestehen Gelenkknorpel aus drei Schichten an Kollagenfasern, wobei die oberste Schicht
aus Kollagen Typ II Fasern besteht, die parallel zur Oberfliche ausgerichtet und dicht ge-
packt sind.[99] In der mittleren Schicht sind die Fasern zufillig angeordnet, weisen jedoch
groffere Durchmesser auf. Die Kollagenfasern mit dem gréfiten Durchmesser finden sich
in der untersten Schicht und sind senkrecht zur Oberfléche orientiert.[100] Ein weiteres
Beispiel fiir den Einfluss von Faserausrichtung auf die spitere Funktion ist der Aufbau
des Herzmuskelgewebes. In der Herzmuskelwand bestimmt die Orientierung der Myofi-
brillen mafigeblich die Stressverteilung im gesamten Gewebe wihrend der Kontraktion.
Kleine Abweichungen in der Faserausrichtung (£10°) kénnen in Simulationen bereits zu
grofien Unterschieden in der Belastung einzelner Myofibrillen fithren (+50%). Durch die
gesamte Dicke des Gewebes betrachtet, dndert sich die Faserausrichtung dabei um 90°
bis 150°.[101-103] Diese Beispiele zeigen, dass Ausrichtung und Durchmesser der Faser-

bestandteile grundlegende Parameter fiir funktionales Gewebes darstellen.

22



FEinleitung

B Gelenkoberfliche

Endokardium

0 0 Subchondraler
0 Knochen

Abbildung 1.15: Fasern als funktionelle Strukturelemente in natiirlichem Gewebe. A: Herz-
muskelzellen dndern bei Betrachtung durch die Schichtdicke kontinuierliche ihre Orientierung
fiir gezielte Kontraktion. B: Aufbau eines Gelenkknorpels mit Anordnung der Kollagenfasern
in drei Zonen mit unterschiedlichen Durchmessern und Ausrichtungen. Teile der Abbildung
wurden unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art erstellt. Servier Medical Art
von Servier ist lizenziert unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported Lizenz (htt-

ps://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Da das Ziel der Biofabrikation ist, diese und andere dhnliche Strukturen in einem Bottom-
Up-Ansatz nachzubauen und die Zellen beim Druck in einem dreidimensionalen Geriist
anzuordnen, ist der Einsatz von faserbildenden Systemen ein zentrales Mittel, um die
nachfolgenden Reifeschritte im Bioreaktor zu verkiirzen. In diesem Zug iibernehmen die
Fasern im Hydrogel neben den Vorgaben der Mechanik weitere Aufgaben in der Einleitung
von Zelldifferenzierung, der Steuerung von Zellmigration und der Proliferation. Chrobak
et al. konnten zeigen, dass sich Zellen auch ohne direkten Kontakt allein durch den me-
chanischen Gradienten auf Fasern zu bewegen oder sich an deren Ausrichtung orientieren
konnen.[104] Dabei kann der Einfluss von Fasern auch noch in bis zu 100 pm Entfer-
nung von einigen Zellen wahrgenommen werden, was den Spielraum in der angewandten

Faserkonzentration erweitert, da nicht iiberall ein direkter Kontakt gegeben sein muss.

Die Interaktion zwischen den Zellen und fibrilliren bzw. faserartigen Strukturen in ihrer
Umgebung findet dabei hauptséchlich iiber die transmembranen Adhésionsrezeptoren, den
Integrinen, statt. Sie sind primér verantwortlich fiir Erkennung und Ausbildung von Zell-
Matrix-Bindungen, kénnen aber auch in Bindungen zwischen Zellen involviert sein.[105]
Integrine bilden eine Verbindung der extrazellularen Umgebung der Zelle mit den zyto-
plasmatischen Signalwegen im Zellinneren. Dadurch ermdoglichen sie die Verankerung von
Zellen an dufleren Strukturelementen und legen die Grundlage fiir die Ausbildung von
Gewebe. Die Signaliibertragung funktioniert dabei bi-direktional durch die Plasmamem-

bran und kann durch biochemische Signale oder mechanische Krifte ausgelost werden.
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So kann zum einen durch Bindung an extrazelluldre Liganden eine Signaliibertragung
an das Zellinnere ausgelost werden. Zum anderen kénnen auch intrazelluldare Vorgédnge
zu einer Anderung der Empfindlichkeit der Bindungsdoménen des Integrin-Heterodimers
fithren.[106] Dabei bestimmt das spezifische Repertoire an Bindungspartnern zusammen
mit mechanischen Signalen die Interaktion der Integrine mit dem Aktin-Zytoskelett der
Zelle.

Im Anschluss an eine Integrinaktivierung interagieren zunehmend mehr Integrine mit den
extrazelluldren Matrixproteinen und bilden wachsende Cluster. Die Adhésion reift im
Folgenden durch den Aufbau eines Netzwerks an zytoplasmatischen und zytoskelettalen
Proteinen zu fokalen Adhésionen, die zu einer engen Kopplung an das Zytoskelett der
Zelle fithren.[107] Wéhrend diese Adhésionspunkte zu Beginn lediglich eine Fléche von
rund 0,25 um? beanspruchen, kénnen komplett ausgebildete fokale Adhésionen auf bis zu
1-1,5 um in der Breite und 4-6 pwm in der Lénge anwachsen.[108] So bildet sich eine stabile
Verbindung zwischen der Zelle und der Adhésionsoberfliche aus, iiber die biochemische
Signale und mechanische Kréfte iibertragen werden. Die Gesamtheit, der an der Inte-
grin vermittelten Adhésion beteiligten Proteine, wird dabei als das ,, Integrin Adhesom
bezeichnet. Die Adhésion an komplexeren Strukturen wie Faseroberflichen wird jedoch
von spezifischen Fasereigenschaften der Morphologie, Ausrichtung und Oberflichenchemie

stark beeinflusst.
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1.9 Zielsetzung

Nach dem derzeitigen Stand der Forschung im Bereich der Biotinten fiir die Biofabrikati-
on ist die Erweiterung des Biofabrikationsfensters ein wesentlicher Baustein auf dem Weg
zur Herstellung funktioneller Gewebekonstrukte. Dieser Begriff beschreibt das Spannungs-
feld, dass einerseits eine ausreichende mechanische Stabilitdt der gedruckten Konstrukte
gefordert wird, andererseits Zellen in der Lage sein sollen, durch das Material zu wan-
dern und kontrolliert zu proliferieren. Um die gewiinschten mechanischen Eigenschaften
zu gewahrleisten, muss in der Regel die Polymerkonzentration erhéht werden, durch die
damit verbundene Verdichtung des Materials werden die Zellen jedoch eingekapselt und
an der Migration gehindert. Ein vielversprechender Ansatz zur Losung dieses Dilemmas
ist die Verwendung von faser- oder partikelbasierten Fiillstoffen, um die mechanische Sta-
bilitdt bei reduzierter Polymerkonzentration zu gewéhrleisten. Dariiber hinaus bietet die
Integration einer zusétzlichen Hierarchieebene die Moglichkeit, Zellen in einer anisotropen

Umgebung zur gerichteten Migration anzuregen.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Faserverstarkungssystems als Plattformtech-
nologie zur Verbesserung der Druckeigenschaften und der biologischen Figenschaften von
Hydrogelen in der Biofabrikation. Zur systematischen Erfassung und Validierung der rheo-
logischen Eigenschaften soll zudem eine Analysemethode entwickelt werden, um scherrheo-
logische Messungen mit den tatsédchlichen Druckeigenschaften wihrend und nach dem
Druck aus der Praxis vergleichen zu kénnen. Die Entwicklung eines mathematischen Mo-
dells zur Beschreibung des Verhaltens soll dariiber hinaus die Vorhersage und Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse auf andere Materialkombinationen ermoglichen. Dazu werden im
ersten Schritt Verfahren zur Herstellung von Faserfragmenten mit kontrollierbarer Mor-
phologie entwickelt. Diese Fragmente werden im zweiten Schritt mit verschiedenen Hy-
drogelen gemischt, um das FlieBverhalten im 3D-Druck und die Rheologie der Komposit-
Hydrogele systematisch zu analysieren. Im dritten Abschnitt wird die Interaktion ver-
schiedener Zelltypen mit unbeschichteten und beschichteten Fasern und Fragmenten hin-
sichtlich Zelliiberleben, Zellmigration und Zellproliferation untersucht. Abbildung 1.16
gibt einen Uberblick iiber die im Rahmen dieser Arbeit behandelten Arbeitspakete.

1.9.1 Herstellung von Faserfragmenten

Bei der Entwicklung der Fasern sind folgende Rahmenbedingungen zu beriicksichtigen: Es
diirfen nur Materialien verwendet werden, die bereits fiir die medizinische Anwendung im
menschlichen Kérper zugelassen sind. Der Durchmesser der Fasern soll in der Grofienord-

nung der Zellen liegen, um eine stabile mechanische Interaktion zu erméglichen. Die Fasern

25



FEinleitung

miissen als Fragmente vorliegen, um einen kontinuierlichen Druckprozess zu ermdoglichen.
Das Aspektverhéltnis der Fasern sollte so hoch wie moglich sein, um Ausrichtungseffekte
zu begiinstigen, aber die Faserldnge sollte kleiner als der Durchmesser der Kaniile sein,
um Verstopfungen wéihrend des Druckens zu minimieren. Fiir die Herstellung der Fa-
serfragmente soll daher Polycaprolacton (PCL) als Ausgangsmaterial verwendet werden,
da es flexibel zu verarbeiten ist, gute mechanische Eigenschaften aufweist, biokompati-
bel und biologisch abbaubar ist sowie eine Zulassung fiir den medizinischen Einsatz im
menschlichen Korper hat. PCL unterschiedlicher Molekulargewichte soll durch elektrosta-
tisches Faserspinnen aus Losung und im Schmelz-Elektro-Schreibverfahren (Melt-Electro-
Writing, kurz: MEW) zu Fasern verarbeitet werden. Dabei sollen geeignete Prozessfenster
fiir die Verarbeitung verwendet und ein Verfahren zur kontinuierlichen Fragmentierung der
entstehenden Fasern entwickelt werden. In diesem Zusammenhang soll auch der Einfluss
mafigeblicher Prozessparameter auf die Morphologie der Fragmente untersucht werden,

mit dem Ziel, kontrollierbare Geometrien zu erzeugen.

1.9.2 Interaktion zwischen Fasern und Hydrogelen

Die hergestellten Faserfragmente sollen mit Hydrogelen aus Alginat, Pluronic und re-
kombinantem Spinnenseidenprotein (eADF4(C16)) in unterschiedlichen Konzentrationen
gemischt werden, um Kompositgele herzustellen. Als Referenzsystem werden Cellulose-
Nanofasern verwendet. Um die Verdnderung der Porenstruktur zu untersuchen, sollen
diese Komposite mittels Rasterelektronenmikroskopie morphologisch untersucht werden.
Dariiber hinaus soll ein zeit- und materialsparendes Messprotokoll zur rheologischen Un-
tersuchung der Kompositgele entwickelt und zur Bewertung eingesetzt werden. Parallel
dazu soll ein neuer Messaufbau entwickelt werden, um das Verhalten der Kompositgele
wéahrend und nach dem Druck genauer dokumentieren zu kénnen. Der Schwerpunkt liegt
dabei auf der Untersuchung der zeitabhéngigen Anderung der Strangbreite des Hydrogels.
Die Ergebnisse dieser praxisnahen Druckversuche sollen anschlieBend genutzt werden, um
Korrelationen mit rheologischen Modellen zu ermoglichen. Ziel ist die Entwicklung eines
neuen Modells zur Uberpriifung der systematischen Einflussgrofen der Fasern auf die
Druckeigenschaften der Hydrogele und damit die Beschleunigung der Entwicklung neuer

Biotinten.

1.9.3 Interaktion zwischen Fasern und Zellen

Zur Untersuchung der Zell-Faser-Interaktion sollen zunéchst einzelne Zellen auf einzel-

nen Fasern kultiviert werden, um einen Effekt auf die Zellmorphologie zu ermitteln. An-
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schlieBend sollen verschiedene biofunktionale Beschichtungen (Plasma, Fibronektin und
Kollagen) miteinander verglichen werden. Die Beschichtung mit der héchsten Zellviabi-
litdt wird anschlieend verwendet, um das Migrations- und Proliferationsverhalten von
US87-Reporterzellen auf Fasern und Fragmenten mit unterschiedlichem Orientierungsgrad
zu untersuchen. Zusétzliche Experimente mit FUCCI Tumorzellen mittels Fluoreszenz-
zeitrafferaufnahmen sollen eine zeitaufgeloste Analyse des Zellverhaltens und der Selbst-

assemblierung mit Faserfragmenten ermdglichen.

Molekulargewicht Umgebungstemperatur
Konzentration Schmelztemperatur
Spinnlosung Prozessparameter
Prozessparameter Kollektorgeometrie
Elektrospinnen MEW

Herstellung von

Faserfragmenten
Zellkultur Hydrogele
—] ul
Unbeschichtete Morphologie
Fragmente
—{ Druckversuche
i Modellierung &
Biofunktionalisierung ode 1e1u.ng
. et Korrelation
mit Kollagen —  Rheologie
Migration auf aus- | > Fliefitest
gerichteten Fragmenten
> Frequenztest
Zellwachstum auf Fasern
und Fragmenten
—{ Amplitudentest
Tumorzellen und
Fragmente im Zeitraffer — Regenerationsverhalten

Abbildung 1.16: Schematische Ubersicht der zentralen Arbeitspakete, Experimente und un-

tersuchten Prozessparameter in dieser Arbeit.
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Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel Hersteller
Aluminiumklebeband 3M, St.Paul, USA
Bechergléser VWR International, PA, USA

CellCrowns (12-Well)

Curwood Parafilm M
Dialyseschlauch (6-8 kDa)
Diamantmesser Ultra 358
Einwegspritzen (3, 5, 10 ml)
Exsikkator

Filter PA 6.6 150 um No. 948381
Filter PA 6.6 50 wm No. 948421

Filter PA 6.6 antistatisch 82 um No. 948602

Filter PE 80 um No. 95820
Glasobjekttrager

Kaniilen (18 G, 21 G, 25 G, 27 G)
Kaniilen 21 G, Cat. No.371.0820
Karbon-Klebepads 12 mm
Kartuschen 5 ml

Kupfer Tape

Scaffdex, Tampere, FIN

Bemis, Neenah, USA

Spectrum Labs, New Brunswick, USA
Diatome, SUI

B.Braun, Melsungen, DE

VWR International, PA, USA
Reichelt Chemietechnik GmbH, DE
Reichelt Chemietechnik GmbH, DE
Reichelt Chemietechnik GmbH, DE
Reichelt Chemietechnik GmbH, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
B.Braun, Melsungen, DE

Scorex Isba SA, SUI

Agar Scientific, UK

Cellink AB, Sweden

Plano GmbH, DE
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Verbrauchsmittel

Hersteller

Laborflaschen

Labortiicher Kimtech Science
Messzylinder

Mikroreaktionsgefafie 0,5/1,0/2,0 ml
Parafilm

Petrischalen

Pipette fiir hochviskose Medien
Pipetten 1000/200/10 pl

REM Probentréger

Riihrfische

Schlauch Perfusor Line 30 cm
Sedimentiergefif ROTILABO®) nach Imhoff
Siliziumwafer

Skalpelle

Spritzen Omnifix Luer Lock Solo
Wiégeschélchen

Well-Platten 12/24/48

Duran Group, DE
Kimberley-Clark, TX, USA
VWR International, PA, USA
Eppendorf, DE

Bemis, WI, USA

Sarstedt, DE

Mettler-Toledo GmbH, DE
Eppendorf, DE

Agar Scientific, UK

VWR International, PA, USA
B.Braun, Melsungen, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
MicroChemicals GmbH, DE
B.Braun Melsungen, DE
B.Braun, Melsungen, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
Thermo Scientific, Waltham, USA

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

1,2-Propanediol abcr GmbH, DE

1,6-Diaminohexan Th. Geyer GmbH & Co KG, DE
Acetic Acid 99-100% VWR Chemicals, DE

ActinGreen Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Alginat PH176 JRS PHARMA GmbH & Co. KG, DE
Alpha-actinin antibody (EA-53, ab-9465) Abcam, UK

AZ 326 MIF MicroChemicals GmbH, DE

AZ 40 XT MicroChemicals GmbH, DE

AZ 400K Developer MIC - 5L MicroChemicals GmbH, DE

A7 4562 MicroChemicals GmbH, DE
BALB/3T3-Fibroblasten (murin) ATCC, USA

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH + Co. KG, DE

29



Materialien und Methoden

Chemikalie

Hersteller

Calcein AM
Calcium chloride
Collagen Typ
DAPI

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

eADF4(C16)

Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)

ethidium homodimer

Fetales Kélberserum (FBS)
Fibronectin

Formaldehyd

Formic Acid 99-100%

Gentamycin

GlutaMAX

Glutamin

Glutaraldehyd 25%
Hexafluoroisopropanol (HFIP)
L-DOPA

Lithium Bromide

MEM

Mowiol

Natriumpyruvat

normal goat serum (NGS)

PBS

Penicillin /Streptomycin (pen/strep)
Penizillin

Phalloidin Dylight 488
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Poloxamer 407 (Pluronic”™ F127-P2443)
poly ethylene oxide 600kDa
Polycaprolacton 14/45/80 kDa
Polycaprolacton - Purasorb PC 12

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
ibidi GmbH, DE

Thermo Fisher Scientific, DE
VWR, Darmstadt, DE

AMSilk, DE

VWR, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, MO, USA

VWR, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
VWR Chemicals, DE
Sigma-Aldrich, MO, USA

Life Technologies, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, DE
aber GmbH, DE

Sigma-Aldrich, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, DE
Gibco, MA, USA

Sigma-Aldrich, MO, USA

Life Technologies, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, DE
Carl Roth GmbH + Co. KG, DE

Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Life Technologies, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, DE
VWR, Darmstadt, DE
Merck KGaA, DE
Sigma-Aldrich, MO, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA
Corbion, NL

Streptomyzin ATCC, USA
Triton-X100 Sigma-Aldrich, MO, USA
Trypsin Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Ziegen-Anti-Maus IgG-Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE
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Materialien und Methoden

Gerit Modell Hersteller

3D-Biodrucker Inkredible”™ Cellink AB, SWE

CO; Inkubator Heraeus Thermo Fisher Scientific, DE
EDX UltraDry EDS-detector Thermo Scientific, MA, USA
Elektrospinnanlage Eigenbau Universitit Bayreuth, DE
Fluoreszenzmikroskop Leica DMi8 Leica, DE

FTIR
Gefriertrocknungsanlage
Heizplatte
Kollektorzylinder
Konfokalmikroskop
Kontakwinkelmessung
Lichtmikroskop
Lyophille

Magnetriihrer

MEW

Plasmaofen
Prézisionsheitzplatte
Projektor Photolithografie
Rasterelektronenmikroskop
Rotationsverdampfer
Scherrheometer
Spincoater
Spritzenpumpe
Sputtergerit
Stereomikroskop
Ultraschallgerit
Vakuumpumpe

XPS

Zeitraffer Zellkultur

InfraRed Tensor 37
Alpha 1-2 LD+
RCT Basic
Eigenbau

DMi8 SP8 HyVolution
Surftens Universal
Eclipse Ts2

ALPHA 1-2 LD Plus
IKA A25004601
Eigenbau
PlasmaFlecto 10

HP 60

SmartPrint

Apreo Volumescope
Hei-VAP Core
Discovery HR-2
SCC-200

KDS 200

EM ACEG600

M205C

UP200Ht, flat probe
Hei-VAC Vario Station
VersaProbe 111
zenCELL owl

Bruker Corporation, MA, USA
Christ, Osterode, DE

IKA, DE

Universitat Bayreuth, DE

Leica, Wetzlar, DE

OEG GmbH, DE

Nikon GmbH, DE

Christ GmbH, DE

VWR International GmbH, DE
Universitat Wiirzburg, DE
plasma technology GmbH, DE
Torrey Pines Scientific Inc., USA
Smart Force Technologies, FR
FEI/Thermo Scientific, MA, USA
Heidolph Instruments GmbH, DE
TA Instruments, Eschborn, DE
IBR Spincoaterworld, DE

KD Scientific Inc.

Leica Microsystems

Leica, Wetzlar, DE

Hielscher Ultrasonics GmbH, DE
Heidolph Instruments GmbH, DE
Physical Electronics GmbH, DE
InnoME GmbH, DE
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2.1.4 Software

Software Hersteller Version

Adobe Creative Suite 2 12.0.0 Adobe Systems Software Ireland Ltd, IRL
Creo Parametric 8.0 Parametric Technology GmbH, DE
FEI Apreo 12.1.0 FEI-Thermo Fisher Scientific, USA
ImagelJ 1.53q National Institute of Health, USA
Kinovea 0.9.5 Open Source Software

Leica Application Suite V4.3 4.3 Leica, Wetzlar, DE

Microsoft Office 365 16.0 Microsoft, USA

OPUS 8.0 Bruker Optik GmbH, USA

Origin 2019b OriginLab, Northampton, USA
Paint.net 4.3.12 Open Source Software

pdf24 creator 8.2.2 geek Software GmbH, DE

TRIOS 5.1.1 TA Instruments, New Castle, USA
Ultimaker Cura 4.9.1 Ultimaker, Utrecht, NL

zenCell owl 3.4.1 innoME GmbH, DE
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2.2 Methoden

2.2.1 Elektrostatisches Faserspinnen aus Losung

Das elektrostatische Faserspinnen aus Losung beruht auf einem elektrohydrodynamischen
Prozess. Dabei wird ein fliissiger Tropfen elektrisch aufgeladen, um einen Strahl zu er-
zeugen. Dieser wird in der Folge gedehnt und verjiingt sich bis er durch Verdampfen des
Losungsmittels als Faser mit Durchmessern im Mikrometer- bis Nanobereich auf dem
Kollektor abgelegt wird.[109] Der grundsétzliche Aufbau ist vergleichsweise einfach und
findet daher bereits in vielen Laboren Anwendung. Hauptbestandteile sind eine elektrische
Hochspannungsquelle, eine Spritzenpumpe, eine Spinndiise und ein elektrisch leitfahiger

Kollektor, in einer Anordnung wie in Abbildung 2.1 dargestellt.

Spritze mit Spinnlésung

4 e

i PAVINORC
- Spinndiise
Spritzenpumpe 1|
™ Taylorkonus
[ )
| kV B
N\ /
SO
7N ﬂ
Hochspannungs-
generator

Kollektor

N \/

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus zum elektrostatischen Faserspinnen aus
Losung. Die Spinnlosung wird {iber eine Spritzenpumpe aus der Spinndiise extrudiert und bildet
im elektrischen Feld, erzeugt durch den Hochspannungsgenerator, einen Taylorkonus. Daraus
entspringt ein Polymerstrahl, der auf seinem Weg zum Kollektor Biegeinstabilitdten aufbaut

und trocknet.

Wiéhrend des Spinnprozesses wird ein Polymer in Spinnlésung von der Spritzenpum-

pe aus der Spinndiise extrudiert. Aufgrund der Oberflichenspannung formt die aus-

33



Materialien und Methoden

tretende Spinnlosung einen Tropfen an der Spitze der Kaniile.[110] Durch das Anle-
gen eines elektrischen Feldes zwischen Kaniile und Kollektor wird die Oberfliche der
Spinnlosung elektrisch aufgeladen. Bei steigender Feldstérke fithren die Abstoungskrifte
gleichnamiger Oberflichenladungen zur Deformation des Tropfens und zur Entstehung
eines Taylorkonus.[111] Bei iiberschreiten der Oberflichenspannung des Tropfens entsteht
an der Spitze des Taylorkonus ein elektrisch geladener Polymerlosungsstrahl, der in Rich-
tung des Kollektors beschleunigt wird. Im ersten Bereich nach dem Taylorkonus bildet
der Polymerstrahl eine gerade Linie bis kleinste Deformationen oder Luftbewegungen zu
einer Kritmmung fiihren.[112] Dieser Kriimmung wirken die Oberflichenladungen durch
Abstofungskrifte entgegen, was weitere Abstoungskrifte erzeugt. Diese Bewegungen des
Strahls schaukeln sich zu sogenannten Biegeinstabilitéiten unterschiedlicher Ordnung auf
und fithren zur Ausbildung komplexer Flugbahnen die der Strahl auf seinem Weg von
der Spinndiise zum Kollektor zuriicklegt.[113] In diesen Bereichen wird die Faser stark
gedehnt und erreicht ihren finalen Durchmesser wiahrend das Losungsmittel vollstiandig
verdampft. Die getrocknete Faser wird in zufélliger Anordnung als Vlies auf dem Kol-
lektor abgelegt.[114] Durch den Einsatz unterschiedlicher Kollektorgeometrien, wie einem

rotierenden Zylinder, konnen die erzeugten Fasern zusétzlich ausgerichtet werden.

Fiir die Herstellung der Spinnlésungen in unterschiedlichen Konzentrationen von 10 % w/v
bis 30 % w/v wurde die entsprechende Masse an Polycaprolacton eingewogen und iiber
Nacht bei Raumtemperatur in 99% reinem Hexafluorisopropanol (HFIP) gelost. Die Mi-
schungen aus unterschiedlichen Molekulargewichten von 10/45/80 kDa Polycaprolacton
wurden nach dem selben Schema hergestellt. Die Spinnlosungen wurden in 3 ml Luer-
Lock Spritzen iiberfithrt und in die Spritzenpumpe eingespannt. Die Spritzen wurden
iiber 30 cm Luer-Lock Verbindungsschlduche mit 21 G Kaniilen aus Edelstahl im Inneren
der Spinnkammer verbunden und fixiert. Fiir die ersten Untersuchungen der Morphologie
der erzeugten Vliese wurde eine plane statische Kollektorplatte im Abstand von 9 cm zur
Kaniile verwendet. In der weiteren Folge wurde diese plane Kollektorplatte mit einem
Filternetz aus Polyester bestiickt, um die Fragmentierung bei kiirzeren Spinnzeiten und
oberflichenstrukturierter Kollektorgeometrie zu untersuchen. Fiir den Spinnvorgang wur-
de ein Hochspannungsgenerator iiber eine Krokodilklemme jeweils mit der Kaniile (+4 bis
+6 kV) und dem Kollektor (-1 kV) verbunden und der Volumenstrom der Spritzenpumpe
auf 1 ml/h gesetzt. Die Spinnzeit wurde zwischen 20 min fiir Proben zur REM-Analyse

und 60 min fiir Proben der Zellkulturversuche variiert.

34



Materialien und Methoden

2.2.2 Scale-up des Elektrospinnverfahrens und Extraktion der

Fragmente aus dem Elektrospinnprozess

Nach Festlegung der Spinnparameter und der Zusammensetzung der Spinnlosung fiir die
Produktion groferer Mengen wurde der Vorgang der Faserproduktion aus 2.2.1 und der
Extraktion hochskaliert. Dazu wurden mehrere Anpassungen am urspiinglichen Aufbau
vorgenommen. Zum einen wurde die Anzahl der Kaniilen auf 4 erweitert, zusitzlich wurde
als Kollektor ein rotierender Zylinder (Durchmesser 85 mm) mit antistatischem Filterge-
webe auf der Oberfliche verwendet. Dadurch konnte eine gleichméflige Ablage der Frag-
mente auf einer grofleren Fliache erreicht werden. Durch Variation der Umdrehungszahl
des Kollektors von 100 RPM auf 10000 RPM konnten sowohl unausgerichtete Vliese wie
auch stark ausgerichtete Fasermatten erzeugt werden. Fiir die Produktion einer Charge
vereinzelter Fragmente in groflerem Mafistab wurde fiir 30 min kontinuierlich gesponnen.
Das gesponnene Vlies wurde in einem Ethanolbad von dem Filtergewebe des Tragerma-
terials gelost und in einem auf 10°C gekiihlten Ethanolbad fiir 2 Stunden mit Ultraschall
(70 % Amplitude, Pulsdauer 2:1 (An:Aus) und automatisch angepasster Leistung) be-
handelt. Die resultierende milchige Suspension enthielt keine identifizierbaren Aggregate
mehr. Die Suspension wurde in zwei Schritten grob- und feinfiltriert (150 pm und 50 pum).
Die gefilterte Suspension wurde in Sedimentiertrichtern gesammelt und nach 24h wurde
das tiberschiissige Ethanol durch pipettieren entfernt. Durch Bestimmung des Nass- und
Trockengewichts einer Probe (1 ml) wurde der Feststoffanteil der Suspension bestimmt

und diese fiir die weitere Verwendung luftdicht verschlossen gelagert.

2.2.3 Schmelz-Elektro-Schreib-Verfahren

Als alternatives Herstellungsverfahren fiir die PCL-Faserfragmente wurde das Schmelz-
Elektro-Schreibverfahren (engl. Melt Electrowriting, kurz MEW) untersucht (Abb. 2.2).
Bei diesem Verfahren wird das zu verspinnende Polymer in einer beheizbaren Kartusche
im inneren des Druckkopfs zum Schmelzen gebracht. Uber das Anlegen von Druckluft
an die Kartusche wird die Schmelze nach Bedarf durch eine Kaniile auf den Kollektor
extrudiert. Zwischen Kaniile und Kollektor wird dabei ein elektrisches Hochspannungsfeld

angelegt.[115]
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Aufbaus zum Schmelz-Elektro-Schreib-
Verfahren. Das Polymer wird durch das Heizelement in der Kartusche geschmolzen und mittels
Druckluft aus der Spinndiise extrudiert. Das elektrische Feld des Hochspannungsgenerator dehnt

den Polymerstrahl bis zum beweglichen Kollektor.

Durch die angelegte Spannung wird der austretende Strang der Polymerschmelze gedehnt
und konstant in Richtung des Kollektors geleitet, womit Strangdurchmesser im unteren
Mikrometerbereich erzielt werden konnen.[116] Durch die Steuerung der Bewegung des
Druckkopfes in XY-Richtung ist es moglich sehr prézise komplexe Muster und Gewebe

auf dem Kollektor abzulegen.

Fiir eine prazise Kontrolle der Umgebungsparameter wurde in dieser Arbeit als Gerét ein
Eigenbau der Universitiat Wiirzburg verwendet, welcher mit einer Klimakammer ausge-
stattet ist (Temperatur zwischen 32 und 36°C, Luftfeuchtigkeit 60 % rH). Im Unterschied
zum bereits beschriebenen statischen Elektrospinnen lag das PCL in diesem Verfahren
als Schmelze vor (80 bis 100°C Schmelztemperatur) wobei der Abstand der Kaniile zum
Kollektor mit 3,5 mm deutlich geringer war. Fiir die Faserherstellung wurde eine Hoch-
spannung von 6,0 kV zwischen Kaniile und Kollektor angelegt. Das geschmolzene PCL
wurde unter 100 kPa Luftdruck durch eine 25G Kaniile extrudiert wahrend der Druckkopf

sich zweidimensional iiber das Druckbett bewegte.

2.2.4 Photolitografische Herstellung von MEW-Kollektoren

Fiir die Herstellung der MEW-Kollektoren mit exakt definierter Steggeometrie wurde
eine photolithografische Beschichtung von Silizium-Wafern verwendet. In diesem Verfah-
ren wurde zuerst eine gleichméflige Schicht eines photochemisch reaktiven Harzes auf die
Oberflache des Silizium-Wafers aufgebracht. Durch gezielte Belichtung bestimmter Berei-

che mit definierter Wellenléinge wurde eine chemische Reaktion im aufgetragenen Harz
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ausgelost. Bei der Klassifizierung der Reaktion wird dabei in Positiv- und Negativlacke
unterschieden, wie in Abbildung 2.3 dargestellt.

Digitales Design Projektor

-
\ Licht
/

Positivlack

Fotolack é gg vy vy

Il / E Entwickeln Ij‘_l

Belichten

R Negativlack
Rotations- Tempern
beschichten

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Prozessschritte in der photolithografischen Her-
stellung der strukturierten MEW-Kollektoren.

Bei Negativlacken fiihrt die Belichtung dazu, dass in den Bereichen die dem Licht aus-
gesetzt sind, ein Quervernetzer aktiviert wird.[117] In einem zweiten Schritt fithrt dieser
aktivierte Quervernetzer bei erhdhter Temperatur oder bei Raumtemperatur zur Ver-
kniipfung von langkettigen Polymerbindungen. Dadurch werden die vernetzten Bereiche
chemisch und thermisch stabiler als der unbelichtete Teil des Harzes. In einem anschlieen-
den Entwicklungsbad werden die unvernetzten Bereiche chemisch aufgelost und aus der
Struktur entfernt. Ubrig bleiben die zuvor belichteten Bereiche mit einem héheren Grad
an Quervernetzung. Positivlacke funktionieren nach dem entgegengesetzten Prinzip. Das
aufgetragene Harz weifit zu Beginn bereits aktive Quervernetzer auf. Durch Belichtung
werden diese Quervernetzer deaktiviert und damit im nachfolgenden Entwicklerbad che-
misch instabil und l6slich. Daher bleiben bei Positivlacken am Ende die unbelichteten
Bereich als stabile Strukturen auf der Oberfliche zurtick.[117]

Fiir die Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens von PCL wéhrend dem MEW-
Prozess wurde eine Substratgeometrie mit kontinuierlich variierender Stegbreite und Ab-
standsbreite gestaltet. Fiir die Herstellung dieser speziellen Kollektorgeometrien wurde ein
Prozess auf Grundlage des Photolacks AZ 4562 (Microchemicals) entwickelt. Im ersten
Schritt wurden dafiir Silizium-Wafer in 15x20 mm grofle Quadrate geschnitten und fiir 15
Minuten in Piranha-Lésung gewaschen. Nach dem trocknen wurden die Silizium-Substrate
fiir 15 Minuten im UV-Ozon-Reiniger behandelt. Fiir verbesserte Haftung des Fotolacks
auf dem Substrat wurden zuerst 200 pl der Haftvermittlers TT PRIME (Microchemicals)
fiir 20 Sekunden bei 3000 RPM per Rotationsbeschichtung aufgetragen und im Anschluss
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fiir 2 Minuten bei 120°C gebacken. Nach dem Abkiihlen wurden ca. 250 ul des Fotolacks
A7 4562 auf das Substrat aufgetragen und fiir 3 Sekunden bei 2000 RPM rotiert. An-
schlieBend wurden die beschichteten Substrate fiir 30 Minuten bei 90°C getempert. Nach
dem Abkiihlen wurden die Proben fiir 30 Sekunden im Smart Print mit dem 1x Objektiv
belichtet. Nach der Belichtung wurden die Proben fiir 40 Minuten im Entwicklerbad AZ
400K (Microchemicals) auf einem Orbitalschiittler entwickelt. Fiir eine erhohte mecha-
nische Stabilitdt wurden die Proben anschliefend erneut fiir 50 Sekunden bei 115°C, 60
Sekunden bei 90°C und 120 Sekunden bei 60°C getempert. Nach der Abkiihlung wurden
die beschichteten Substrate fiir die Verwendung im MEW-Prozess gelagert.

2.2.5 Oberflichenmodifikation der PCL-Faserfragmente

Zur Modifizierung der Oberfliche der PCL-Faserfragmente werden Plasmabehandlung,
Beschichtung mit Fibronektin und Beschichtung mit Kollagen mit unbeschichteten Faser-

fragmenten verglichen.

Plasmabehandlung

Bei der Plasmabehandlung werden die Proben zunéchst in einer Vakuumkammer positio-
niert. Nach erreichen des erwiinschten Kammerdrucks wird iiber Elektroden elektroma-
gnetische Energie eingebracht und mit dem verbliebenen Gas ein stabiles Plasma erzeugt.
Abhéngig von der Zusammensetzung des Gasgemisches konnen unterschiedliche Ober-
flicheneffekte wie Reinigung, Funktionalisierung oder Aktivierung erzielt werden.[118]
Die Plasmabehandlung von 100 mg PCL-Faserfragmenten wurde unter 0,2 mBar Kam-
merdruck mit einer Mischung aus 20 % Sauerstoff und 80 % Stickstoff durchgefiihrt. Dazu
wurden die Proben auf Glasplédttchen aufgebracht und auf dem Probenteller in der Vaku-
umkammer positioniert. Nach 2 Minuten wurde ein Vakuum von 20 mBar erreicht. An-
schlieend wurde die Kammer mit Luft geflutet und erneut Vakuum gezogen bis 0,2 mBar
erreicht wurden. Nach erreichen des Arbeitsdrucks wurde die Plasmabehandlung bei 100 %
Leistung fiir 1 Minute durchgefiihrt. Nach Ende der Plasmabehandlung wurde die Kam-

mer erneut mit Luft geflutet und die Proben entnommen.

Fibronektinbeschichtung

Fiir die Beschichtung mit Fibronektin wurden 100 mg PCL-Faserfragmente im Dunkeln
mit 1 ml L-DOPA gemischt und fiir 30 Minuten im Uberkopfschiittler geschiittelt. An-

schliefend wurden die Proben zwei Mal mit PBS gewaschen und fiir zwei Stunden im
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Uberkopfschiittler bei 37°C in 1 ml Fibronektinlosung suspendiert. Die Proben wurden
erneut zwei Mal mit PBS gewaschen und fiir die weitere Verwendung bei Dunkelheit und

4°C gelagert.

Kollagenbeschichtung

Fiir die Kollagenbeschichtung wurden die Vliese oder vereinzelten Fragmente mit 10 % 1,6-
Hexandiamin in 2-Propanol getrénkt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Proben wurden anschlieffend filtriert, mehrmals mit Milli-Q Wasser gewaschen und
fiir 12 Stunden lyophilisiert. Die getrockneten Proben wurden mit 1% Glutaraldehyd fiir
eine Stunde getrdnkt. Die Proben wurden anschlieBend wiederholt mit Milli-Q Wasser
gewaschen und fiir 48 Stunden in eine 2,5 mg/ml Kollagenlosung bei pH 3,4 iiberfiihrt
und bei 2°C bis 4°C geriihrt. Danach wurden die Proben ein weiteres mal filtriert, einmal
mit 0,1 % Essigsdaure gespiilt und mit Milli-Q Wasser gewaschen bis ein neutraler pH-Wert
erreicht wurde. Bis zur Verwendung wurden die Proben im Kiihlschrank gelagert, jedoch

maximal fiir 72 Stunden.

2.2.6 Scherrheologische Messungen

Fiir die Charakterisierung des Flieverhaltens von Losungen und Hydrogelen kénnen un-
terschiedliche rheologische Messungen durchgefiihrt werden. Die hier angewandte Methode
der Scherrheologischen Untersuchung in einem Rotationsrheometer basiert auf dem Prin-
zip des Zwei-Platten-Modells. In diesem Modell wird die Probe zwischen zwei parallelen
Platten mit der definierten Flache A der Oberen Platte und dem Abstand h positioniert.
Die obere Platte wird nun mit einer Kraft F’ parallel zur unteren Platte rotiert und deren

resultierende Geschwindigkeit gemessen, wie in Abbildung 2.4-A dargestellt.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des rheologischen Zwei-Platten-Modells und der ent-
sprechenden Messgeometrien. A: Zwei-Platten-Modell, die obere Platte wird durch eine Kraft F'
horizontal bewegt wahrend die untere Platte in Ruhe bleibt. B: Darstellung der Platte-Platte
Geometrie und deren Parameter Radius (R) und Plattenabstand (h). C: Darstellung der Kegel-
Platte Geometrie und deren Parameter Radius (R), Spaltabstand (a) und Kegelwinkel («).
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Dies kann in der Praxis in Form einer Platte-Platte-(Abb. 2.4-B) oder einer Kegel-Platte-
Geometrie realisiert werden (Abb. 2.4-C). Die untere Platte bleibt unbewegt mit einer
Geschwindigkeit v = 0, was zur Scherung der Probe im Spalt zwischen den beiden Plat-
ten fithrt. Als Randbedingung wird angenommen, dass die Probe perfekt an den beiden
Platten adhériert (Randhaftbedingung) und sich ein laminares Stromungsprofil ausbildet.

Die erzeugte Scherspannung kann damit berechnet werden als

F
T= (2.1)

Mit der Scherkraft F', die auf die Flache A wirkt. Als weitere Grofle ist die Scherrate &

definiert als

= (2.2)

Mit der Geschwindigkeit der Platte v und dem Abstand der Platten h. Basierend auf der

Scherrate ¥ und der Scherspannung 7 wird die Scherviskositit definiert als

n= - (2.3)

-
/Y
Diese Grofle kann herangezogen werden, um den Einfluss von intermolekularen Wech-
selwirkungen in Losungen, Schmelzen oder Suspensionen auf das makroskopische Flief3-

verhalten der Probe zu beschreiben. Mit Einfiihrung der Dichte der Loésung p, wird die

kinematische Viskositat v definiert als

1
v= P (2.4)

Diese Bestimmung der Viskositdat von Fliissigkeiten basiert auf dem Gesetz von Newton.

Fiir die Beschreibung von Feststoffen wird nach Hooke das Schermodul G ermittelt durch
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(2.5)

=13

Im Falle einer oszillatorischen Messung sind Frequenz und Amplitude die Messparame-
ter der zeitabhédngigen Materialantwort. Der Winkelversatz § wird durch den Unterschied
zwischen der Anregung der Probe durch die Geometrie (Vorgabe) und der resultieren-
den Materialantwort (Ergebnis) ermittelt. Aus diesem kénnen die zeitabhingigen Anteile
des komplexen Moduls bestimmt werden. Dabei kann der komplexe Modul in der gauf3-
schen Zahlenebene in den Anteil der elastischen Materialantwort (Speichermodul) und der
viskosen Materialantwort (Verlustmodul) unterteilt werden. Der Zusammenhang beider
Moduln iiber den Winkelversatz § ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Fiir die Darstellung
des komplexen Moduls in der Gaufischen Zahlenebene ergibt sich durch Verwendung von
0 eine Aufteilung in Real- und Imaginérteil, womit Speicher- und Verlustmodul grafisch

bestimmt werden konnen.

>
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Abbildung 2.5: Zeitabhingiges Verhalten bei rheologischen Messungen. A: Phasenverschiebung
von Vorgabe- und Ergebniskurve um den Winkel § bei oszillatorischer Messung. B: Aufteilung
des komplexen Moduls G* in seinen elastischen (Speichermodul G’) und viskosen Anteil (Ver-
lustmodul G”).

Fiir alle rheologischen Messungen wurde ein Rotationsrheometer DHR-2 von TA Instru-
ments (DE, USA) verwendet. Fiir die Untersuchung der Spinnlgsungen wurde eine Kegel-
Platte Geometrie mit 40 mm Durchmesser, einem Winkel von 0,5°, einem Trunkierungs-
spalt von 11 um und einem Probenvolumen von 140 ul eingesetzt. Diese Messungen
wurden in einem stationdren Stromungszustand in einem Scherratenbereich von 0,01 1/s
bis 1000 1/s bei 25°C durchgefiihrt. Dabei wurden 10 Messpunkte pro Dekade bei ei-
ner maximalen Messzeit von 2 Minuten pro Einzelpunkt und maximal 5% Abweichung

ermittelt.

Fiir die Untersuchung der verstidrkten und unverstirkten Hydrogele wurde eine Platte-

Platte Geometrie mit 40 mm Durchmesser und einem Messspalt von 500 um verwen-
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det. Die Temperatur betrug bei allen Messungen 25°C und wurde mittels eines Peltier-
Elements in der unteren Platte eingestellt. Um Trockungseffekte am Rand der Proben zu
vermeiden, wurde eine mit PBS befeuchtete Losungsmittelfalle installiert. Die Messproze-
dur wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und besteht aus fiinf aufeinanderfolgenden

Messschritten.

Schritt 1: Probenkonditionierung bei 25°C fiir 180 Sekunden

Im ersten Schritt wurden alle Proben auf eine konstante Temperatur gebracht, um iden-

tische Ausgangsbedingungen fiir alle folgenden Messschritte zu gewéhrleisten.

Schritt 2: Oszillatorischer Frequenztest

Fiir den oszillatorischen Frequenztest (Abb. 2.6) wurde die Amplitude (ermittelt durch
Vorversuche) abhéngig vom untersuchten Hydrogel so gewéhlt, dass die Messung im linear
viskoelastischen Bereich stattfindet. Fiir die meisten Materialien war eine Amplitude von
1% geeignet. Die Kreisfrequenz wurde dabei von 0,1 rad/s bis 100 rad/s gesteigert. Die

resultierenden Daten bilden die Grundlage fiir die rheologische Modellierung.
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Abbildung 2.6: Scherverdiinnendes Verhalten der komplexen Viskositdt im oszillatorischen

Frequenztest.

Schritt 3: Oszillatorischer Amplitudentest

Beim oszillatorischen Amplitudentest (Abb. 2.7) wurde die Amplitude, bei einer konstan-
ten Kreisfrequenz von 10 rad/s, von 0,01 % auf 200 % gesteigert. Nach DIN 51810-2 ist
das Ende des linear-viskoelastischen Bereichs erreicht, wenn der Wert des Speichermoduls

um mehr als 10 % vom seinem Plateau-Wert (k) bei kleinen Amplituden abweicht.
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Abbildung 2.7: Scherverdiinenndes Verhalten von G’ und G” im oszillatorischen Amplituden-

test. Der linear-viskoelastische Bereich (LVE) endet bei iiberschreiten von ;.

Schritt 4: Erholungsschritt

Zur Bestimmung des Regenerationsverhaltens (Abb. 2.8) wird die Probe 180 Sekunden
lang mit 10 rad/s und einer Amplitude von 0,1 % belastet. Dadurch ist es moglich, die
Plateauwerte vor und nach der Belastung im Amplitudentest zu vergleichen und die Ge-

schwindigkeit bis zum Erreichen des endgiiltigen Plateauwertes zu messen.
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Abbildung 2.8: Verhalten des Speichermoduls im Erholungsschritt. Zum Zeitpunkt t = 0 s
endet die Belastung aus dem vorherigen Messchritt und das Schubmodul kann sich auf einen

neuen Plateau-Wert erholen.

Schritt 5: Rotationsflief3test

Als letzter Schritt wird ein Rotationstest (Abb. 2.9) im Scherratenbereich von 0,01 1/s
bis 1000 1/s fiir 100 Sekunden durchgefiihrt.
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Abbildung 2.9: Im RotationsflieBtest wird eine Rampe im Scherratenbereich von 0,01 1/s bis

1000 s~! gefahren und der Einfluss der Scherspannung auf die Viskositit untersucht.

2.2.7 Modelle zur Beschreibung rheologischer Messungen

Rheologische Messungen kénnen mit Hilfe mathematischer Modelle vereinfacht angenéhert
werden. Die bekanntesten Modelle zur Beschreibung von Viskositdtsmessungen sind in
Tabelle 2.1 aufgefiihrt. Diese Modelle dienen zur Beschreibung und Vorhersage der Ver-
formbarkeit von Werkstoffen. Die Modelle nach Power-Law, Carreau-Yasuda und Cross

gehoren zu den drei am héufigsten verwendeten Modellen in diesem Bereich.

Modell Gleichung
Power-Law ny)=c-y?
N _ o~ TNow
Cross n(y) = T+ (c )P * Moo
Carreau-Yasuda ny) = o = Mo G=py T oo

[1+@Q-p)P1] P1

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die gebriuchlichsten Modelle zur Beschreibung rheologischer Mes-
sungen. Die Modelle von Power-Law, Cross und Carreau-Yasuda sind mit den entsprechenden

Gleichungen aufgefiihrt.

Das Power-Law Modell mit dem FlieSkoeffizient ¢ [Pa-s] und dem Power-Law-Index p
beschreibt die Verformbarkeit von Materialien als proportional zur Dehnrate.[119, 120]

Es ist aufgrund der geringen Parameteranzahl vergleichsweise einfach in der Anwendung
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und eignet sich gut fiir Materialien mit konstanter Viskositit wie fliissige Klebstoffe.
Mit diesem Model kann einfaches idealviskoses (p = 1), scherverdiinnendes (p < 1) und

scherverdickendes (p > 1) Verhalten beschrieben werden.

Das Cross Modell mit der Cross-Konstanten ¢ [s| und der Cross- Hochzahl p beschreibt
die Verformbarkeit von Materialien mit zédhelastischen Eigenschaftenz.B. Kautschuk und
Schaumstoffe.[121] Es beriicksichtigt sowohl die sich verdndernde Viskositit, als auch
die Elastizitdt des Materials und verwendet die Null-Viskositat 1y sowie die Unendlich-

Viskositit 7.

Das Carreau-Yasuda Modell der Yasuda-Hochzahl p;, der Relaxationszeit A [s] und dem
Power-Law-Index p erweitert das Power-Law Modell und beschreibt die Verformbarkeit
von Materialien mit sich &ndernder Viskositéit.[122] Es ist geeignet fiir Materialien mit
nicht-Newtonscher Viskositdt wie Polymerlosungen und Gele. Diese Modelle werden haufig
in der Polymer- und Chemieindustrie sowie in der medizinischen Forschung und Entwick-
lung verwendet. Die Wahl des geeigneten Modells hdngt von den spezifischen Eigenschaf-

ten des zu untersuchenden Materials ab.

2.2.8 Linear-Viskoelastische Modellierung

Der linear-viskoelastischen Modellierung werden die rheologischen Messungen des Speicher-
und Verlustmoduls zu Grunde gelegt. Dabei sind Ergebnisse aus dem oszillatorischen Fre-
quenztest von besonderem Interesse, da hier die genannten Moduln in Abhéngigkeit der
Kreisfrequenz w dargestellt werden. Die Deformation der oszillatorischen Messung wird

vorgegeben durch die Funktion

e(t) = € - sin(wt) (2.6)

mit der bekannten Amplitude der Deformation € eines Scherrheometers.[123] Daraus kann

die entstehende Spannung ¢ nach folgender Funktion berechnet werden.

o(t) = G'(w) - € - sin(wt) + G"(w) - € - cos(wt) (2.7)

Aus diesen Gleichungen ist es moglich auch die erste und zweite Ableitung fiir £(¢) und

o(t) zu bestimmen:
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£(t) =€ - w - cos(wt) (2.8)

E(t) = —€-w? -sin(wt) = —w? - () (2.9)

(t) =G (w) € w-cos(wt) — G"(w) - €+ w - sin(wt) (2.10)

G(t) = —G'(w) - & w? - sin(wt) — G"(w) - & w? - cos(wt) = —w? - o(t) (2.11)

Die Periodizitédt der Gleichungen 2.6 bis 2.11 ermoglicht es, ausreichende Informationen
durch Messungen iiber eine Periode zu gewinnen, um die entsprechenden Daten fiir (t;),
£(t;), E(t;), o(t;), o(t;) und G(¢;) zu generieren. Hierbei reprasentiert der Index i die Daten-
erfassung iiber eine Periode hinweg. Eine Messung iiber 10 Zeitschritte ¢; ist ausreichend
und kann beliebig gewiahlt werden. Allerdings muss dies fiir jede angewandte Winkelfre-

quenz w; geschehen. Somit entspricht ¢;;:

ty=i (2.12)

wobei 1 von 0 bis 9 definiert wird, wihrend mit j nur die spezifische Winkelfrequenz w;

angegeben wird. Daraus folgt eine Datenstruktur nach Tabelle 2.2:

£ € € o g o w
e(tyy) £(tyy) E(ty1) o(ty1) 6(ty1) 6(t11) w,
£(tz) £(ty1) E(ty) o(tyy) 6(ta1) 6(tz1) W,
&(to;) £(to1) €(to1) o(toy) 6(toy) 6(to1) W
€(ty2) &(ty2) E(t12) a(ty2) 6(ty3) 6(t12) w;
£(t22) £(tz2) E(t22) o(tys) 6(tys) 6(tz2) w;
€(tgy) &(typ) E(ty2) o(tyz) 6(toy) o(toz) Wy

w

max

Tabelle 2.2: Datenstruktur aus der Berechnung der rheologischen Messungen.

Anhand dieser mathematischen Beziehungen konnen sukzessive verschiedene rheologische
Modellsysteme durch die Modellierung von ¢ als Funktion von ¢, ¢, £, 6 und & bewertet
werden, wobei nicht immer alle Elemente als sogenannte Haupteffekte zur Materialantwort
beitragen. Zum besseren Verstindnis werden die gingigsten rheologischen Modellsysteme

im Folgenden Abschnitt kurz erldutert. Als Grundlage dienen verschiedene rheologische
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Modelle, die durch Reihen- oder Parallelschaltung von Grundelementen erstellt werden.
Die verwendeten Grundelemente fiir Materialantworten auf definierte Belastung sind das
Hooke-Element (Federelement), das Newton-Element (Dampfungszylinder) und das St-
Venant-Element (Reibklotz) wie in Abbildung 2.10 dargestellt.

Hooke- Newton- St.-Venant-
Element FElement Element
W - A
Feder Dampfungs- Reibklotz
zylinder

Abbildung 2.10: Symbolische Darstellung der drei Grundelemente zu Beschreibung des rheo-

logischen Verhaltens von Materialien.

Dabei reprasentiert das Hooke-Element einen ideal elastischen Korper, der sich bei einer

aufgebrachten Spannung o nach dem Hookeschen Gesetz verhélt:

c=F-¢ (2.13)

Mit der einwirkenden Spannung o, der Materialkonstante E als Elastizitdtsmodul eines
idealen Festkorpers und der Deformation . Die ideale Viskositdt des Newton-Elements

wird durch folgende Gleichung beschrieben:

o=1-¢ (2.14)

Dabei wird eine zur Spannung ¢ proportionale Deformationsgeschwindigkeit ¢ durch die
dynamische Viskositat n bestimmt. Die ideale Plastizitat (St.-Venan-Element) ist definiert
durch eine Fliefgrenze o unterhalb derer keine Deformation erfolgt. Bei Uberschreitung

der Fliegrenze beginnt die zeitunabhingige irreversible Verformung des Korpers.

Durch Reihen- und Parallelschaltung dieser einfachen Grundelemente konnen komplexere
und realitdtsndhere Modelle konstruiert werden. Die am héufigsten verwendeten Modelle
mit zwei oder drei Parametern sind in Tabelle 2.3 dargestellt. Fiir lineare Zusammenhénge
von Scherstress o als Funktion von € und ¢ ist das Maxwell-Modell gut geeignet. Bei einer

Abhéngigkeit von € und £ findet meist das Kelvin-Voigt-Modell Anwendung.
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Modell Darstellung Differenzialgleichung

E ul a=r)é—%0’

Maxwell —W—I'—

o =Ké +Ky6

o = Ee +ne

Kelvin-Voigt
g = Klg + Kzs

E\E, E3n n

n
E
E, _ N . .
CTE+E - TE+E . E+E°
Zener K
O-:K1£+K2é +K30'
E,
E, n
E,

nEtk), 1,
Ey E
o = K1€+K2é +K3(j'

o=FE¢+
Zener M

Tabelle 2.3: Ubersicht der am hiiufigsten verwendeten rheologischen Modelle und Angabe der

entsprechenden Differenzialgleichung fiir 2 oder 3 mafigebliche Einflussgrofien.

In dieser Arbeit wird das rheologische Verhalten von faserverstéirkten Hydrogelen vor-
rangig mit Hilfe des Burgers-Modells untersucht, welches sich, wie in Abbildung 2.11

ersichtlich, aus einer Reihenschaltung eines Maxwell- und eines Kelvin-Voigt-Korpers zu-

sammensetzt.
W Reihe B
W A W
elastisch Maxwell- Up)

Koérper Reih E; T
> e e —\NV\—I E,
N2
lll Burgers-Modell
__Il_ ~ parallel B =
viskos

Kelvin-Voigt-
Korper

Abbildung 2.11: Entwicklung der Burgers-Modell aus einer Reihenschaltung eines Maxwell-

Korpers und eines Kelvin-Voigt-Korpers.
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Der Maxwell-Korper wird mathematisch definiert durch die Annahmen, dass die Gesamt-
deformation der Summe der Einzeldeformationen entspricht und auf beide Komponenten
dieselbe Schubspannung wirkt. Fiir den Kelvin-Voigt-Korper gilt die Annahme, dass sich
die Gesamt-Schubspannung auf beide Modellkomponenten verteiltund die Deformation
der Einzelkomponenten gleich grof ist. Ein Vergleich der Modelle von Lethersich, Jeffreys

oder Burger kann Tabelle 2.4 entnommen werden.

Modell Darstellung Differenzialgleichung
B ., M2 .. Mt
> 0 =18 + F ¢ ©
Lethersich . |
E
M
o= +i)é+ TG
Jeffreys
M2
nz _ . + m s (E1n1+E17’]2+EzT)1) L m .
" 9=Mme E; € E,E; g EqE; d
Burgers
E, E 0 =K é +K,E+ Kz0+ K,6
2

Tabelle 2.4: Ubersicht der am hiufigsten verwendeten rheologischen Modelle und Angabe der

entsprechenden Differenzialgleichung fiir 3 oder 4 mafigebliche Einflussgréfien.

Durch die Bestimmung der Modellparameter K; konnen die einzelnen Materialparameter
E; und n; bestimmt werden. Dies geschieht durch Losen des Gleichungssystems mithilfe des
Koeffizientenvergleichs der linearen Gleichungen und der o-Form der Differentialgleichun-
gen. Die einzelnen K-Parameter konnen durch ein lineares Regressionsmodell bestimmt
werden, das die auftretende Beanspruchung o mit den relevanten Haupteffekten (aus Ta-
belle 2.3 und 2.4) korreliert. Fiir diese Auswertung konnen statistische Softwarepakete
wie Statistica, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) oder Excel verwendet

werden.

Dariiber hinaus kann die aus der linearen Regression gewonnene theoretische Spannung,
auch als berechnete Spannung bezeichnet, mit den vom Rheometer gemessenen realen
Spannungen verglichen werden. Bei Verwendung des Burgers-Modells ergeben sich bei-

spielsweise die folgenden Beziehungen:
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K= m (2.15)
K, = 77;5—22 (2.16)
Ky= — (Eﬁh +§11222+ E2771> (2.17)
K, = _2’12122 (2.18)

Durch Losen des resultierenden Gleichungssystems konnen die einzelnen Modellparameter

fiir das Burgers-Modell wie folgt berechnet werden:

E=—— 2.19
=L 219
E K
Ey = = (2.20)
—Ksby — =2 — G
KyEs
= 2.22
T2 K, ( )

Der hier vorgestellte Ansatz ist sowohl einfach zu handhaben als auch auf vorhandene
scherrheologische Daten anwendbar, die in der Literatur weithin verfiighar sind. Theore-
tisch enthalten die resultierenden Parameter Informationen iiber die strukturelle Integritét

von Hydrogelstrdngen nach dem 3D-Druck.

2.2.9 Herstellung der Hydrogele

Fiir den Vergleich des FlieBverhaltens beim 3D-Druck mit dem rheologischen Verhalten
wurden drei verschiedene Hydrogele mit unterschiedlichen Faserkonzentrationen fiir die

Verstéarkung untersucht.

Alginat

Alginat PH176 wurde bezogen von Vivapharm (JRS Pharma GmbH). Fiir die Herstellung
von 10 ml Losung mit 3 % w/v wurden 300 mg Alginat in Pulverform abgewogen und unter
kontinuierlichem Riihren langsam in ca. 8 ml deionisiertem Wasser aufgelost. Anschliefend

wurde die Losung auf das Volumen von 10 ml aufgefiillt. Bis zur Verwendung wurde die
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Losung bei 4°C gelagert.

Pluronic

Poloxamer 407 (Pluronic™ F127) wurde bezogen von Sigma Aldrich (Merck KGaA). Fiir
die Herstellung von 10 ml Hydrogel mit 20 % w/v wurden 2,0 g Poloxamer mit ca. 8 ml
deionisiertem Wasser bei 4 °C eingeriihrt. Die Losung wurde bei 4 °C {iber Nacht geriihrt
und am néchsten Tag auf 10 ml aufgefiillt. Bis zur Verwendung wurde die Lésung bei 4 °C

gelagert.

Hydrogel aus Spinnenseidenprotein e ADF4(C16)

Das hier verwendete Spinnenseidenprotein eADF4(C16) wurde rekombinant produziert
und vom Lehrstuhl Biomaterialien der Universitdt Bayreuth zur Verfiigung gestellt. Es
besteht aus 16 Wiederholungen des sogenannten C-Moduls, welches aus dem Genom der
Gartenkreuzspinne Araneus Diadematus stammt. Fiir die Herstellung der Hydrogele wur-
de das lyophilisierte Seidenprotein fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in 6 M Guanidinthio-
cyanat gelost. Diese Losung wurde anschlieflend sterilfiltriert (0,2 pm) und mit Hilfe ei-
ner Dialysemembran (MWCO bei 6-8 kDa) gegen 10 mM Tris/HCL dialysiert. Um die
Proteinkonzentration zu erhéhen, wurde eine zweite Dialyse gegen 25 % w /v Polyethylen-
glykol (Molekulargewicht 20000 g/mol) mit Dialysemembranen gleichen Typs (MWCO
bei 6-8 kDa) durchgefiihrt bis die finale Konzentration von 3% w/v mittels NanoDrop
UV-Vis Spektrophotometers (Thermo Scientific) bestétigt wurde. AnschlieBend wurden
die Losungen in Kartuschen gefiillt und gelierten bei 37°C im Uberkopfschiittler iiber
Nacht.

2.2.10 3D-Extrusionsdruck von Hydrogelen

Fiir den 3D-Druck der verstarkten und unverstirkten Hydrogele wurde ein extrusionsba-
sierter Biodrucker (Inkredible™ Cellink) verwendet. Die Druckerkartuschen wurden 20
Minuten vor dem Druck auf 25°C aufgeheizt und mit 21G-Kaniilen (Innendurchmesser:
0,51 mm, Aussendurchmesser: 0,82 mm, Lange: 12,7 mm) ausgestattet. Die Druckpara-
meter wurden auf die einzelnen Proben angepasst um vergleichbare Durchsétze mit allen

Materialien zu gewéhrleisten. Alle Proben wurden bei 25 °C Raumtemperatur verarbeitet.

Zur Bestimmung des Durchsatzes der unterschiedlichen Proben wurde jede Probe bei

zwei angelegten Driicken fiir 10 Sekunden in ein Wigeschélchen extrudiert und anschlie-
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Bend gewogen. Dieser Vorgang wurde fiir beide Driicke drei Mal durchgefiihrt, woraus ein
Durchschnittswert fiir den jeweiligen Durchsatz ermittelt wurde. Die gewéhlten Driicke la-
gen dabei mindestens 15 kPa auseinander, der untere Druck wurde festgelegt als derjenige,
bei dem die Fliegrenze erstmals iiberschritten wurde und eine kontinuierliche Extrusion

beobachtet werden konnte.

2.2.11 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) verwendet einen fokussierten Elektronenstrahl,
um die Oberflache fester Proben im Vakuum zu untersuchen. Dabei sind sehr hohe Ver-
grofferungen bis in den Bereich weniger Nanometer méglich. Im Inneren der Elektronenka-
none werden die Elektronen von der Glithkathode emittiert und beschleunigt. Die austre-
tenden Elektronen werden durch magnetische Linsen zu einem prézisen Strahl gebiindelt
und auf die Probe gerichtet. Da der gesamte Prozess in einer Vakuumkammer stattfindet,
konnen storende Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen und Atomen im Bereich des
Elektronenstrahls stark reduziert werden. Zur Erzeugung eines Bildes wird der Elektro-
nenstrahl in einem Raster {iber die Probenoberflache gefiithrt. Dabei kommt es zu den
nachfolgend beschriebenen Wechselwirkungen zwischen dem Elektronenstrahl und der
Probenoberflache, die genutzt werden kénnen, um Aussagen iiber die Oberflichenstruk-
tur, die chemische Zusammensetzung und mogliche Kristallorientierungen zu treffen. Dazu
gehoren gebeugte und ungebeugte riickgestreute Elektronen (EBSD und BSE), Photonen
im Rontgenbereich (kontinuierliche und charakteristische Réntgenstrahlung fiir die Ele-
mentaranalyse) und im sichtbaren Bereich (Kathodolumineszenz), Warmestrahlung und
Sekundérelektronen. Durch den Einsatz verschiedener Detektoren kénnen die unterschied-
lichen Signale erfasst werden. Da es sich beim REM um ein zerstérungsfreies Verfahren

handelt, kénnen Proben mehrfach verwendet und analysiert werden.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Erzeugung hochauflésender Bilder ist eine hohe elek-
trische Leitfahigkeit der Probenoberfliche. Da organische Proben und Polymere in der
Regel nur eine begrenzte Leitfdhigkeit besitzen, miissen solche Proben zunéchst getrock-
net und anschlieBend durch Sputtern leitfahig gemacht werden. Beim Sputtern wird durch
die Erzeugung eines Plasmas eine wenige Nanometer diinne Schicht aus elektrisch leitfahi-

gem Material wie Gold, Platin oder Graphit auf der Probenoberflache abgeschieden.

Die hier untersuchten Proben wurden mit Hilfe von doppelseitig klebenden Kohlenstoft-
plattchen auf Probentellern aus Aluminium befestigt und mit einer 2 nm dicken Pla-
tinschicht bedampft. Fiir die Aufnahmen wurde ein Apreo Volumescope (FEI/Thermo
Scientific) mit Everhart-Thornley-Detektor im Hochvakuum im Standardmodus mit einer

Beschleunigungsspannung von 2 kV und einem Arbeitsabstand von 10 mm verwendet. Die
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EDX-Messungen wurden mit einem Zeiss Leo 1530 (Zeiss) mit UltraDry EDS-Detektor
im Niedervakuum und einer Beschleunigungsspannung von 1,0 kV im charakteristischen
Energiebereich von 0-1100 eV durchgefiihrt.

2.2.12 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie

Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR) ist eine der am weitesten ver-
breiteten nicht-destruktiven Analysemethoden der Biochemie. Wahrend der Messung wird
die Probe (fest, fliissig oder gasformig) mit Licht im infraroten Wellenléngenbereich (800
nm bis 1 mm) bestrahlt und die Absorption bzw. die Transmission bei einzelnen Wel-
lenléingen ermittelt. Dabei werden permanente oder transiente Dipol-Momente angeregt,
die die Energie der IR-Strahlung in Bewegung bzw. Wéarme umwandeln und damit dem
Spektrum entziehen. Der verwendete nachgeschaltete Detektor nimmt ein Interferogramm
auf und iibermittelt diese Informationen an einen Computer. Dort wird die mathema-
tische Operation der Fourier-Transformation auf das Signal angewendet, um ein wel-
lenlédngenabhéngiges Spektrum zu generieren. Durch einen vorherigen Hintergrundscan
kann das Hintergrundrauschen dieses Signals deutlich reduziert werden und die ermit-
telten Spektren werden vergleichbar. Die absorbierten Wellenléingen kénnen durch Wis-
sen aus der Literatur und aus umfangreichen Datenbanken den jeweiligen chemischen
Bindungen exakt zugeordnet werden. Zu den detektierbaren Verbindungen zdhlen un-
ter anderem Scherschwingungen, symmetrische und asymmetrische Streckschwingungen,

Rotationschwingungen, etc.

In dieser Arbeit wurden trockene Faserfragmente mit unterschiedlichen Beschichtungen in
einem FT-IR-Spektrometer (InfraRed Bruker Tensor 37, Bruker Corporation) mit einem
Germanium-ATR-Kristall im direkten Kontaktmodus untersucht. Alle Messungen wurden
im Absorptionsmodus mit atmosphérischer Kompensation durchgefiithrt. Die Auflésung
betrug 4 cm~! bei 100 Messungen pro Probe im Wellenzahlbereich von 4000 bis 800 cm™*.
Alle Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung durchgefithrt und bei der Auswertung

zur besseren Vergleichbarkeit mit einem Grundlinienkorrekturschritt angepasst.

2.2.13 Kontaktwinkelmessung

Als Kenngrofle fiir die Oberflachenergie eines Materials gegeniiber eines Wassertropfens
kann die Kontaktwinkelmessung verwendet werden. Durch die Analyse des Benetzungs-
und Abperlverhaltens des Wassertropfens wird der Grad an Hydrophobizitdt durch die
Form des abgelegten Tropfens definiert. Der Randwinkel des Tropfens wird dabei im Drei-

Phasen-Punkt gemessen und als Maf fiir die Oberflichenspannung auf dem untersuchten
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Material verwendet. In dieser Arbeit wurden fiir die Kontaktwinkelmessung Ausschnitte
der beschichteten und unbeschichteten Proben aus PCL in ein Surftens universal (OEG
GmbH) eingelegt und mit einem Tropfenvolumen von 0,5 ul Milli-QQ H,O benetzt. Fiir
jede Probe wurden 5 Messungen durchgefiihrt und im Anschluss die erzeugten Tropfen-

geometrien automatisiert per Software ausgewertet.

2.2.14 Zellkulturexperimente
Lebend-/Tot-Fiarbung

Fiir die Lebend-/Tot-Férbung wurden die U87-Reporterzellen fir 24 Stunden in einer
Dichte von 30 000 Zellen pro ml auf den elektrogesponnenen Vliesen kultiviert. Anschlie-
end wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 21°C mit 2x107% M Calcein AM (griiner
Farbstoff; lebende Zellen) und 2x107% M Ethidium Homodimer I (roter Farbstoff; tote
Zellen) in 1xPBS inkubiert. Die Proben wurden direkt nach der Inkubation im Fluores-

zenzmikroskop analysiert.

Adhisionverhalten

Fiir die Untersuchungen des Adhésions- und Proliferationsverhaltens mit vereinzelten
PCL-Faserfragmenten in Losung wurden Zellen der Zelllinie M-MSV-BALB/3T3 (Eu-
ropean Collection of Authenticated Cell Cultures, ECACC, UK) und BJ-Fibroblasten
(CRL-225, ATCC, USA) in Eagle’s minimal essentiellem Medium (EMEM) nach den
Herstellerangaben vorkultiviert. Fiir die Kultivierung wahrend der Experimente wurde
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) verwendet und mit 10 % fetalem Bovinem
Serum (FTS) und 1% Glutamin versetzt, um das Zellwachstum zu unterstiitzen. Um die
Gefahr einer bakteriellen Kontaminierung zu verringern, wurde 0,1 % Gentamicin zugege-
ben. Fiir alle Experimente wurden die Zellen bei 37 °C in einem CO, Inkubator bei 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO, Anteil kultiviert.

Die Proben wurden bis zur Untersuchung im Fluoreszenz Mikroskop fiir 7 Tage kultiviert.
Das Medium wurde an Tag 2 und Tag 5 gewechselt und zusétzliche Waschschritte mit PBS
durchgefiihrt. An Tag 7 wurde eine Lebend-/Tot-Farbung durchgefiihrt. Dafiir wurden
die Proben erneut mit PBS gewaschen und anschliefend mit 0,2 ml Calcein AM versetzt.
Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die Farbelosung durch PBS ersetzt und die

Proben in einem Leica DFC450 C (Leica Microsystems) Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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Proliferationstest

Zur Untersuchung der Proliferation von Zellen auf Kollagen beschichteten Vliesen mit un-
terschiedlichem Grad an Ausrichtung und Fragmentierung der Fasern wurden Reporter-
zellen vom Lehrstuhl Biophysik der Friedrich-Alexander-Universitdat Erlangen-Niirnberg
zur Verfiigung gestellt. Diese Reporterzellen wurden durch einen lentiviralen Transfer-
vektor generiert und exprimieren das fluoreszierende tdTomato-Protein in der dufleren
Zellmembran. Die Exprimierung ist dabei abhénging von der Phase des Zellzyklus in
dem sich die Zelle befindet und erlaubt eine Evaluierung der Morphologie und des Pro-
liferationsverhaltens. Die modifizierten U87-Reporterzellen wurden in ,minimal essential
Medium” (MEM) mit Zugabe von 10 % FCS, 1 % Penizillin 50 U ml~!, Streptomyzin 50 ug
ml~!, 1% GlutaMAX und 1% 100 mM Natriumpyruvat kultiviert.

Migrationstest

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 20 000 Zellen pro ml im inneren eines Hohlzylinders
aus PTFE mit Innendurchmesser von 5 mm auf der Oberfliche der elektrogesponnenen
Vliese ausgesiat. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, Anteil wurde der
Zylinder entfernt. Die Zellen wurden fiir weitere 96 Stunden bei 37°C und 5% CO,

inkubiert bevor die immunzytochemische Farbung durchgefiihrt wurde.

Immunozytochemische Farbung

Fiir die immunzytochemische Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
4% PFA /Sucrose fir 15 Minuten fixiert und anschliefend fiir 30 Minuten mit 5% Zie-
genserum und 0,1 % Triton-X100 geblockt. Danach wurden die Zellen fiir eine Stunde
mit ActinGreen™ 488 ReadyProbes™ Reagenz in einer 1:50 Verdiinnung mit 5% NGS

inkubiert. Nach drei Waschschritten wurden die Zellen mit Mowiol fixiert.

Live-Cell-Imaging

U8T7-Zellen wurden mit einer Dichte von 30 000 Zellen pro Well in 24-Well-Platten mit und
ohne Kollagenbeschichtung ausgesit und mit reinem Medium oder 1 mg/ml Faseranteil
inkubiert. Nach 2 Stunden Inkubation wurde die 24-Well-Platte im zenCELL owl Inku-
batormikroskop platziert und fiir 3 Tage analysiert. Dabei wurde von jedem Well alle 17
Minuten eine Aufnahme gemacht und die Zellzahl, die Flache der Zellbesiedelung und die

Anzahl der adhéarierten und nichtadhérierten Zellen automatisiert ermittelt.
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Konfokale Mikroskopie und Bildverarbeitung

Fiir die Aufnahmen der immunzytochemischen Farbung wurde ein invertiertes Mikroskop,
Modell Olympus iX81, mit Diodenlasern der Wellenldngen 405 nm, 473 nm und 559 nm
verwendet. Alle dargestellten Aufnahmen wurden mit einem Olympus UPLSAPO 60x
(O1, numerische Apertur: 1,35) aufgenommen. Die Aufnahmen der Lebend-/Tot-Férbung

wurden aufgenommen mit einem invertierten Mikroskop, Modell Olympus IX83.

Zur Auswertung der Lebend-/Tot-Farbung auf den Vliesen mit unterschiedlicher Be-
schichtung wurden Ubersichtsaufnahmen mit 10x Vergrofierung verwendet. Die entstan-
denen Aufnahmen wurden mit Hilfe der Bildanalyse Software ImageJ automatisiert fiir
beide Kanéle (griin/rot) verarbeitet. Dazu wurde auf jedes Bild ein Threshold zwischen 0
und 70 angewendet und die resultierenden Schwarz-Weiss Bilder mit der Funktion Ana-
lyze Particles (15-200 Pixel Units; 0,00-1,00 Circularity) ausgewertet. Fiir jede Messung
wurden mindesten 100 Zellen unter Verwendung von mindestens fiinf unterschiedlichen

Aufnahmen gezahlt.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Herstellung von Faserfragmenten in Hantelform

aus Polycaprolacton

Vorversuche beim Elektrospinnen von PCL zeigen unregelméfiiges Auftreten fragmentier-
ter Fasern direkt im Spinnprozess. Um das Auftreten dieses Effekts im Prozessfenster der
in situ Fragmentierung ndher zu untersuchen, werden weitere Spinnversuche mit PCL im

HFIP durchgefiihrt, die zu folgenden Beobachtungen fiihren.

Wie die REM-Aufnahmen in Abbildung 3.1-A zeigen, liegen einzelne Fragmente axi-
al zueinander ausgerichtet in Form einer durchgehenden Faser vor. Dies deutet auf ei-
ne nachtriagliche Fragmentierung der Fasern nach der Ablagerung auf dem Kollektor
hin. Untersuchungen der Unterseite des Vlieses, wie in Abbildung 3.1-B dargestellt, un-
terstiitzen diese Vermutung. Die ersten Schichten der abgelagerten Fasern sind immer
zusammenhéngend. Erst nach einer gewissen Zeit (und damit Schichtdicke) kommt es zur

Fragmentierung.

Versuche mit Kollektoren, die mit einem Netz aus Polyamid 6.6 (Nylon) bespannt sind
(Abb. 3.1-C), zeigen, dass damit bereits in der ersten Schicht der gesponnenen Fasern
eine Fragmentierung induziert werden kann. Die entscheidende Grofle ist nicht die Dicke
der Schicht, sondern die Schaffung einer unebenen Oberflichenstruktur, auf der die Fa-
sern platziert werden, was zu Bereichen mit frei hingenden Fasern fithrt. Durch Variation
des Volumenstroms wihrend des Spinnprozesses (Abb. 3.1-D) kénnen in einem kontinu-
ierlichen Prozess Fragmente mit unterschiedlichen Durchmessern erzeugt werden. Damit
kann gezeigt werden, dass die Morphologie der erzeugten Fragmente bis zu einem gewissen

Grad gesteuert werden kann.
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Abbildung 3.1: Reprisentative rasterelektronenmikroskopische Analysen von elektrogespon-
nenen Vliesen aus PCL in HFIP. (A) Ubersichtsaufnahme mit Einfirbung mehrerer abgelegter
Fasern. (B) Unterseite eines gesponnenen Vlieses mit durchgéngigen Fasern. (C) Netz aus PA 6.6
als Kollektor mit PCL-Fragmenten. (D) Erzeugung von Fragmenten in verschiedenen Groflen-

ordnungen im selben Prozess.
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3.1.1 Einfluss der Polymerkonzentration und des Molekularge-

wichtes auf die Morphologie der Fragmente

Um den Zusammenhang zwischen der Morphologie und der Konzentration bzw. dem Mo-
lekulargewicht des verwendeten Polymers PCL néher zu untersuchen, werden mehrere

Versuchsreihen durchgefiihrt.

Vorversuche mit 45 kDa PCL belegen in Abbildung 3.2, dass durch Variation der Kon-
zentration im Bereich von 10 % w/v bis 30 % w/v drei verschiedene Morphologien erzeugt
werden kénnen. Bei 10 % w/v (Abb. 3.2-A) findet ein Elektrospriihen statt, bei dem aus-
schlieBlich kugelférmige Fragmente mit Durchmessern von 10,1 2,2 um erzeugt werden.
Eine Erhthung der Konzentration des PCL-Anteils in der Spinnlosung auf 30 % w/v (Abb.
3.2-C) fiithrt zur Herstellung von Endlosfasern mit Faserdurchmessern von 2,4 £+ 0,3 pm.
Aufgrund der hohen Viskositdt dieser Losungen treten hier erste Trocknungseffekte an
der Kaniile auf, die immer wieder zu Unterbrechungen des Spinnprozesses fithren. In ei-
nem engen Konzentrationsbereich bei 20 + 2 % w/v PCL in HFIP (Abb. 3.2-B) entstehen

kontinuierlich und reproduzierbar hantelférmige Faserfragmente.

Abbildung 3.2: Elektrogesponnene Fasern und Faserfragmente aus unterschiedlich konzentrier-
ten Spinnlésungen in der REM-Analyse. Bildung von (A) Kugeln bei einer Polymerkonzentration
von 10 % w/v, (B) hantelférmigen Fragmenten bei 20 % w/v und (C) kontinuierlichen Fasern bei
30 % w/v.

Ausgehend von diesen Versuchen wird die in Tabelle 3.1 aufgefiihrte Versuchsmatrix der
Spinnlosungen in Abhéngigkeit von Losungskonzentration und Molekulargewichtsverhélt-
nis untersucht. Dazu werden die Losungen unter kontrollierten Bedingungen geméfl Ab-
schnitt 2.2.1 versponnen, wobei die angelegte Spannung zu Beginn an das jeweilige Spinn-

verhalten der Losung angepasst wird, um einen stabilen Taylorkonus zu gewéhrleisten.
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Probe MW PCL [mg/mL] TWA o Morphologie Lénge O-Faser 0-Kugel kPm@.wwn..
10kDa  45kDa 80 kDa o w/v] [nm] [1m] [nm] verhiltnis
A 200 - - 20 Kugel - - 11,13+3,13 1
B - 200 - 20 Fragment 21,69+11,71 1,81+£0,50 3,68+1,01 11,984+5,35
C - - 200 20 Faser (9] 2,7540,42 - o0
D 20 180 - 20 Kugel - - 8,124+1,73 1
E 50 180 - 23 Fragment 22,63+10,49 1,71+0,47 9,544+1,78 9,67+3,28
F - 180 20 20 Fragment 42,80+22,69 2,3440,38 4,83+0,87 18,29+4,29
G 50 120 - 17 Kugel - - 10,58+2,67 1
H 100 120 - 22 Kugel - - 12,0443,27 1
I - 120 50 17 Fragment 34,77+11,16 2,31+0,24 2,42+0,68 15,05+3,01
J - 120 20 14 Fragment 13,89+9,27 1,34+0,45 3,314+0,94 10,37+£2,27
K 100 100 - 20 Kugel - - 10,98+2,73 1
L - 100 100 20 Faser o0 2,90+0,49 - 00
M - 100 50 15 Fragment 58,34429,71 2,244-0,36 3,1940,95 26,044+12,96
N 100 - 100 20 Faser o0 2,66+0,30 - o0
(0] 120 - 80 20 Fragment 96,77+46,68 2,75+0,53 3,74+0,90 35,19+9,83
P 80 - 120 20 Faser 00 3,56340,34 - 00

Versuchsmatrix zur Untersuchung des Zusammenhangs der Morphologie aus un-

.
.

Tabelle 3.1

100).

terschiedlichen Molekulargewichten und Konzentrationen der PCL-Spinnlésung (n
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Die hergestellten Vliese werden mittels REM untersucht und hinsichtlich morphologischer
Parameter ausgewertet. Eine Ubersicht der hergestellten Proben ist in Abbildung 3.3
dargestellt. Fiir die Auswertung werden die Proben zunéchst in Kategorien eingeteilt:
Kugeln, Fragmente und Fasern. Anschlieflend werden, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben,
die Durchmesser der Fasern und Kugeln sowie die Liange der Fragmente gemessen und
das durchschnittliche Aspektverhéltnis berechnet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind
in Tabelle 3.1 dargestellt.

Abbildung 3.3: Ergebnisse der REM-Analysen der Proben nach Tabelle 3.1. Die eingezeichne-
ten Messbalken entsprechen 100 pum.

Die Proben B, E, F, I, J, M & O werden als fragmentbildend identifiziert, wobei die Pro-
be O mit einem Aspektverhéltnis von 35,19 den hochsten Wert aufweist (Tabelle 3.1).

Das belegt, dass Mischungen unterschiedlicher Molekulargewichte zu einer Aufweitung

61



Ergebnisse

des Prozessfensters fiihren, innerhalb dessen Fragmente gebildet werden konnen (Abb.
3.4). Die hochsten Aspektverhéltnisse werden in den Proben mit bimodaler Molekularge-

wichtsverteilung erreicht, besonders ausgeprégt bei der Mischung von 10 kDa und 80 kDa
PCL.
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Abbildung 3.4: Einordnung der untersuchten Proben nach ihrer Gesamtkonzentration und
dem mittleren Molekulargewicht. Die Morphologien der Proben sind in Abhéngigkeit der Kon-
zentration und des Molekulargewichts dargestellt: Kugeln (gelb), Fragmente (griin) und Fasern
(blau). Der schraffierte Bereich markiert das hier ermittelte Prozessfenster fiir die Herstellung

von Fragmenten.

Da ein hohes Aspektverhéltnis eine der vorgestellten Randbedingungen darstellt, werden
aufbauend auf diesen Ergebnissen bimodale Mischungen aus 10 kDa und 80 kDa néher
untersucht. Dabei wird der Konzentrationsbereich von 10 % bis 30 % mit jeweils sechs
verschiedenen Mischungsverhéltnissen untersucht. Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der
REM-Analyse ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Gesamtpolymerkonzentration [% w/v]

Mischungsverhaltnis 10 kDa zu 80 kDa PCL

Abbildung 3.5: REM-Analyse der systematischen Untersuchung von bimodalen Mischungen
aus 10 und 80 kDa PCL mit unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen im Konzentrationsbereich

von 10 bis 30 % w/v. Die eingezeichneten Messbalken entsprechen 100 pm.

In diesem Zusammenhang sind zwei Tendenzen deutlich zu erkennen. Zum einen lassen die
REM-Aufnahmen in den horizontalen Zeilen den erwarteten Effekt erkennen, dass mit stei-
gender Konzentration der Faserdurchmesser zunimmt. Eine Betrachtung der Aufnahmen
innerhalb der einzelnen vertikalen Spalten zeigt, dass eine Verringerung des Faserdurch-
messers und eine verstérkte Bildung von Kugeln bei einer Erh6hung des Mischungsverhalt-
nisses zu Gunsten des 10 kDa PCL auftritt. Im Bereich der Mischungsverhéltnisse 7:3 bis
9:1 und bei Konzentrationen gréfier 20 % bilden sich vermehrt Faserfragmente. Hohe-
re Polymerkonzentrationen fiithren zu gréfleren Faserdurchmessern, Mischungsverhéltnis-

se mit hoheren 80 kDa PCL-Anteilen zu langeren Fragmenten. Da Konzentration und
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Molekulargewicht entscheidend die Viskositéit der Spinnlosung beeinflussen, wird dieser

Zusammenhang im Folgenden untersucht.

3.1.2 Rheologische Untersuchung der Spinnlésungen

Neben den Auswertungen der REM-Analysen werden die eingesetzten Spinnlésungen in
Rotationsversuchen, wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben, rheologisch untersucht und mit-
einander verglichen. Dabei zeigen sich fiir die beiden betrachteten Versuchsreihen in Ab-
bildung 3.6 und Abbildung 3.7 vergleichbare Trends. Die Proben A bis O decken den
Bereich von 0,2 Pa-s bis 20 Pa-s ab und zeigen {iberwiegend newtonsches Verhalten. Pro-
be C weist ab Scherraten von 100 1/s ein stark scherverdiinnendes Verhalten auf. Die
farbliche Markierung der Proben in Abbildung 3.6 verdeutlicht den Zusammenhang zwi-
schen Probenmorphologie und Scherverhalten der Losung. Die gelb gefarbten Graphen
entsprechen den als Kugeln klassifizierten Proben, die griine Farbung steht fiir Fragmente

und die blaue Farbung fiir kontinuierliche Fasern.
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Abbildung 3.6: Vergleich der Viskositéit von Spinnlésungen mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen und Molekulargewichten gemif Tabelle 3.1 im Rotationsversuch. Zur besseren Ubersicht
sind représentative Kurven ohne Fehlerbalken dargestellt. Die Kurven sind entsprechend der

Morphologie fiir Kugeln (gelb), Fragmente (griin) und Fasern (blau) eingeférbt.

Der hier erkennbare Trend verdeutlicht, dass die Proben mit der niedrigsten Viskositét

(unter 0,7 Pa-s) zur Bildung von Kugeln fiihren, wiahrend die Proben mit einer Visko-
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sitdt iiber 2 Pa-s zu kontinuierlichen Fasern fithren. Im Bereich von 0,7 Pa-s bis 2 Pa-s
konnen Fragmente identifiziert werden. Eine Ausnahme stellt hier die Probe J dar, die
mit 14 % w/v die niedrigste Gesamtkonzentration der untersuchten Proben aufweist, aber
durch den hohen Anteil an hochmolekularem 80 kDa PCL eine Viskositit von 0,4 Pa-s
(und damit eine hohere Viskositéit als andere Proben mit hoherer Gesamtkonzentration)
aufweist und trotzdem Fragmente bildet. Dieser Effekt wird noch deutlicher im Vergleich
der bimodalen Mischungen mit 10 kDa und 80 kDa PCL.

Die Auswertung der rheologischen Untersuchungen der variablen bimodalen Mischungen
fir 15% w/v, 20% w/v und 25% w/v ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Es sind &hnliche
Trends wie zuvor zu erkennen, jedoch wird die Abgrenzung der Morphologie mit zuneh-
mender Konzentration immer schwieriger. Proben bis zu einem Mischungsverhéltnis von
7:3 (10 kDa:80 kDa PCL) zeigen ein nahezu newtonsches Verhalten, bei den Verhéltnis-
sen 5:5 und 6:4 ist bereits bei allen Konzentrationen ein scherverdiinnendes Verhalten
oberhalb von 20 1/s zu beobachten.
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Abbildung 3.7: Vergleich der Viskositdtsmessungen bei drei verschiedenen Konzentrationen
(15% w/v, 20 % w/v und 25 % w/v) und verschiedenen Mischungsverhiltnissen von 10 kDa PCL
zu 80 kDa PCL (5:5/6:4/7:3/8:2/9:1/10:0). Die Graphen wurden entsprechend der Morphologie
fiir Kugeln (gelb), Fragmente (griin) und Fasern (blau) farblich markiert.

Der Ubergang von 20 % w/v zu 25 % w/v PCL-Anteil in der Spinnlésung markiert zudem
den Ubergang zu einem erweiterten Prozessfenster. Hier koénnen erstmals Fragmente bei
zwei Mischungsverhéltnissen reproduzierbar beobachtet werden. Dieser Trend ist auch in
Abbildung 3.5 deutlich zu erkennen. Bei einer Gesamtkonzentration von 10 % w/v werden
noch keine eindeutigen Fragmente erzeugt, wéhrend diese bei einer Konzentration von

30 % w/v in einem Mischungsbereich zwischen 7:3 und 9:1 klar nachweisbar sind.
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Die untersuchten Spinnlésungen zeigen im Bereich niedriger Scherraten von 0,1 bis 10 1/s
newtonsches Verhalten. Abhéngig von der Gesamtkonzentration und der Mischung der
Molekulargewichte wird ein Viskositéatsbereich von 0,1 bis 20 Pa-s abgedeckt. Ab einer
Viskositat von mehr als 1 Pa-s kann bei Scherraten iiber 100 1/s ein scherverdiinnendes

Verhalten beobachtet werden, das mit zunehmender Viskositét starker ausgeprégt ist.

3.1.3 Vergleich zwischen Elektrospinnen aus Polymerlésung und

elektrostatischem Schmelzspinnen

Das elektrostatische Schmelzspinnen, kurz MEW (Melt Electro Writing), erfihrt seit sei-
ner Vorstellung 2011 verstirktes wissenschaftliches Interesse.[115] Mit diesem Verfahren
lassen sich sehr prézise, komplexe Strukturen aus Fasern im Mikro- bis Nanometerbe-
reich herstellen. Damit stellt das MEW auch eine attraktive Plattformtechnologie fiir die
Untersuchung der Faserfragmentierung dar. Ein unerwiinschter Nebeneffekt bei der Her-
stellung von 3D-Strukturen mit mehreren Schichten ist das Abreiflen der Faser im Bereich
von Uberhéngen und die Bildung eines tropfenformigen Endstiicks.[124] Diese Geometrie
weist Ahnlichkeiten mit dem hier bereits beschriebenen Verhalten von PCL-Fasern aus
dem elektrostatischen Losungsspinnen auf. Dies wird im Folgenden zum Anlass genom-
men, diesen Effekt durch Variation der Prozessparameter Schmelze- und Umgebungstem-
peratur reproduzierbar herbeizufithren (Abbildung 3.8). Der Vorteil der Anwendung des
MEW zur Herstellung von Faserfragmenten liegt in der Préazision dieser Methode und da-
mit in der Moglichkeit, Fragmente mit nahezu monomodaler Langenverteilung herstellen
zu konnen. Erfahrungen bei der Herstellung mehrlagiger Strukturen im MEW verdeut-
lichen, dass insbesondere die Umgebungs- und die Schmelzetemperatur einen Einfluss
darauf haben, ob eine Faser einen Uberhang kontinuierlich iiberspannen kann oder unter
Spannung reift. Zusétzlich zu diesen beiden Parametern wird mittels Photolithographie
eine Substratplatte mit exakt definierter Oberflichenstruktur, dargestellt in Abbildung
3.8-A, hergestellt und direkt auf diese gedruckt.

Die nach Abschnitt 2.2.4 erzeugte Oberfliche besteht aus quaderférmigen Erhebungen mit
klar definierten Kanten und Zwischenrdumen. Ziel der Gestaltung der Substratgeometrie
ist es, durch kontinuierliche Variation der beiden Parameter Stegbreite und Stegabstand
Grenzwerte zu ermitteln, bei denen der Fragmentierungseffekt in einem Experiment un-
ter kontrollierten Bedingungen beobachtbar wird. Die Substratpléttchen werden, wie in
Abschnitt 2.2.3 beschrieben, in einem MEW mit integrierter Klimakammer (Kontrolle
von Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit) auf der Druckplatte fixiert und mit ei-
ner PCL-Schmelze (Purasorb PC 12, Corbion) beschrieben. Die erzeugte Geometrie wird
anschlieend im Lichtmikroskop (Abb. 3.8-B) und im REM (Abb. 3.10) analysiert.
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PCL Fragmente

Abbildung 3.8: Analysen des photolithographisch hergestellten Substrates im MEW. (A)
REM-Analyse des unbenutzten Substrates mit Markierung der Stege und Zwischenrdume. (B)
Stereomikroskopische Aufnahme des beschichteten Substrates und Markierung der abgeschiede-
nen PCL-Fragmente. (C) Stereomikroskopische Ubersichtsaufnahme des gesamten besponnenen
Chips in der Draufsicht.

Bei der Ermittlung der geometrischen und temperaturabhéngigen Grenzwerte fiir das
Fragmentierungsverhalten im MEW werden folgende Beobachtungen gemacht: Mafigeb-
lich fiir die Ausbildung von Fragmenten sind die Umgebungs- und die Schmelzetemperatur
wie in Abbildung 3.9 dargestellt. Fiir die Schmelzetemperatur wird 75 °C als untere Grenze
ermittelt, bei der noch Fragmente entstehen. Durch Variation der Umgebungstemperatur
kann gezeigt werden, dass Temperaturen {iber 31 °C zu einer verstarkten Fragmentierung
fithren. Oberhalb dieser Grenzen wird der Anteil der Fragmente durch ein Zusammenspiel

der beiden Temperaturen bestimmt.

Im entsprechenden prognostizierten Prozessierungsfenster muss eine der beiden Tempera-
turen erhéht werden, wenn die andere konstant gehalten wird, um den Fragmentanteil zu
steigern. Da die Schmelzetemperatur nur in einem gewissen Rahmen erhéht werden kann
bevor Degradationseffekte im PCL auftreten (bereits ab 90°C), ist eine Erhchung der
Umgebungstemperatur in den meisten Fillen vorteilhafter. [125] Klare Zusammenhénge
mit der Variation der Luftfeuchtigkeit konnten hier nicht erkannt werden, so dass die

Analyse der temperaturinduzierten Effekte im Vordergrund steht.
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Abbildung 3.9: Erwartetes Verarbeitungsfenster von PCL in der Klimakammer aufgrund von
Materialparametern und Gerétespezifikationen nach Vorversuchen. Markiert sind die Schmelze-
temperatur von PCL bei 63 °C und der Beginn nachweisbarer Degradation nach Paxton et al.
bei 90 °C.[126] Die Klimakammer kann im Bereich von 20 °C bis 40 °C stabil betrieben werden.

Die Beispielaufnahmen in den Abbildungen 3.10 A-C zeigen die Bandbreite der reprodu-
zierbar herstellbaren Fragmente mit exakt einstellbaren Léngen von 40 um bis 200 pum.
Die Lénge der Fragmente korreliert direkt mit der Stegbreite. Die Morphologie der Enden
der einzelnen Fragmente hingt stark vom Abstand der gedruckten Stege ab. Als untere
Grenze fiir den Abstand der Stege zueinander wurde 20 pm ermittelt. Darunter blei-
ben die Fasern miteinander verschmolzen und es findet keine vollstdndige Auftrennung in
Fragmente statt (Abb. 3.10-E). Oberhalb dieser Grenze hat der Stegabstand keinen Ein-
fluss mehr auf den Anteil der entstehenden Fragmente, wohl aber auf die Morphologie der
Fragmente. Bei kleinen Stegabsténden treten vermehrt stdbchenformige Faserfragmente
ohne deutliche Verdickung an den Enden auf, wéhrend mit zunehmendem Stegabstand der
Durchmesser der Kugeln an den Fragmentenden zunimmt. In den mittleren, auf den Ste-
gen abgelagerten Bereichen weisen die Fragmente stets homogene Durchmesser im Bereich
von 1743 pm auf. Abbildung 3.8-D zeigt die Bildung von durchgehend zylindrischen Fa-
serfragmenten mit geringen Absténden im unteren Bildbereich im Gegensatz zur deutlich

ausgepragten Hantelform mit kugelformig verdickten Enden im oberen Bildbereich.
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Abbildung 3.10: REM-Analyse der auf dem Substrat abgelagerten Fasern mit den Stegbreiten
(A) 200 pm, (B) 100 pm und (C) 40 um. Der Stegabstand (D) beeinflusst die Durchmesser
der Kugelenden, wobei ein minimaler Abstand (E) fiir die Fragmentierung von 20 pm ermittelt

wurde.

Die vorgestellten Verarbeitungsmethoden des elektrostatischen Losungsspinnens und des
Schmelz-Elektro-Schreibverfahrens stellen somit zwei Verfahren dar, um unter kontrol-
lierten Bedingungen Faserfragmente unterschiedlicher Gréfle aus PCL herzustellen. Im
Folgenden wird der Einfluss von elektrogesponnenen hantelférmigen Faserfragmenten auf

die Rheologie von faserverstiarkten Komposit-Hydrogelen ndher untersucht.
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3.2 Einfluss der PCL-Faserfragmente auf Hydrogele

Da die vorgestellten Faserfragmente als mechanische Verstdrkung in Biotinten einge-
setzt werden sollen, steht nachfolgend der Einfluss der Fragmente auf die Rheologie
und Druckeigenschaften von faserverstirkten Hydrogelen im Vordergrund. Dafiir wer-
den elektrogesponnene, unbeschichtete PCL-Faserfragmente mit einem Durchmesser von
2,75+ 0,53 um und einer durchschnittlichen Langen von 96,77 + 46,88 wm verwendet.

3.2.1 Einfluss der PCL-Faserfragmente auf die Morphologie von

Hydrogelen im getrockneten Zustand

Im Weiteren werden die mittels elektrostatischem Spinnen gewonnenen Fragmente in den
Konzentrationen 2% w/v, 5% w/v und 10 % w/v in drei unterschiedliche Hydrogele ge-
mischt, um den Einfluss der PCL-Fragmente auf die Gelstruktur im Vergleich zu un-
verstiarkten Hydrogelen zu untersuchen. Die untersuchten Hydrogele sind 20 % Pluronic,

3% Alginat und ein 3 %iges Gel aus dem rekombinant produzierten Spinnenseidenprotein
eADF4(C16).

Diese drei Gele werden ausgewéhlt, um reprasentativ drei unterschiedliche Materialklas-
sen der Biotintenentwicklung abzudecken. Hydrogele auf Basis von Blockcopolymeren wie
Pluronic werden bereits vielseitig eingesetzt, da sie sowohl ausgezeichnete Druckeigen-
schaften wie auch eine hohe Formstabilitdt nach dem Druck aufweisen.[127, 128] Jedoch
sind fiir diese Eigenschaften hohe Feststoffkonzentrationen an Polymer im Hydrogel ab
25 % notwendig, was zu einer geringen Beweglichkeit der verdruckten Zellen fithrt. Durch
den Einsatz der Faserfragmente soll es ermdglicht werden, den Polymeranteil zu verrin-

gern, und gleichzeitig gute Formstabilitit gewédhrleistet werden.

Hydrogele auf Basis von Alginat zéhlen du den am haufigsten verwendeten Hydrogelen
in der Biofabrikation.[74] Es wird als wéssrige Losung verdruckt und zur Stabilisierung in
einem Fallbad ionisch nachvernetzt. Die Faserverstiarkung soll dazu dienen die Formsta-

bilitdt nach dem Druck bis zur vollstdndigen Vernetzung zu garantieren.

Zusétzlich wird ein Hydrogel aus dem rekombinanten Spinnenseidenprotein eADF4(C16)
hergestellt. Durch die rekombinante Herstellung des Proteins kénnen beliebige Modifi-
kationen vorgenommen werden, um das Gel beispielsweise fiir eine spezifische Zellart zu
funktionalisieren.[129] Die physikalischen Interaktionen, die zur Stabilisierung des Gels
beitragen, sind allerdings nicht stark genug, um eine dauerhafte Festigkeit dreidimensio-
naler Konstrukte zu gewéhrleisten. Daher soll hier die Faserverstarkung zur Stabilisierung

wéhrend und nach dem Druckprozess beitragen.
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Alle Proben werden nach der vollstdndigen Gelierung nach Abschnitt 2.2.11 getrocknet,
geschnitten und fiir die REM-Analyse priipariert. Eine Ubersicht der verschiedenen Pro-
ben in jeweils drei VergroBerungen kann den Abbildungen 3.11, 3.12 und 3.13 entnommen
werden. Fiir die Auswertung der Porendurchmesser (Abb. 3.14) werden die REM-Analysen

nach Abschnitt 2.2.11 mittels der Bildanalyse Software ImageJ vermessen.

Bei den Proben aus Alginat (Abb. 3.11) ist ohne Faseranteil eine kompakte schichtartige
Struktur erkennbar, wobei die einzelnen Schichten geschlossene Oberflichen und Dicken
im Bereich weniger Mikrometer aufweisen. Durch Zugabe der PCL-Fragmente éndert sich
die Struktur erkennbar zu einem schwammartigen offenporigen System. Eine Erhohung
der Konzentration an Fragmenten von 2% w/v auf 10 % w/v fiihrt zu einer schrittwei-
sen Reduzierung der Porendurchmesser von 61,54+ 24,6 pm auf 36,0 6,1 wm (Abb. 3.14.
Dabei entsteht mit zunehmender Faserkonzentration ein immer feinporigeres Netzwerk,
welches von Fasern durchzogen ist. Eine ndhere Betrachtung der Bruchkanten zeigt die
homogene Integration der Fasern in die getrocknete Gelstruktur ohne erkennbare Phasen-

separation oder auffillige Aggregierung der Fragmente.

2% PCL 5% PCL 10% PCL

Y B

Abbildung 3.11: REM-Analyse der Hydrogelbruchkanten mit 3 % Alginat. Reprisentative
Aufnahmen der Proben in unterschiedlicher Vergréflerung bei steigendem Fiillgrad an PCL-

Faserfragmenten von 0% w/v auf 10 % w/v.

Ein ahnliches Verhalten der Reduktion des Porendurchmessers kann auch bei den Hydro-
gelen aus Pluronic und eADF4(C16) beobachtet werden. Die Proben aus Pluronic (Abb.

3.12) zeigen dabei ohne Faserzusatz ein groporiges Netzwerk mit einer durchschnittlichen
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Porengrofle von 131,7 +£49,4 um, ausgebildet von kompakten Trégerstrukturen.

Durch Erhohung des Faseranteils reduziert sich die Porengréfie auf 30,2+11,6 um bei
10 % w/v PCL-Anteil, wie in Abbildung 3.14 dargestellt. Zusétzlich nimmt die Wandstérke
der tragenden Struktur deutlich ab. Im unverstdrkten Hydrogel liegt die Wandstérke
bei 9,1+4,6 wm, sinkt nach Zugabe der Faserfragmente auf 8,9+ 3,2 wm bei 2% w/v,
3,9+ 1,1 wm bei 5% w/v und bis auf 2,7+ 1.4 um bei 10 % w/v Faseranteil. Die Detai-

laufnahmen zeigen in allen Proben eine gute Integration der Fragmente in die Matrix.

2% PCL 5% PCL 10% PCL

Abbildung 3.12: REM-Analyse der Hydrogelbruchkanten aus 20 % Pluronic. Reprisentative
Aufnahmen der Proben in unterschiedlicher Vergréflerung bei steigendem Fiillgrad an PCL-

Faserfragmenten von 0% w/v auf 10 % w/v.

Die getrockneten Hydrogele aus eADF4(C16) (Abb. 3.13) zeigen sehr dhnliche Trends in
der Entwicklung des Porendurchmessers bei Steigerung des Faseranteils im Gel wie die
bereits betrachteten Gele aus Pluronic. Die ermittelte Porengréfie im unverstarkten Hy-
drogel liegt bei 130,54 33,1 wm und sinkt durch Zugabe der Fragmente um 36 %, 50 %
und 69 % auf 41,0 +20,1 wm bei 10 % w/v Faseranteil (Abb. 3.14). Die Betrachtung der
Dicke der Wandstérke weist einen sprunghaften Abfall von urspriinglich 9,8 +4.4 um
im unverstiarkten eADF4(C16) auf Werte im Submikro-Bereich auf. In den Proben mit
10 % w/v PCL-Faseranteil zeigt die Gelmatrix eine blattartige Struktur mit eingebette-
ten Fasern, welche an den Bruchkanten aus der Struktur herausragen. In den {ibrigen

Bereichen sind die Faserfragmente jeweils komplett in die Matrix eingebettet.
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0% PCL 2% PCL 5% PCL 10% PCL

Abbildung 3.13: REM-Analyse der Hydrogelbruchkanten aus 3% eADF4(C16). Reprisen-
tative Aufnahmen der Proben in unterschiedlicher Vergréflerung bei steigendem Fiillgrad an
PCL-Faserfragmenten von 0% w/v auf 10 % w/v.

Eine Auswertung der Entwicklung der Porendurchmesser mit steigender Fragmentkonzen-
tration iiber alle drei untersuchten Hydrogelsysteme ist in Abb. 3.14 dargestellt, wobei
die Tendenz deutlich eine Verringerung des Porendurchmessers bei steigender Fragment-

konzentration zeigt.

200
e 180 - Pluronic
R 128 | eADF(C16)
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% 120 - Alginat
£ 100 -
[}
—% 80 -
0 F
oy I I
20
O T T T T
0 2 5 10
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Abbildung 3.14: Abhéngigkeit der Porendurchmesser von der Konzentration der PCL-
Faserfragmente (Durchmesser: 2,75+ 0,53 wm; durchschnittliche Linge: 96,77 + 46,88 wm) in
Hydrogelen aus Alginat, Pluronic und eADF4(C16) (n=30).

73



Ergebnisse

Neben dem Einfluss der Faserfragmente auf die Morphologie der Hydrogele im getrock-
neten Zustand, ist die Untersuchung des Flieverhaltens ein weiterer wichtiger Indikator

fiir die Anwendung als Fiillstoff.

3.2.2 Einfluss der PCL-Faserfragmente auf die Rheologie von
Hydrogelen aus Alginat, Pluronic und eADF4(C16)

Um den Einfluss von Fragmenten auf das FlieBverhalten und die Formstabilitdt von Hy-
drogelen im 3D-Extrusionsdruck zu untersuchen, wurden Gele aus 20 % Pluronic, 3 % Algi-
nat und 3 % eADF4(C16) jeweils mit Cellulose-Nanofasern (CeNF) und PCL-Mikrofasern
versetzt. CeNF werden dabei als gut dokumentiertes Vergleichsmaterial mit stark unter-
schiedlicher Morphologie zu den hergestellten PCL-Fasern verwendet, um dem systema-
tischen Ansatz dieser Untersuchungen Rechnung zu tragen. Dabei werden nach Vorver-
suchen fiir ein vergleichbares Materialverhalten die Konzentrationen 0,5 % w/v, 1% w/v
und 2 % w/v fiir die Zugabe von CeNF und 2% w/v, 5% w/v und 10 %,w/v fiir die PCL-
Fragmente festgelegt. Die resultierenden Faser-Gel-Kombinationen werden in einem mehr-
stufigen Protokoll rheologisch untersucht (wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben). Zusétzlich
werden die Gele aus Pluronic und Alginat in einer modifizierten 3D-Druckvorrichtung
gemif Abschnitt 2.2.10 verdruckt und die zeitabhiingige Anderung der Strangbreite nach

dem Druck bestimmt.

FlieBverhalten im oszillatorischen Frequenztest

Im ersten Schritt wird ein Frequenztest im Bereich von 0,1 rad/s bis 100 rad/s durch-
gefiihrt, wobei Erfahrungswerte aus Vorversuchen (Amplitudentest) sicherstellen, dass die
verwendete Amplitude im linear-viskoelastischen Bereich des jeweiligen Hydrogels liegt.
Die Ergebnisse der getesteten Gel-Faser-Kombinationen sind in Abbildung 3.15 darge-
stellt. Das eingangs beschriebene erwiinschte scherverdiinnende Verhalten der Hydrogele

fiir den Extrusionsdruck wird bereits im Frequenztest deutlich.

Die komplexen Viskositéitskurven von reinem Alginat und Alginat mit niedrigem Fiillgrad
(0,5% w/v CeNF, 2% w/v PCL und 5 % w/v PCL) zeigen zu Beginn einen Plateaubereich,
der erst ab etwa 1 rad/s in ein scherverdiinnendes Verhalten iibergeht. Dieses Verhalten
kann in guter Ndherung mit dem Carreau-Yasuda-Modell beschrieben werden, wie in
Tabelle 3.2 dargestellt. Bei Zugabe des Faseranteils ist bei allen Proben ein Anstieg der
Nullviskositdt und der Unendlichviskositédt sowie ein deutlicher Abfall des Power-Law-
Index zu beobachten. Bei der Relaxationszeit kann kein eindeutiger Trend festgestellt

werden, da diese bei Zugabe von 0,5 % w/v CeNF zwar stark von 1,6 s auf 43,4 s ansteigt,
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bei PCL jedoch zunéchst abfillt (0,8 s bei 2% w/v PCL) und dann deutlich schwécher
ansteigt als bei CeNF (2,9 s bei 5% w/v PCL).
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Abbildung 3.15: Komplexe Viskositét in Abhéingigkeit der Kreisfrequenz im oszillatorischen
Frequenztest fiir die Hydrogele Alginat 3 %, Pluronic 20 % und eADF4(C16) 3 % mit einer Mar-
kierung bei 1 rad/s. Untersuchte Fiillgrade an Faserverstirkung 2 % w/v, 5% w/v und 10 % w/v
PCL-Fragmente und 0,5% w/v, 1% w/v und 2% w/v CeNF mit unverstiirkten Hydrogelen als
Kontrolle.
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Null- Unendlich- Relaxationszeit Yasuda- Power-Law-
Anteil Viskositét Viskositét [s] Hochzahl Index
[Pa - s] [Pa - s]
0% 2012 -79+19 1,6+0,3 14,1+8,8 0,963£0,007
0,5 %
53+14 -13£7 43,4+25 21,9471 0,830+0,058
CeNF
2 %
PCL 38+8 -4+8 0,8+0,3 0,62+0,09 0,337+0,039
P5C,‘0/Ii 34+2 -27+42 2,94+1,4 3,07+0,35 0,450+0,035

Tabelle 3.2: Modellparameter nach Carreau-Yasuda fiir die Proben mit Alginat.

Oberhalb eines kritischen Fiillgrades (1% w/v CeNF, 2% w/v CeNF und 10 % w/v PCL)
wird das Verhalten besser durch das Potenzgesetz beschrieben (Tabelle 3.3), eine Tendenz,
die bei hohen Scherraten auch in Rotationsversuchen nachgewiesen werden kann. Fiir
alle untersuchten Proben lag das Bestimmtheitsmafl R? iiber 0,97 und zeigt damit eine
gute Ubereinstimmung zwischen Modell und Messwerten. Die Zugabe der Fasersysteme zu
Alginat fiihrt sowohl bei CeNF als auch bei PCL zu einer Erhohung des FlieBkoeffizienten,
wobei die Werte fiir CeNF durchweg iiber den Werten fiir PCL liegen. Der Power-Law-
Index p, der eine allgemeine Aussage iiber das FlieBverhalten erlaubt (p = 1 Newton;
p < 1 scherverdiinnend; p > 1 scherverdickend), sinkt durch die Zugabe der Fasern
deutlich unter 1. Wihrend der Power-Law-Index bei PCL nach einem ersten Abfall von
0,96 auf 0,34 bei 5 % w/v mit zunehmender Faserkonzentration ansteigt, ist bei CeNF kein

konsistenter Trend zu erkennen.

Anteil Flie3koeffizient = Power-Law- Anteil FlieBBkoeffizient Power-Law-

CeNF [Pa - s] Index PCL [Pa - s] Index
0% 2042 0,963+£0,007 0% 2042 0,963+0,007

0,5 %* 53+14 0,83040,058 2 %* 38+8 0,337+0,039
1% 12244 0,573+£0,004 5 %* 34+2 0,450=£0,035
2% 696+191 0,7484+0,029 10 % 324+31 0,603+0,009

Tabelle 3.3: Power-Law-Parameter der untersuchten Proben mit Alginat. Die mit * markier-
ten Werte entsprechen der Nullviskositdt und dem Power-Law-Index aus der Carreau-Yasuda-

Modellierung und werden hier vergleichend aufgefiihrt.

Im Gegensatz dazu zeigen alle Pluronic-Proben in der doppellogarithmischen Darstellung
einen linearen Abfall (nach dem Potenzgesetz) der komplexen Viskositdt um mehrere

Groflenordnungen mit den Power-Law-Parametern aus Tabelle 3.4. Fiir reines Pluronic
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reduziert sich die komplexe Viskositét von ca. 50 kPa-s bei 0,1 rad/s auf 0,1 kPa-s bei
100 rad/s anndhernd um den Faktor 500. Das lineare Verhalten der Graphen ist im ge-
samten Bereich der untersuchten Winkelgeschwindigkeiten konstant. Durch die Zugabe
der Fasern in unterschiedlichen Fiillgraden findet lediglich eine Verschiebung der kom-
plexen Viskositédten statt, wobei eine Steigerung des Faserfiillgrades in allen Féllen auch
eine Erhohung der Viskositét zur Folge hat. Dies wird deutlich bei der Betrachtung des
FlieBkoeffizienten, der in beiden Fasersystemen kontinuierlich mit zunehmender Faserkon-
zentration ansteigt. Dieser Anstieg ist bei Zugabe von CeNF jedoch deutlich schneller als
bei PCL. Der Power-Law-Index verdndert sich durch Zugabe von CeNF kaum. Bei PCL

ist ein leichter Trend zu fallenden Werten mit steigender Faserkonzentration erkennbar.

Anteil Flie3koeffizient = Power-Law- Anteil Flie3koeffizient = Power-Law-

CeNF [Pa - s] Index PCL [Pa-s] Index
0% 71441125 0,9164-0,009 0% 714441125 0,91640,009
0,5 % 12209£776 0,92640,014 2% 8761+109 0,91340,003
1% 147254237 0,93040,003 5% 102154640 0,9044-0,006
2% 185454515 0,91240,003 10 % 117254473 0,89140,004

Tabelle 3.4: Power-Law-Parameter der untersuchten Proben mit Pluronic.

Ein Vergleich der Power-Law-Parameter der untersuchten Hydrogele aus eADF4(C16) in
Tabelle 3.5 zeigt ein dhnliches Verhalten wie bei Pluronic. Insgesamt sind die Werte des
FlieBkoeffizienten deutlich geringer als bei Pluronic, jedoch fithrt auch hier eine Zugabe
von Fasern zu einer Erhohung um den Faktor 1,7 bis 2,4. Bei maximaler Faserkonzentra-
tion werden jedoch durch den Zusatz von PCL hohere FlieBkoeffizienten erreicht als mit

CeNF. Der Power-Law-Index andert sich in beiden Fillen nur unwesentlich.

Anteil FlieBBkoeffizient = Power-Law- Anteil Flie3koeffizient = Power-Law-

CeNF [Pa - s] Index PCL [Pa - s] Index
0% 106199 0,936+0,008 0% 1061499 0,936+0,008
0,5 % 1746+53 0,931+0,004 2% 1482455 0,918+0,001
1% 2424+143 0,929+0,002 5% 2037+£333 0,919+0,002
2% 2099+243 0,936+0,004 10 % 4860+255 0,927+0,003

Tabelle 3.5: Power-Law-Parameter der untersuchten Proben mit eADF4(C16).

Ein Vergleich der komplexen Viskositét bei 1 rad/s in Abbildung 3.16 gibt weiteren Auf-

schluss iiber das Verhalten der Hydrogele bei Faserverstiarkung. Im Fall von Alginat fithren
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niedrige Fiillgrade (0,5 % w/v CeNF, 2% w/v PCL und 5% w/v PCL) nicht zu einem An-
stieg der komplexen Viskositét. Erst bei hoheren Fiillgraden kann die Viskositét deutlich
gesteigert werden, so dass beim hochsten Fiillgrad der Ausgangswert von 21 Pa-s um den
Faktor 10 bis 20 iiberschritten wird. Auch hier ist ein stédrkerer Einfluss von CeNF auf die

komplexe Viskositdt zu beobachten.
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Abbildung 3.16: Komplexe Viskositéit bei einer Kreisfrequenz von 1 rad/s im oszillatorischen
Frequenztest fiir die Hydrogele Alginat 3 %, Pluronic 20 % und eADF4(C16) 3 %. Unterschied-
liche Fiillgrade an CeNF (griine Balken) und PCL (blaue Balken) im Vergleich.

Im Fall von Pluronic fiihrt die Zugabe von Fasern zu einem linearen Anstieg der komplexen
Viskositéat von 7,3 kPa-s auf 12,2 kPa-s bei PCL und 18,9 kPa-s bei CeNF. Auffillig ist,
dass bereits der geringste Fiillgrad von CeNF zu einer hoheren komplexen Viskositét
(13,0 kPa-s) fiihrt als die maximale Konzentration von PCL. Dies zeigt einen stérkeren
Einfluss von CeNF auf das Verhalten der komplexen Viskositédt von Pluronic im Vergleich

zu den PCL-Fragmenten.

Ein dhnliches Verhalten kann bei den Gelen von eADF4(C16) beobachtet werden. Bereits
die Zugabe von 5% w/v PCL fiihrt zu einer Verdoppelung der komplexen Viskositidt von
1000 Pa-s im unverstarkten Gel auf 2000 Pa-s. Die Verdopplung der Faserkonzentration
auf 10 % w/v PCL erhoht diesen Wert zusdtzlich um den Faktor 2,5. Im Vergleich da-
zu fithrt die Zugabe von CeNF in diesem Gel zu einer maximalen komplexen Viskositét
von 2400 Pa-s bei 2% w/v CeNF im betrachteten Messbereich. Im systematischen Ver-
gleich zwischen niedrigem, mittlerem und hohem Fiillgrad hat PCL somit einen stérkeren
Einfluss auf die komplexe Viskositéit des Komposits. Bei Betrachtung der absoluten Faser-
konzentration zeigen die CeNF eine hohere Effektivitit bei der Erhohung der komplexen
Viskositét, da hier bereits mit 2% w/v Fasereinsatz eine Erhohung um den Faktor 2,5

erreicht werden kann.

78



Ergebnisse

FlieBverhalten im oszillatorischen Amplitudentest

Die Auswertung der Amplitudentests (Abbildungen 3.17, 3.18 und 3.19) zeigt fiir die un-
tersuchten Systeme ebenfalls ein scherverdiinnendes Verhalten, wobei die Plateauwerte
des Speichermoduls um mehrere Groflenordnungen auseinander liegen. Fiir kleine Ampli-
tuden (unter 1% Deformation) ergeben sich Werte fiir den Speichermodul von Pluronic
iber 10 kPa und von eADF4(C16) bei 1 kPa, wihrend reines Alginat Werte um 40 Pa
erreicht. Durch Zusatz von 10 % w/v PCL oder 2% w/v CeNF kann der Speichermodul

von Alginat auf iiber 1 kPa erhoht werden.
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Abbildung 3.17: Speicher- und Verlustmodul in Abhéngigkeit der Deformation im oszillatori-
schen Amplitudentest von unverstérktem 3 % Alginat (Kontrolle) und faserverstirktem Hydro-
gel mit 2% w/v, 5% w/v und 10 % w/v PCL-Fragmenten und 0,5 % w/v, 1% w/v und 2% w/v
CeNF.

Die Zugabe von Fasern fiihrt bei allen Proben zu einer Erhéhung des Speichermoduls.

Ohne Faseranteil liegt der Verlustmodul des Alginats iiber dem Speichermodul, in die-
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sem Zustand dominieren also die Eigenschaften einer Fliissigkeit. Der Zusatz von 2 % w/v
und 5% w/v PCL sowie 0,5% w/v CeNF erhoht die Absolutwerte des Speichermoduls,
der Verlustmodul tiberwiegt weiterhin. Erst bei 1% w/v CeNF tritt der Grenzfall ein,
bei dem der Speichermodul bei geringen Verformungen unter 3 % iiber dem Verlustmodul
liegt. Bei maximalem Faseranteil ist sowohl bei PCL als auch bei CeNF Festkorperver-
halten zu beobachten. Hier liegen die Speichermoduln in beiden Féllen iiber 1 kPa und
damit deutlich iiber dem Verlustmodul. Die PCL-Fasern fithren jedoch zu einem deutlich

fritheren Erreichen des Sol-Gel-Punktes, bereits bei 3% Deformation, wahrend dieser bei

CeNF erst bei 30 % Deformation erlangt wird.
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Abbildung 3.18: Speicher- und Verlustmodul in Abhéngigkeit der Deformation im oszilla-
torischen Amplitudentest von unverstirktem 20 % Pluronic (Kontrolle) und faserverstirktem
Hydrogel mit 2% w/v, 5% w/v und 10 % w/v PCL-Fragmenten und 0,5% w/v, 1% w/v und

2% w/v CeNF.
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Der Graph des Speichermoduls von Pluronic, aufgetragen gegen die Deformation, weist
scherverdiinnendes Verhalten auf. Bei geringer Deformation ist ein ausgeprégter linear-
viskoelastischen Bereich (LVE-Bereich) erkennbar, mit einem deutlichen Abfall des Spei-
chermoduls bei Uberschreiten der kritischen Amplitude. Eine Erhchung des Fiillgrades
steigert den Speichermodul im LVE-Bereich von 1,14+0,7 kPa im reinen Hydrogel auf
2,0+ 1,0 kPa bei 10 % w/v PCL-Faseranteil, bzw. auf 2,0+ 0,7 kPa bei 2% w/v CeNF,
was einer Erhohung von ca. 80 % entspricht. Ein Vergleich mit den gleichen Fiillgraden bei
Alginat zeigt eine Erhohung des Speichermoduls von 40 4 13 Pa auf 1,2 + 0,3 kPa fiir PCL
und 1,3 + 0,04 kPa fiir CeNF. Fiir beide Fasersysteme entspricht dies einer Erhéhung um
~3000 %. Damit wird gezeigt, dass durch die Zugabe von morphologisch und chemisch
unterschiedlichen Fasern aus PCL und Cellulose dhnliche Werte fiir den Speichermodul

im LVE-Bereich in beiden Hydrogelsystemen erreicht werden.

10000 3
= ]
& ]
%‘ 1 i =
: 1000 3 =
45 E —rz‘n', ' \:}\é\‘
i - i‘-%-i?-ﬁ-@ﬁ—ﬁ—g-ﬂ—f-ﬁ-ﬁ - = _)1\: \\\ \%
) B e e e NN —=— G’ Kontrolle
> P \\" N
\| 100 E o-n--o--o--o-o—o-i:t-n-n-n—ﬂ":’—a '|' T :{ -3~ G” Kontrolle
g ] | 2% @ PCL
U -
g 1 eADF4(C16)/PCL 2% G PCL
U) 10 T T T g T g T T T LELBLBLLLL —._5 % G’ PCL
0,01 0,1 1 10 100 1000 ~©-5% G”PCL
Deformation [%] ——10% G’ PCL
-0-10% G” PCL
100008 0,5 % G’ CeNF
— ] 0,5 % G” CeNF
A . —4— 1% G CeNF
Z 1000 T -A-19% G” CeNF
= ] 2 NI —— 2% G CeNF
E | RREFEEREREEs “A-99 G CeNF
E 100 E D'-Cb-ch-o--u-ﬂ-o-u-n-n-o-D‘D'D’B’
e .
E i
= - eADF4(C16)/CeNF
‘G
U)Q.‘ ]_0 T T Trrrmg T T T Trrrrmg T gy T LELLBLLLL
0,01 0,1 1 10 100 1000

Deformation [%)]

Abbildung 3.19: Speicher- und Verlustmodul in Abhéngigkeit der Deformation im oszillato-
rischen Amplitudentest von unverstirktem 3 % eADF4(C16) (Kontrolle) und faserverstiarktem
Hydrogel mit 2% w/v, 5% w/v und 10 % w/v PCL-Fragmenten und 0,5% w/v, 1% w/v und
2% w/v CeNF.
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Bei den eADF4(C16)-Proben liegt der Speichermodul ohne Faserverstirkung tiber dem
Verlustmodul, was auf eine Dominanz des Festkorperverhaltens im Bereich niedriger
Scherraten hinweist. Sowohl die Zugabe von PCL-Fragmenten als auch von CeNF erhoht
den Speichermodul, wobei der maximale Fiillgrad von PCL von 10 % w/v mit ca. 6 kPa
zu einem doppelt so hohen Wert fithrt wie die Zugabe von 2% w/v CeNF. In den beiden
anderen Hydrogelen auf Alginat- und Pluronic-Basis konnte dagegen ein stérkerer Einfluss

von CeNF auf das Verhalten der faserverstédrkten Hydrogele festgestellt werden.

Regenerationsverhalten

Anschlielend wird das Regenerationsverhalten der Hydrogele untersucht. Dafiir wird
(nach Abschnitt 2.2.6), ein weiterer oszillatorischer Messabschnitt mit geringer Ampli-
tude von 0,1 % durchgefiihrt und das Verhalten bei niedriger Belastung beobachtet. Dazu
werden die Zeitpunkte 10 Sekunden und 30 Sekunden nach Amplitudenreduktion betrach-
tet, und der jeweilige Speichermodulwert verglichen. Bei allen untersuchten Proben stellt
sich nach 30 s ein Plateauwert des Speichermoduls ein. Daraus ergibt sich ein Wert fiir
die Regeneration nach 10 s, ein Wert fiir die Regeneration nach 30 s und ein Wert fiir die
Geschwindigkeit der Regeneration aus der Differenz der beiden genannten Groflen. Der
jeweilige Plateauwert des LVE-Bereichs aus der vorherigen Messung wird als Referenz ge-
wertet und die prozentuale Abweichung bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind
in Abbildung 3.20 und die Auswertung in Abbildung 3.21 dargestellt.

Unverstiarktes Alginat 3 % regeneriert sich nach 10 s auf 88 % und nach 30 s auf 92 % des
Ausgangswertes. Die Zugabe von 2% w/v PCL-Fragmenten reduziert die Regeneration
im ersten Zeitabschnitt (0 bis 10 s) auf 63 %, nach 30 Sekunden werden 95 % erreicht.
Die Zugabe von 5% w/v PCL-Fragmenten reduziert die Werte zu beiden Zeitpunkten
auf 71% (10 s) bzw. 76 % (30 s). Bei der maximal untersuchten Konzentration an PCL-
Fragmenten von 10 % w/v werden nach 10 Sekunden noch 18 % des Ausgangswertes und
nach 30 Sekunden noch 21 % erreicht. Wie im Amplitudentest beschrieben, wird hier ein
hoherer Plateauwert als Ausgangspunkt festgelegt. Dieser wird nach Belastung nicht mehr
erreicht. Die Zugabe von CeNF zeigt eine dhnliche Tendenz. Eine Steigerung der CeNF
Konzentration bewirkt eine kontinuierliche Reduktion des Speichermoduls auf 67 % (10 s)
bzw. 78 % (30 s) bei 0,5 % w/v CeNF, weiter auf 51 % (10 s) bzw. 57 % (30 s) bei 1 % w/v
CeNF und auf 39% (10 s) bzw. 46 % (30 s) bei 2% w/v CeNF. Auffallend sind hier die
Abweichungen zwischen den Werten bei 10 s und 30 s. Die hochsten Differenzen werden
bei den niedrigsten Konzentrationen an PCL (32%) und CeNF (11%) erreicht. Eine
Erhohung des Fiillgrades fiihrt bei PCL zu einer Reduktion der Differenz zu den beiden
Zeitpunkten auf 5,8 % (5% w/v PCL) und 3% (10 % w/v PCL) wéhrend bei CeNF die
Werte stabil bei ca. 6 % bleiben.
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Abbildung 3.20: Regenerationsverhalten der unterschiedlichen Komposit-Hydrogele nach Be-

lastung durch den oszillatorischen Amplitudentest. Bei Sekunde 175 wird die angelegte Defor-

mation schlagartig reduziert und das Erreichen eines neuen Plateau-Wertes beobachtet.
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Die Hydrogele aus Pluronic zeigen je nach zugesetztem Fasersystem ein unterschiedliches
Verhalten. Die Zugabe von PCL fiihrt zum Zeitpunkt 10 Sekunden zu einer schrittweisen
Reduktion des Regenerationsverhalten von 78 % auf 70 % bzw. 63 %. Im Gegensatz dazu
tritt die groffte Abweichung vom urspriinglichen Verhalten von reinem Pluronic bei CeNF
bereits beim niedrigsten Fiillgrad auf. Die Zugabe von 0,5% w/v CeNF reduziert die
Regeneration auf 60 %, bei 1% w/v CeNF steigt der Wert auf 69 % vom Ausgangswert,
und bei 2% w/v CeNF {ibertrifft die Regeneration von 81 % bereits den Ausgangswert.
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Abbildung 3.21: Auswertung des Regenerationsverhalten der Komposit-Hydrogele nach Re-
duktion der Deformation im Anschluss an den oszillatorischen Amplitudentest. Verglichen wird

der Wert des Speichermoduls jeweils 10 und 30 Sekunden nach Reduktion der Deformation.
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Ein weiterer Unterschied wird in der Betrachtung der Differenz der Werte bei 10 und
30 Sekunden deutlich. Bei PCL steigt die Differenz bei hoheren Fiillgraden bis auf 8,2 %
an. Die CeNF reduzieren jedoch in allen Fiillgraden die Differenz auf Werte unterhalb
des Ausgangswertes von reinem Pluronic, was fiir eine schnellere Regeneration das Hy-
bridsystems spricht. Damit zeigen PCL und CeNF in diesem Hydrogelsystem génzlich
gegensitzliche Einfliisse bei Erhohung des Fiillgrades. Beide Systeme haben vergleichbare

Steigerungen des maximalen Plateauwertes des Speichermoduls zur Folge.

Mit einer Regeneration um 95 % nach 10 Sekunden und 97 % nach 30 Sekunden zeigt rei-
nes eADF4(C16) im Vergleich der Hydrogele die hochsten Regenerationswerte des Spei-
chermoduls zu diesen beiden Zeitpunkten. Die Zugabe von PCL-Fasern reduziert diese
Werte schrittweise 92/94 % bei 2 % w/v PCL und 85/87 % bei 5 % w/v PCL. Eine weitere
Erhohung der Faserkonzentration auf 10 % w/v hat einen drastischen Abfall der Regene-
rationswerte auf 26 % nach 10 Sekunden und 29 % nach 30 Sekunden zur Folge, wihrend
gleichzeitig der Plateauwert des Speichermoduls deutlich gesteigert werden kann. Die Ver-
wendung von CeNF fithrt bei allen Konzentrationen zu einer geringeren Regeneration,
folgt im Vergleich zu PCL keinem klaren Trend. Auch die Differenz der Werte zwischen
10 s und 30 s bleibt bei Zugabe der Fasern durchgéngig im Bereich von 1,9 % bis 3,5 %.

Flief3lverhalten im Rotationsversuch

Die Viskositat der unverstiarkten und faserverstarkten Komposit-Hydrogele wird im Scher-
ratenbereich von 106 1/s bis 10> 1/s im Rotationsversuch bestimmt. Eine Ubersicht der
Ergebnisse sortiert nach untersuchtem Hydrogel und zugesetztem Fasersystem ist in Ab-
bildung 3.22 dargestellt.

Bei unverstiarktem Alginat und der Mischung mit 2 % w/v und 5 % w/v PCL oder 0,5 % w/v
CeNF bleibt die Viskositét {iber einen weiten Scherratenbereich nahezu konstant und be-
ginnt im Bereich 0,1-0,5 1/s zu sinken. Der Zusatz von 10 % w/v PCL oder 1% w/v und
2% w /v CeNF fiihrt zu einem fritheren Ubergang zum scherverdiinnenden Verhalten be-
reits unterhalb von 0,001 1/s. Die stérkste Viskositdtsabnahme zeigt 2 % w/v CeNF von

iiber 10° Pa-s auf 10 Pa-s im betrachteten Scherratenbereich.

Die beiden Hydrogele aus Pluronic und eADF4(C16) unterscheiden sich in ihrem Ver-
halten von der unvernetzten viskosen Fliissigkeit aus Alginat. Die Bereiche konstanter
Viskositét sind hier kiirzer und weniger deutlich ausgepragt. Beide Hydrogelsysteme zei-
gen ein scherverdiinnendes Verhalten mit einem Abfall der Viskositit von 10° Pa-s auf

unter 10 Pa-s im untersuchten Bereich. Bei Pluronic beginnt die Scherverdiinnung bereits
bei 107* 1/s, bei eADF4(C16) erst bei 1073 1/s.
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Abbildung 3.22: Viskositdt in Abhéngigkeit von der Scherrate im RotationsflieBversuch fiir
die Hydrogele Alginat 3%, Pluronic 20 % und eADF4(C16) 3 %. Untersuchte Fiillgrade der
Faserverstiarkung 2 % w/v, 5% w/v und 10 % w/v PCL-Fragmente und 0,5% w/v, 1% w/v und
2% w/v CeNF mit unverstirkten Hydrogelen als Kontrolle.
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3.2.3 Rheologische Modellierung

Ausgehend von den beschriebenen rheologischen Messungen erfolgt eine viskoelastische
Modellierung charakteristischer Materialparameter auf der Basis des integrierten Burgers-
Modells (Abbildung 3.23), wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben. Dabei wurden die Messun-
gen der Frequenzversuche mit verschiedenen Modellen abgebildet, wobei das integrierte

Burgers-Modell geméif Tabelle 3.6 die beste Ubereinstimmung zeigt.

Rheologisches Modell Bestimmtheitsmafl R?
Maxwell 0,828
Kelvin-Voigt 0,639
Zener 0,924
Lethersich/Jeffreys 0,856
Burgers 0,952
integriertes Burgers 0,965

Tabelle 3.6: Vergleich des Bestimmtheitsmafles bei verschiedenen rheologischen Modellen fiir
Alginat und PCL.

Das integrierte Burgers-Modell leitet sich aus dem klassischen Burgers-Modell ab, be-
stehend aus einer Reihenschaltung eines Maxwell-Elements (Reihenschaltung einer Feder
mit Elastizitdtsmodul E; und eines Dampfers mit Viskositdt 7;) und eines Kelvin-Voigt-
Elements (Parallelschaltung einer Feder mit Elastizitatsmodul Es und eines DAmpfers mit

Viskositit 17,), wie in Gleichung 3.1 und 3.2 gezeigt.

M2
E1 LI

W3

Abbildung 3.23: Schematische Darstellung des Burgers-Modells.
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Burgers DEQ : c+A-c6+B-6=C-¢+D-¢€ (3.1)
Burgers Int DEQ : o1+ A-0+B-6=C-e+D ¢ (3.2)

Mit der Stammfunktion o; aus der zu Grunde liegenden Materialfunktion von o:

_E'/ -€- COS(Wt) n E// -€- s1n(wt) _ _i G (33)

w w w?

o1 —

Das integrierte Burgers-Modell erreicht dabei fiir alle verwendeten Materialkombinationen
R2-Werte zwischen 0,91 und 0,96. Abbildung 3.24 zeigt die Auswertung der berechneten
Werte fiir die E-Moduln der Federelemente und die Viskositdten der Dampfer.
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Abbildung 3.24: Rheologische Modellparameter des integrierten Burgers-Modell in Abhéngig-
keit des Fiillgrads der Faserverstiarkung fiir die Hydrogele aus Alginat und Pluronic. A: Elasti-
zitdtsmoduln E; und Es in Pluronic. B: Elastizititmoduln E; und Es in Alginat. C: Dampfer-

viskositédten n; und 72 in Pluronic. D: Dampferviskositéiten 7; und 7, in Alginat.
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Bei allen charakteristischen Parametern ist ein konsistenter Anstieg bei Beladung der
Hydrogele mit Fasern zu erkennen, unabhéngig davon, ob PCL oder CeNF verwendet wird.
Eine Betrachtung des Fiillgrades, eingeteilt in gering (PCL: 2% w/v, CeNF: 0,5 % w/v),
mittel (PCL: 5% w/v, CeNF: 1% w/v) und hoch (PCL: 10 % w /v, CeNF: 2% w/v), zeigt
ein sehr dhnliches Verhalten der untersuchten Modellparameter fiir beide Fasersysteme in
Alginat und Pluronic. Dies fiihrt zu der Hypothese, dass aufgrund der scherrheologischen
Daten und der viskoelastischen Modellierung ein &hnliches rheologisches Verhalten beider

Fasersysteme auch wéahrend des Druckprozesses zu erwarten ist.

Ein Vergleich der Hydrogele Alginat 3% und Pluronic 20 % zeigt ein unterschiedliches
Verhalten bei steigendem Fiillgrad. Wahrend bei Alginat ein stetiger Anstieg der Modell-
parameter mit zunehmendem Fiillgrad zu beobachten ist, ergibt bei Pluronic ein asympto-
tisches Verhalten. Eine weitere Erhohung der Faserkonzentration iiber 0,5 % w/v CeNF
und 2 % w/v PCL-Fragmente fithrt zu keinem weiteren Anstieg der Werte der Modellpara-
meter. Ein weiterer Unterschied ist, dass bei Alginat der Elastizitdtsmodul der Maxwell-
Feder (£7) dominiert, wéhrend bei Pluronic die Federkonstante des Kelvin-Voigt-Elements
(Es) einen stirkeren Einfluss ausiibt. Diese Beobachtung ist auf den eher fliissigen Cha-
rakter der unvernetzten Alginatlosung und das stérker ausgepriagte Festkorperverhalten

des Pluronic Hydrogels zuriickzufiihren.

Die charakteristische Zeit wird als quantifizierbare Grofle verwendet, um den Einfluss
der Fasersysteme auf die jeweiligen Maxwell- und Kelvin-Voigt-Elemente aufzuzeigen.
Dabei wird die charakteristische Zeit fiir alle Materialkombinationen durch Division der
Dampferviskositét durch den entsprechenden Elastizitdtsmodul (Maxwell oder Kelvin-
Voigt) nach Gleichung 3.4 berechnet.

charakteristische Zeit 7 = % (3.4)

Wie in Abbildung 3.25-B zu erkennen ist, wird die charakteristische Zeit der Maxwell-
Elemente in Alginat durch den Zusatz von CeNF um mehrere Gréfenordnungen erhoht.
Dieser Effekt ist auch bei der Zugabe von PCL-Fasern zu beobachten, allerdings erst bei
deutlich héheren Fiillgraden. Die charakteristische Zeit des Kelvin-Voigt-Modells wird
jedoch in beiden Féllen kaum beeinflusst. Fiir Pluronic kann weder fiir die charakteristi-
sche Zeit des Maxwell-Elements noch fiir die des Kelvin-Voigt-Elements eine mafigebliche

Anderung durch die Zugabe der beiden Fasersysteme beobachtet werden.
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Abbildung 3.25: Charakteristische Zeiten des Maxwell- und Kelvin-Voigt-Elements in
Abhingigkeit des Fiillgrads der Faserverstirkung von 2% w/v, 5% w/v und 10% w/v PCL-
Fragmenten und 0,5 % w/v, 1 % w/v und 2 % w/v CeNF fiir die Hydrogele aus (A) Pluronic 20 %
und (B) Alginat 3 %.

3.2.4 Einfluss der PCL-Fragmente auf die Strangverbreiterung

Um die Ergebnisse der Scherrheologie und deren Modellparameter mit dem tatséchlichen
Druckverhalten in der Praxis vergleichen zu kénnen, wird ein Messaufbau zur Bestimmung
des zeitabhéngigen FlieBverhaltens des gedruckten Hydrogelstranges konzipiert. Dazu wer-
den alle Materialkombinationen mit drei verschiedenen Geschwindigkeiten verdruckt und
fiir die unverstirkten Hydrogele jeweils 1000/2000/3000 mm/min festgelegt. Zusammen
mit dem bereits ermittelten Durchsatz aus Abschnitt 2.2.10 ergibt sich daraus der xk-Wert.
Dieser Wert ist nach Gleichung 3.5 definiert als Quotient aus Durchsatz () und Druckge-
schwindigkeit vp,..ex und stellt die theoretische Querschnittsfliche des gedruckten Stranges

dar.

K= ¢ (3.5)

UDruck

Damit alle Proben mit den gleichen x-Werten gedruckt werden kénnen, wird die Druck-
geschwindigkeit an den jeweils ermittelten Durchsatz angepasst. Zur Auswertung des
zeitabhéngigen Verhaltens der gedruckten Striange wird der Aufbau des Biodruckers modi-
fiziert und mit einer Kamera auf der Oberseite des Druckers ausgestattet, wie in Abbildung

3.26 dargestellt. Die Kamera wird senkrecht zum Druckbett ausgerichtet, um die gedruck-
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ten Proben von oben analysieren zu konnen. Dazu wird zusétzlich eine Neonrohre auf der
Vorderseite des Druckers in Hohe des Druckbettes installiert. Das Druckbett besteht aus
einer umgedrehten Petrischale aus Glas, auf deren Oberseite die Hydrogelstringe abgelegt
werden. An der Unterseite der Petrischale wird ein Spiegel in einem Winkel von 30 Grad
bis 45 Grad angebracht, um das Licht der Neonrchre genau in den Druckbereich senkrecht

zur Kamera zu reflektieren.
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Abbildung 3.26: Schematische Darstellung des Aufbaus (A) fiir die Aufnahme des Strangflie-
Bens von Hydrogelen auf einem modifizierten Druckbett im Querschnitt. Der gedruckte Strang
wird iiber einen Spiegel von der Lichtquelle im Hintergrund beleuchtet, so dass die Kamera die
Bewegung der Randbereiche des Strangs genau verfolgen kann. Zeitliche Verdnderung eines vis-
kosen gedruckten Stranges im Querschnitt (B) und in der Draufsicht (C) zum Druckzeitpunkt

to, nach der Zeit t, und nach unendlicher Zeit ..

Durch diese Anordnung wird ein starker Kontrast an den Réandern der gedruckten Strange
erzeugt, der den Einsatz einer Software (Kinovea) zur automatisierten Verfolgung der Be-
wegung ermoglicht. Damit ist eine digitale Erfassung und Analyse der Strangbewegung
mit einer Auflésung im Bereich von 100 pm moglich. Dazu werden in den erzeugten
Videoaufnahmen Fixpunkte an den Réndern der gedruckten Stringe senkrecht zur Abla-
gerichtung gesetzt, um die initiale Strangbreite zu bestimmen. Nach Vorgabe der Rand-
punktbedingungen zwischen gedrucktem Strang und Druckbett kann die Software die
Bewegung dieser Punkte selbstdndig verfolgen und die daraus resultierenden Abstédnde
berechnen. Die zeitliche Entwicklung dieser Abstdnde wird fiir mindestens 40 Sekunden
nach dem Druck aufgezeichnet und fiir jede Probe dreimal durchgefiihrt. Aus diesen Wer-
ten, in Abhéngigkeit von den k-Werten, kénnen Riickschliisse auf das FlieBverhalten der

untersuchten Hydrogelstriange unmittelbar nach dem Druck gezogen werden.
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Es werden zwei unterschiedliche Ansétze untersucht, zum einen werden bei konstantem
Fiillgrad sechs verschiedene Werte fiir k getestet, zum anderen wird bei konstantem x der
Fiillgrad variiert, um nur den Einfluss der Fasern auf die Formstabilitdt zu untersuchen.
Fiir die mathematische Beschreibung des FlieBverhaltens des gedruckten Strangs wird ein
neuer Ansatz auf Basis einer Exponentialfunktion (Gl. 3.6) etabliert und um die Faktoren

Strangbreite nach unendlich langer Zeit und Zeitverzégerung erweitert.

t

dt) =de — Ad -7 (3.6)

In dieser Form steht d(t) fir die zeitabhéngige Breite des gedruckten Stranges, d, fiir die
Strangbreite im Gleichgewicht nach unendlich langer Zeit und 7 fiir die bereits beschrie-
bene charakteristische Zeit. Der Faktor Ad wird als zusétzlicher Parameter eingefiihrt,
um die zeitliche Verzogerung der Datenerfassung gegeniiber des tatsédchlichen Beginn des

Drucks auszugleichen.

Der proportionale Zusammenhang zwischen x und d(¢) wird in allen Versuchen deutlich.
Ein héherer Wert fiir x fithrt dabei auch immer zu einer grofleren zeitabhéngigen Strang-
breite. Die Grofle x kann daher auch als Maf fiir die Querschnittsflache des gedruckten
Stranges interpretiert werden und spielt damit eine zentrale Rolle bei der systematischen
Analyse der Druckergebnisse von Hydrogelen. Mit diesem einfachen Ansatz kénnen pra-
xisnahe Druckversuche mit leicht zugénglichen Messwerten aus der Rheologie korreliert

werden.

Wie in Abbildung 3.27-C zu sehen ist, zeigen die Mischungen aus Alginat und PCL-
Fragmenten eine deutliche Abhéngigkeit der Strangbreite von der Zeit und damit ein
dhnliches Verhalten wie das unverstirkte Alginat (3.27-A). Die Strangbreite nimmt mit
der Zeit deutlich zu bis ein Plateauwert erreicht wird und sich ein Gleichgewichtszustand
zwischen schwerkraftinduziertem Flielen und der Oberflichenspannung des Materials ein-
stellt.

Der Effekt der Fasern wird beim Vergleich der beiden maximalen Fiillgrade (Abb. 3.27
B&D) mit der reinen Alginatlosung (Abb. 3.27-A) deutlich. Zum einen wird die initiale
Strangbreite bei t =0 kleiner, zum anderen wird aber in beiden Féllen auch die Strang-
breite im Gleichgewichtszustand d., deutlich reduziert. Dieser Effekt ist jedoch bei Zugabe
von CeNF stirker ausgeprigt als bei Zugabe von PCL-Fragmenten.

92



Ergebnisse

Alginat Pluronic

K-Werte —® 3,416 1,404 0,711 K-Werte — ® 1,746 0,882 0,586
[nm?] ° 1,929 1,314 e 0,482 [mm?] o 1,362 0711 e 0,472
61 A T D
g = L T o
: J [ A —
.E. .... $000000 9% E 2
g 4] * et i LI T T T IS LY T LYY T gt i
= T T ITTT = 1
: 2 .;—..o'"f'” B = =3
av] =1k <
= . &
n 1 &3
0+——r——7———"rr——"T+rr— g
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [s] Zeit [s]
61 B E
E 51 PR
= 1 g
I_“ 4 7 ‘,_‘ TN LTy LTS T TPy Y PN T T T YA I T T LT ol o
-% 1 T L6 000000898 694600004 00052004 4:’_) .7.:‘;.,.0..0..0.1_.0..0.;,..'0.. .':t.. *
1‘10 PYSRLIIIIIRLI S ALl 11 1 IR ATTRFEPSVIETL Ll 'ﬂ;C 1
5 2 ) =) A I T T I TTI17S TRl TT T L XTs 1L
;:/ 4 Caes T E " - 00004%50%00 * YTl FLLLS
A 17 22
O T T T T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [s] Zeit [s]
4 __ (et
6 : C F 7.”.'."..'L.. - :.000000‘
E % g 2 A -_.::...u 11t
E ) wu"”’“l’“ .E, 0"
@ 41 coareocs®” ) .ﬁJ
PR = GBI
L 3 1 te¢e00ee .’"....‘ - L
jaf) L3 Yyl {1 —
@ J .,000. ﬁ? 1 111 s
X 9. 20 B Ovs - LI LLlataLay I
ao] ] < LA ELPYPROL
= ! L 55e9e00006089440000404400 = =
= 1 seetteeeetitedeedneteniateleset B IAN =
8] @8]
0 ||||||||||||||||||||| O T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 3.27: Zeitliche Entwicklung der Strangbreite nach dem 3D-Drucken fiir vordefinier-
te k-Werte. Dargestellt sind unterschiedlichen Fiillgrade der Faserverstirkung fiir Alginat 3 %
(A;B;C) und Pluronic 20 % (D;E;F). Verglichen werden die unverstérkten Hydrogele (A&D) mit
dem jeweils maximalen Fiillgrad an Faserverstirkung von 2% w/v CeNF (B&E) und 10 % w/v
PCL-Fragmenten (C&F).
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Im Gegensatz dazu zeigt Pluronic bereits ohne Fasern eine sehr gute Formstabilitit (Abb.
3.27-D), die auch bei Variation der x-Werte konstant bleibt und sich durch die Zugabe
von CeNF nicht verandert (Abb. 3.27-E). Die Zugabe von PCL fiihrt jedoch zu einem an-
deren Verhalten. Wihrend sich CeNF und PCL in der Auswertung der scherrheologischen
Untersuchungen sehr dhnlich verhalten, fiihrt die Zugabe von PCL zu Pluronic in den
Druckversuchen zu einem Verlust der Formstabilitat des Hydrogels wie in Abbildung 3.28
gezeigt. Nach einer Zeitverzogerung von ca. 5 s ist bei PCL-Konzentrationen von 5 % w/v
und 10 % w/v und x-Werten iiber 0,8 ein deutliches FlieBen des gedruckten Stranges zu
beobachten.

Abbildung 3.28: Zeitliche Entwicklung eines gedruckten Konstrukts aus Pluronic 20 % mit
Zugabe von 10 % w/v PCL-Faserfragmenten. Im Zeitintervall von 20 s kollabiert der gedruckte
Hohlzylinder komplett und bildet einen Tropfen.

Dieser bis dato nicht beschriebene Effekt kann aus den scherrheologischen Daten nicht vor-
hergesagt werden. Obwohl rheologische Untersuchungen ein wertvolles Werkzeug zur Cha-
rakterisierung des FlieBverhaltens von Hydrogelen sind, kénnen sie bei der Ubertragung
auf das praxisnahe Druckverhalten Limitierungen aufweisen. Insbesondere die Wahl der
jeweiligen rheologischen Untersuchungsmethode (Scherrheometer, Kapillarrheometer...)
hat einen starken Einfluss auf die Qualitat der Ergebnisse. Diese kénnen im Modell stark
von den tatsdchlichen Bedingungen abweichen, denen das Hydrogel in der Anwendung
ausgesetzt ist. Dariiber hinaus kénnen solche Experimente nur begrenzte Informationen
iiber das Verhalten von Hydrogelen unter dynamischen Bedingungen liefern, wie sie bei
der spéteren Reifung im Bioreaktor auftreten. Daher ist es wichtig, dass bei der Entwick-
lung von Hydrogelanwendungen sowohl rheologische Untersuchungen als auch praxisnahe
Experimente durchgefiihrt werden, um ein umfassendes Verstéindnis des Verhaltens unter

realen Bedingungen zu erlangen.

94



Ergebnisse

3.3 Analyse der Fragment-Zell-Interaktion

3.3.1 Biofunktionalisierung von PCL-Faserfragmenten

Neben dem Einfluss der Faserfragmente auf die rheologischen Eigenschaften der Biotinten
und die erzielbaren Druckergebnisse spielt die Wechselwirkung der Matrix mit den einge-
setzten Zellen eine wichtige Rolle fiir die Anwendung in der Biofabrikation. Im Folgenden
werden verschiedene Arten der Zell-Faser-Interaktion néher betrachtet, um den Einfluss
der Fasern auf das Verhalten und das Uberleben der Zellen zu untersuchen (Abb. 3.29).
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Abbildung 3.29: Reprisentative Aufnahmen der Zellbesiedlung auf unterschiedlich beschich-
teten PCL-Fragmenten auf einem Tragervlies. Verglichen wird die (A) Kontrollgruppe mit (B)
unbeschichteten, (C) plasmabehandelten, (D) fibronektin- und (E) kollagenbeschichteten Faser-

fragmenten.
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Durch eine Modifikation der Oberfliche der Faserfragmente kann die Wechselwirkung
sowohl mit der Hydrogelmatrix als auch mit verschiedenen Zelltypen beeinflusst wer-
den. Im Folgenden wird die im Abschnitt 2.2.5 beschriebene Oberflichenbeschichtung
mit Kollagen Typ 1 untersucht, sowie mit einer einfachen Plasmabehandlung und einer
Fibronektinbeschichtung verglichen. Zum Vergleich der Zellviabilitdat auf unterschiedlich
beschichteten PCL-Oberflichen werden aus elektrogesponnenem PCL-Vlies geschnitte-
ne Stiicke mit Kollagenlosung funktionalisiert. Anschliefend werden die Oberflichen mit
Zellsuspensionen gleicher Konzentration inkubiert und nach 22 Stunden mittels Lebend-

/Tot-Farbung untersucht.

Die Ergebnisse der Auswertung sind in Abbildung 3.30 dargestellt und zeigen eine deutlich
verringerte Zellviabilitdt von ca. 27 % auf unbehandelten PCL-Vliesen im Vergleich zur
Positivkontrolle einer beschichteten Zellkulturplatte. Die Behandlung der Oberflache mit
Plasma erhoht den Anteil der iiberlebenden Zellen auf 47,54+11,5% und damit auf etwa
das Doppelte der unbeschichteten Oberfliche. Durch die Beschichtung mit Fibronektin
und Kollagen kann der Anteil lebender Zellen weiter auf 66,4+12,8 % (Fibronektin) bzw.
70,8+6,1 % (Kollagen) gesteigert werden, wobei die Beschichtung mit Kollagen hier die
hochsten Werte mit der geringsten Standardabweichung aufweist. Darauf aufbauend wird
die Kollagenbeschichtung in diesem Abschnitt ndher charakterisiert und als Standard fiir

alle folgenden Zellkulturversuche verwendet.
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Abbildung 3.30: Zellviabilitdt von BALB/3T3-Fibroblasten auf PCL-Faserfragmenten mit
unterschiedlicher Beschichtung (unbeschichtet/Plasma/Fibronektin/Kollagen) im Vergleich zur
beschichteten Zellkulturplatte als Positivkontrolle (n=7).

Zur Validierung der Kollagenbeschichtung werden EDX- und FTIR-Analysen durchgefiihrt.
Die einzelnen Schritte der Beschichtung sind in Abbildung 3.31 dargestellt.
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Abbildung 3.31: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte und der beteiligten chemi-
schen Gruppen bei der Kollagenbeschichtung von PCL-Faserfragmenten.

Da Wasserstoff in der Rontgenphotoelektronenspektroskopie kein Signal erzeugt, bleiben
die Elemente Kohlenstoff und Sauerstoff, um die Reinheit der PCL-Oberflache zu bestim-
men. Diese sind im Spektrum der reinen PCL-Oberfliche in Abbildung 3.32 bei 284 eV
(Kohlenstoff) und 540 eV (Sauerstoff) deutlich zu erkennen.
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Abbildung 3.32: EDX-Analyse der PCL-Faserfragmente vor und nach dem ersten Prozesschritt
der Beschichtung, der Behandlung mit 1,6-Hexandiamin. Markierungen bei 284 eV (Kohlenstoff),
400 eV (Stickstoff) und 540 eV (Sauerstoff).
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Zusétzlich kann mit Hilfe der Rontgenphotoelektronenspektroskopie der erste Schritt der
Beschichtung mit Aminogruppen auf der Oberfliache verifiziert werden. Nach der Reaktion
mit 1,6-Hexandiamin und den anschliefenden Waschschritten kann ein zusétzlicher Peak
bei 400 eV beobachtet werden, der charakteristisch fiir die Anwesenheit von Stickstoff auf
der Probenoberfliche ist.[130] Eine Quantifizierung der Messungen ergibt einen Anteil
von 5,9 % Stickstoff nach der Behandlung im Vergleich zu 0% nachweisbarem Stickstoff

vor der Behandlung.

Der Nachweis der erfolgreichen Beschichtung der PCL-Oberfliche mit Kollagen erfolgt
mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektrometrie (FTIR) (Abb. 3.33). Wie in Ab-
schnitt 2.2.12 beschrieben, werden unbeschichtete PCL-Proben mit Proben nach dem
letzten Reinigungs- und Trocknungsschritt vermessen und miteinander verglichen. Die
charakteristischen Banden fiir PCL liegen bei den Wellenzahlen 2945 cm ™! und 2866 cm™?
fiir die C-H-Streckschwingung, bei 1720 ecm™! (Streckschwingung der Carbonylgruppen,
C=0), 1295 cm™! (C-O-Streckschwingung) und bei 1240 cm™! bzw. 1168 cm™! fiir die
Deformationsschwingung der C-O-C-Bindung.[131]
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Abbildung 3.33: FTIR-Analyse von (A) unbeschichteten PCL-Fasern, (B) beschichteten PCL-
Fasern und (C) reinem Kollagen. Die charakteristischen Banden fiir Kollagen liegen bei den
Wellenzahlen 3299 cm ™', 1647 cm™! und 1534 cm ™!,

Die fiir PCL angegebenen Schwingungen koénnen sowohl bei den unbeschichteten als auch
bei den beschichteten Proben nachgewiesen werden. Daraus kann geschlossen werden, dass
sich die PCL-Oberfliche durch die chemische Modifikation nicht grundlegend veréndert.
Durch die Beschichtung mit Kollagen Typ 1 werden weitere Schwingungsbanden an den

Positionen 3299 cm™!, 1647 cm™! und 1534 cm™! detektierbar. Diese kénnen den von
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Kollagen bekannten Schwingungsbanden Amid A, Amid [ und Amid IT zugeordnet werden,

was die Anwesenheit von Kollagen auf der Faseroberfliche bestétigt.[132]

Neben der chemischen Zusammensetzung der Oberfliche wird die Morphologie der Faser-
fragmente vor und nach dem Beschichtungsprozess rasterelektronenmikroskopisch unter-
sucht und in Abbildung 3.34 repréasentativ dargestellt. Ein Vergleich der unbeschichteten
und beschichteten Proben zeigt die Unversehrtheit der strukturellen Integritéat der PCL-
Fragmente nach der Modifikation.

Abbildung 3.34: REM-Analyse der vereinzelten PCL-Fragmente (A) vor und (B) nach der
Kollagenbeschichtung. Représentative Aufnahmen von (C) Kollagenfibrillen auf der Oberfléche
der PCL-Fragmente sind mit Pfeilen markiert.
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Zusétzlich sind nun feinere faserartige Strukturen auf der zuvor glatten Faseroberfliche
nachweisbar. Diese kénnen dem verwendeten Kollagen Typ 1 zugeordnet werden, da die
Bildung von Nanofibrillen mit einem Durchmesser von 50-500 nm als morphologisches

Merkmal dieses Kollagentyps gut dokumentiert ist.[133]

Ein wichtiger Faktor fiir die Wechselwirkung der Faserfragmente bei der spéteren An-
wendung im Hydrogel und im direkten Kontakt mit Zellen ist die Hydrophobizitiat der
Oberfliche. Wéhrend stark hydrophobe Partikel in wissriger Umgebung (im Hydrogel
ist der Wasseranteil grofler 90 %) stark zur Agglomeration neigen, kénnen hydrophile
Partikel stabil im Medium gemischt und verteilt werden. Kontaktwinkelmessungen von
unbeschichteten PCL-Fasern als Vlies nach dem Spinnen ergeben Winkel von 12941 Grad
(n=10) und damit stark hydrophobe Oberflichen. Ein Vergleich mit Fasern nach der Kol-
lagenbeschichtung (Abbildung 3.35) zeigt die Abnahme der Hydrophobizitét bis hin zu

einer vollsténdig benetzbaren Oberfliche mit nicht mehr messbaren Kontaktwinkeln.

Die vorgestellten Messungen bestétigen den Erfolg des entwickelten Verfahrens zur Ober-
flachenbeschichtung der PCL-Faserfragmente mit Kollagen. Damit steht fiir die weite-
ren Zellkulturversuche eine attraktive bioaktive Oberfliche mit zusétzlichen Interakti-
onsmoglichkeiten fiir Zellmembranoberflichenproteine zur Verfiigung. Dariiber hinaus bie-
tet die Beschichtung durch die Verringerung der Hydrophobizitéit weitere Vorteile in der
Weiterverarbeitung. So wird die Gefahr der Agglomeratbildung in der wéssrigen Umge-

bung des Hydrogels reduziert.

Abbildung 3.35: Repriisentative makroskopische Aufnahmen der Kontaktwinkelmessung von
(A) unbeschichteten und (B) kollagenbeschichteten PCL-Vliesen.
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3.3.2 Adhéision und Zellviabilitit

Adhésionsexperimente mit BALB/3T3-Fibroblasten werden, wie unter 2.2.14 beschrieben,
durchgefiihrt. Dazu werden die Zellen zunéchst mit PCL-Fasern in Medium inkubiert und
im Uberkopfschiittler geschiittelt, anschlieBend zentrifugiert und auf Zellkulturplatten kul-
tiviert. Abbildung 3.36 zeigt die Interaktion von BALB/3T3-Fibroblasten mit einzelnen

PCL-Faserfragmenten und Faserbiindeln im Adhésionsexperiment.

Abbildung 3.36: Reprisentative fluorenszenzmikroskopische Aufnahmen von BALB/3T3-
Fibroblasten nach 72 Stunden in Kontakt mit PCL-Faserfragmenten.

Eine weitere Beobachtung bei diesen Versuchen ist die erhhte Mortalitéit von Zellen, die
an mehreren Fasern adhérieren (Abbildung 3.37). Diese sind bei der Ausbringung auf die
Zellkulturplatte und den nachfolgenden Waschschritten durch die Relativbewegung der

Fragmente zueinander hohen Scherkréiften ausgesetzt.

Abbildung 3.37: Représentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von BALB/3T3-
Fibroblasten nach 72 Stunden in Kontakt mit PCL-Faserfragmenten. Zellen, die an mehreren

Fasern gleichzeitig anhaften, zeigen eine erhohte Zellmortalitét.
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Eine Zelladhésion vor dem eigentlichen Druckvorgang wird aus diesem Grund nicht emp-
fohlen. Bei den Druckversuchen kommen Fasern und Zellen daher erst kurz vor dem
Druckvorgang in Kontakt. Im Vergleich zu den BALB/3T3-Zellen lassen die deutlich
groBeren BJ-Fibroblasten auch Riickschliisse auf die Morphologie der Zellen in Kontakt
mit den Faserfragmenten zu. Die Positivkontrolle ohne Fasern in Abbildung 3.38-A zeigt
ein gutes Zellwachstum und die Ausbildung stabiler Zell-Zell-Interaktionen mit einem ge-
ringen mittleren Aspektverhéltnis von 2,1+ 1,1um (lingste Achse geteilt durch kiirzeste
Achse der Zelle, n=25) in der Morphologie einzelner Zellen.

Bei Zellen, die zuvor mit Fasern inkubiert wurden (Abb. 3.38-B), ist eine Ausdehnung des
Zellkorpers entlang der Faserachsen zu beobachten. Die untersuchten Zellen interagieren
hier iiberwiegend mit mehreren Faserfragmenten oder kleineren Aggregaten. Die Interak-
tion mit einzelnen Fasern auflerhalb der Aggregate fiihrt zu einer ausgeprigten Streckung
des Zellkorpers entlang der Faserachse und dariiber hinaus. Dabei werden Absténde von
bis zu 100 pm iiberbriickt und mittlere Aspektverhdltnisse von 10,8 +4,7um (n=25) er-

reicht.

' 1000 jim \ I 500 jm \

Abbildung 3.38: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von BJ-Fibroblasten
nach 72 Stunden auf (A) beschichteten Zellkulturplatten und (B) in Kontakt mit PCL-

Faserfragmenten.
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3.3.3 Zeitliche Entwicklung der Interaktion von Tumorzellen

mit PCL-Faserfragmenten

Zur Untersuchung der zeitlichen Entwicklung der Zell-Faser-Interaktion werden Mela-
nomzellen mit FUCCI (fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator) Modifikation
verwendet und iiber einen Zeitraum von 3 Tagen alle 17 Minuten fotografiert. Die Zellen
werden, wie in Abschnitt 2.2.14 beschrieben, auf beschichteten Zellkulturplatten kulti-
viert. So kénnen sie wahlweise mit einer attraktiven planaren Oberfliche oder mit der
Morphologie der PCL-Faserfragmente interagieren. Ausschnitte aus den dabei entstan-
denen Zeitraffervideos wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Klinische Neu-
robiologie des Universitéitsklinikums Wiirzburg erstellt und sind in Abbildung 3.39 und
Abbildung 3.40 dargestellt.

Abbildung 3.39: Reprisentative Fluoreszenz-Zeitrafferaufnahmen der Interaktion von FUCCI-
Tumorzellen mit PCL-Faserfragmenten. Die Aufnahmezeitpunkte sind in jedem Bild angegeben.
Griine Zellen befinden sich in der Ruhephase, rot fluoreszierende Zellen in der Proliferations-
phase. Nach 12 Stunden wurde die Belichtung korrigiert, daher weicht die Aufnahme bei Stunde

0 farblich von den anderen ab.

In Abbildung 3.39 ist zu Beginn eine gleichméfige Verteilung einzelner Zellen in un-

terschiedlichen Zellzyklusstadien zu erkennen. Im Verlauf der untersuchten 72 Stunden
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kommt es zu einer Anheftung der einzelnen Zellen an PCL-Faserfragmente und zur Bil-
dung erster kleiner Aggregate aus wenigen Zellen an mehreren Fasern. Diese Zellaggregate
wachsen und wandern im Medium, nehmen weitere Faserfragmente auf und fusionieren
bei Kontakt mit anderen zellbeladenen Aggregaten. Durch diese Form der Selbstassem-
blierung nimmt die Anzahl der beobachtbaren Zellaggregate mit der Zeit stetig ab, die
verbleibenden nehmen jedoch deutlich an Groie zu. Am Ende des Experiments sind nur
noch wenige sehr grofle Aggregate mit bis zu 100 Zellen pro Aggregat vorhanden.

Eine detaillierte Betrachtung des Verhaltens einzelner Zellen ist in Abbildung 3.40 moglich.
Auch hier sind zu Beginn des Versuchs nur sehr wenige Zellen zu erkennen, die sich vor-
wiegend in der Ndhe der Faserfragmente befinden. In den ersten Stunden kann beobachtet
werden, wie einzelne Zellen auf die Oberflache der Zellkulturschale wandern und dabei
Fasern aufnehmen mit denen sie in Kontakt kommen. Im Laufe von 36 Stunden bilden sich
Cluster aus Zellen und Fasern, die kontinuierlich weitere Zellen aufnehmen. In der Umge-
bung der Cluster kann nun eine verstérkte Zellkontraktion und ein vermehrter Ubergang
in die Proliferationsphase beobachtet werden. Immer wieder verlassen einzelne Zellen das
Cluster und interagieren mit weiteren Fragmenten. Es folgen wiederholte Fusionen von

Clustern und damit eine Zunahme der Anzahl von Zellen und Fragmenten pro Cluster.

Abbildung 3.40: Représentative Fluoreszenz-Zeitrafferaufnahmen der Interaktion von FUCCI-
Reporterzellen mit PCL-Faserfragmenten. Die Entwicklung von (F) Aggregaten aus Zellen und
Faserfragmenten kann von (A) Beginn des Experiments iiber die Zwischenschritte (B) erste
Zell-Faser-Interaktion, (C) Kontraktion der Zellen und (D&E) Austritt einzelner Zellen aus dem
Aggregat beobachtet werden.
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3.3.4 Zell-Interaktion mit PCL-Faserfragmenten unterschiedli-
cher Morphologie

Um den Einfluss der Morphologie der PCL-Fasern auf die Zellinteraktion zu untersuchen,
werden verschiedene Vliese gemafl Abschnitt 2.2.14 mit U87-Glioblastomzellen besiedelt
und anschlieBend mittels REM morphologisch charakterisiert (Abb. 3.41).

Abbildung 3.41: Reprisentative REM-Analysen von kollagenbeschichteten elektrogesponne-
nen Vliesen nach Kultivierung von U87-Reporterzellen auf der Oberfliche. Die untersuchten
Morphologien sind (A) zufiillig angeordnete Endlosfasern, (B) ausgerichtete Endlosfasern, (C)

ausgerichtete Fasern und Fragmente und (D) zuféllig angeordnete Fragmente.
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Die REM-Analyse zeigt Unterschiede in der Zellmorphologie auf den untersuchten Vlie-
sen. Zellen, die auf der Oberflache von zufillig angeordneten Endlosfasern (A) kultiviert
wurden, zeigen iiberwiegend Clusterwachstum und eine geringe Tendenz, auf der Fasero-
berflache zu spreiten. Die Kultivierung auf ausgerichteten Endlosfasern (B) zeigt ein &hn-
liches Bild von Clusterbildung und geringem Spreitverhalten, jedoch sind die Zellcluster
bereits deutlich entlang der Hauptausrichtungsachse der Fasern orientiert. Auf gemischten
Vliesen aus Endlosfasern und Faserfragmenten (C) spreiten die Zellen erstmals deutlich
auf der Faseroberfliche und wachsen gleichzeitig homogener iiber die gesamte Probenober-
flache. Die homogenste Besiedlung der Oberflache ist bei Proben aus reinen Fragmenten
(D) zu beobachten. Hier ist ein GroBteil der Oberfliche gleichméBig besiedelt und die
Zellen spreiten deutlich bei Interaktion mit der Oberfléche.

Fiir eine genauere Analyse der Zell-Faser-Interaktion, insbesondere der Integrin-Bindung
an die kollagenbeschichtete Oberfliche, wird eine F-Actin-Farbung durchgefithrt und
im konfokalen Fluoreszenzmikroskop beobachtet (Abb. 3.42), wie im Abschnitt 2.2.14
erlautert. Dazu werden lentiviral modifizierte U87-Reporterzellen verwendet, die eine sta-
bile Expression des rot fluoreszierenden tDTomato Proteins aufweisen. Aufgrund des in-
tegrierten membranlokalisierenden Farnesylationssignals ist in diesen Zellen die gesamte

Membran rot fluoreszierend.

F-actin/PCL
F-actin/PCL

.....

td Tomato-farnesyl

tdT

F-act./PCL/tdTom.-farn.

F-act./PCL/tdTom.-farn.

;‘ 100 pum S
Abbildung 3.42: Repriisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der US8T7-
Reporterzellen auf (A) gemischter Morphologie aus PCL-Fasern und Fragmenten und
(B) nur auf Fragmenten. Die F-actin Firbung ist in in den Aufnahmen griin dargestellt,

tdTomatoe-farnesyl in rot.
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US8T7-Reporterzellen werden auf Proben mit gemischten Anteilen an kontinuierlichen Fa-
sern und Fragmenten sowie auf reinen Fragmenten kultiviert, anschliefend gem&fl Ab-
schnitt 2.2.14 fixiert und das Actin-Zytoskelett mit dem Antikérper Alexa488-Phalloidin
angefarbt. Die F-Actin-Féarbung gibt Aufschluss iiber die Morphologie der adhérierten
Zellen, da sie durch den Kontakt der Integrin-Adhésionsrezeptoren mit der Kollagenober-
flache aktiviert wird. Abbildung 3.42 zeigt die Kombination der Ergebnisse der F-Actin-
Féarbung und der rot fluoreszierenden Membran. Dies ermoglicht die Unterscheidung ver-
schiedener Zellmorphologien aufgrund der unterschiedlichen Anzahl von Kontaktpunkten
mit Kollagen. U87-Reporterzellen, die in gemischten Proben in Bereichen mit Endlos-
fasern geziichtet wurden, zeigen eine runde Morphologie und multiple, schwache filopo-
diale Protrusionen, was zu einer eingeschréankten Zell-Kollagen-Faser-Adhésion fiihrt. In
der gleichen Probe sind die U87-Reporterzellen in Regionen mit Faserfragmenten deut-
lich verlangert und F-Actin-stabilisierte Protrusionen entlang der PCL-Fragmente sind
nachweisbar. Dieser Effekt ist noch ausgeprigter in Proben mit reinen Faserfragmenten,
wo das ausgeprigteste Proliferationsverhalten beobachtet wird. Vielfiltige Interaktionen
zwischen Zellen und den abgerundeten Enden der Fragmente finden statt, was durch die
starke Intensitéit der F-Actin-Fluoreszenz in diesen Bereichen verdeutlicht wird. Der be-
reits beschriebene Effekt der Ausrichtung der Zellen an der Faserachse kann zusétzlich in

einem groBeren Mafistab in Abbildung 3.43 nachgewiesen werden.

Abbildung 3.43: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von US8T7-
Reporterzellen auf elektrogesponnenen Vliesen aus PCL-Fragmenten in (A) zufélliger
Anordnung und (B) axialer Ausrichtung. Die gestrichelten Kreise markieren den Bereich,
in dem die Zellen zum Zeitpunkt t=0s positioniert waren. Der weifle Pfeil markiert die

Hauptachse der Fragmentorientierung in Probe B.

Dazu werden U87-Reporterzellen in einem Zylinder mit 5 mm Radius auf die Oberfliche

eines Vlieses mit ungeordneten Fragmenten und auf ein Vlies mit stark ausgerichteten
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Fragmenten ausgebracht. Bei der Probe ohne Ausrichtung der Fragmente besiedeln die
US87-Reporterzellen innerhalb von 72 Stunden homogen den grofiten Teil der Oberflédche in
alle Richtungen. Bei den ausgerichteten Faserfragmenten findet nicht nur ein gerichtetes
Wachstum, sondern auch eine Migration der kultivierten Zellen statt, da im Bereich der
urspriinglichen Ansiedlung nur noch vereinzelt Zellen zu finden sind. Bemerkenswert ist
hier zusétzlich, dass die Bewegung der Zellen iiberwiegend nur in einer Richtung entlang
der Faserachse stattfindet und in der entgegengesetzten Richtung (180 Grad dazu) kaum

Zellen nachweisbar sind.

Zusammenfassend stellt die Entwicklung von Faserfragmenten aus PCL in Kombination
mit einer Biofunktionalisierung durch Kollagen eine vielversprechende Strategie zur Kon-
trolle der Zelladhésion und -migration in Hydrogelen dar. Insbesondere die Ausbildung fo-
kaler Adhésionen und die verstérkte Integrinbindung auf hantelférmigen PCL-Mikrofasern
zeigen ein grofles Potenzial fiir zukiinftige Anwendungen in der Geweberegeneration. Al-
lerdings sind mit der Integration dieser Fasern in die 3D-Drucktechnologie noch offene
Fragen und Herausforderungen verbunden. In den folgenden Abschnitten soll daher auf

diese Aspekte ndher eingegangen werden.
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Kapitel 4

Diskussion

Faserfragmente sind als Additive in der Entwicklung von Biotinten von besonderem In-
teresse, da sie sowohl die mechanischen Eigenschaften der Hydrogelmatrix wahrend und
nach dem Druck verbessern konnen, als auch die Integration einer zuséatzlichen anisotropen
Hierarchieebene fiir die biologische Interaktion mit Zellen ermdglichen. Die in dieser Ar-
beit vorgestellten Ergebnisse zum Einfluss von PCL-Faserfragmenten auf die Druckeigen-
schaften von Hydrogelen und die Zell-Faser-Interaktion werden in den folgenden Kapiteln

diskutiert und in drei Teilbereichen dargestellt.

Der erste Abschnitt beschéftigt sich mit dem Phénomen der in situ Herstellung der hantel-
formigen PCL-Faserfragmente wéihrend des Elektrospinnprozesses und vergleicht diesen

mit dem Schmelz-Elektro-Schreibverfahren.

Im zweiten Teil wird der Einfluss dieser PCL-Faserfragmente auf die rheologischen und in
der Praxis ermittelten Druckeigenschaften der Hydrogele Pluronic, Alginat und rekombi-
nantem Spinnenseidenprotein ndher beleuchtet. Mit Hilfe des integrierten Burgers-Modells
werden die Zusammenhénge aus den rheologischen Messungen mathematisch abgebildet
und korreliert. Um daraus praxisrelevante Aussagen ableiten zu kénnen, wird ein Ver-
suchsaufbau zur Messung des StrangflieBens nach dem Druck konzipiert und die Ergeb-
nisse mit Hilfe eines neu entwickelten Ansatzes modelliert. Aus diesen beiden Ansétzen
wird ein Modell zur Vorhersage des Druckverhaltens unterschiedlicher Hydrogele aus leicht

zugénglichen rheologischen Daten entwickelt.

Der letzte Teil gibt einen Uberblick iiber die gesammelten Erfahrungen der Zell-Faser-
Interaktion aus den durchgefiihrten Zellkulturversuchen und préasentiert ein Modell zur

Erklarung des beobachteten Zellverhaltens auf Fasern unterschiedlicher Morphologie.

109



Diskussion
4.1 Herstellung hantelférmiger PCL-Fragmente

Der erste Teil der Diskussion beschéftigt sich mit der Entstehung der hantelférmigen
Faserfragmente aus Polycaprolacton, zunéchst aus der Losung und anschlieSend aus der
Schmelze, jeweils unter Verwendung eines Hochspannungsfeldes. Abbildung 4.1 gibt eine
Ubersicht iiber die unterschiedlichen Morphologien von elektrogesponenem PCL aus HFIP
innerhalb des hier beschriebenen Prozessfensters. Die Bandbreite an Ubergangszustinden
von der Faser bis zum Fragment veranschaulicht die Komplexitéit des im Folgenden be-

schriebenen Fragmentierungsmechanismus.

A Y
>

Einschniirung = Dehnung ~ Fragmentierung

Faser
JUUWISRI ]

Abbildung 4.1: REM-Analyse einzelner repriisentativer Ubergangszustéinde zwischen Faser
und Fragment aus PCL im elektrostatischen Faserspinnen aus Losung. Der abgebildete Maf}-

stabsbalken entspricht 5 pum.

Trotz einer Vielzahl von Publikationen, die sich mit der Faserherstellung aus Polycapro-
lacton in verschiedenen Losungsmitteln beschéftigen, wurde diese spezielle Morphologie
bisher in Ubersichtsarbeiten [134-137] nicht erwihnt. Wihrend sich die meisten Studien
mit der Optimierung einzelner Spinnparameter wie Volumenstrom [138, 139], Spannungs-
/Abstandsverhéltnis [139-142], Dielektrizitéitskonstante [143], Luftfeuchte [144] oder Tem-
peratur [145] beschéftigen, gibt es kaum systematische Untersuchungen im Grenzbereich

zwischen Elektrosprithen und Elektrospinnen fiir diese Materialsysteme.

Zu erkléaren ist dieser Umstand zum einen dadurch, dass sich deutlich mehr Forscher
fiir die Herstellung von kontinuierlichen Fasern interessieren und zum anderen durch das
kleine Prozessfenster in dem die hier beschriebene Fragmentierung auftritt. Die Wahr-
scheinlichkeit zuféllig auf diesen Effekt zu stoflen, ist damit gering. Einzig Enis et al. [146]
prasentieren in ihrer Studie d&hnliche Morphologien. Diese werden aber nur als ungewoll-
te Spinnartefakte und unvollstdndige Fasern bezeichnet und weder nédher charakterisiert

noch versucht deren Entstehung zu erkléren.
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Die bereits vorgestellten Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.1 zeigen, dass diese spezielle Mor-
phologie der hantelférmigen Faserfragmente nur in einem sensiblen Grenzbereich des Elek-
trospinnens auftritt. Kleinere Variationen eines oder mehrerer Parameter fithren dabei
entweder zu einem Elektrosprithprozess, bei dem gleichméaffige Kugeln im Mikrometer-

bereich erzeugt werden, oder zur Herstellung eines stabilen Vlieses aus kontinuierlichen
Fasern (Abb. 4.2).

A

Polymerkonzentration

Molekulargewicht

Abbildung 4.2: Retuschierte Darstellung der entstehenden Morphologien in Abh#ngigkeit des
Molekulargewichts des verwendeten PCL und der Polymerkonzentration in der Spinnlésung auf
dem Kollektornetz. In einem kleinen Prozessfenster kénnen Faserfragmente hergestellt werden.

Eine Variation der Prozessparameter fithrt zu Mikrokugeln oder kontinuierlichen Fasern.

Fiir ein umfassendes Versténdnis der auftretenden Effekte werden zunéchst die mafigeblich

beteiligten Einflussfaktoren beschrieben und deren Abhéngigkeit voneinander definiert.

4.1.1 Rheologische Vorraussetzungen

Aus den Vergleichen der rheologischen Untersuchungen der Spinnlésungen und der dar-
aus resultierenden Morphologien in Abschnitt 3.1.2 wird deutlich, dass die Viskositét der
verwendeten Spinnlésung eine entscheidende, aber nicht die einzige Rolle fiir die Fasermor-
phologie spielt. So konnen Losungen mit gleicher Viskositét zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen fithren. Hier sind die bekannten Faktoren Polymerkonzentration und Molekulargewicht
des verwendeten Polymers, sowie die Wahl des Losungsmittels und die Temperatur der

Losung die groBten Einflussfaktoren (Abbildung 4.3).[147] Da alle Spinnlésungen in die-
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ser Arbeit mit dem gleichen Losungsmittel (Hexafluorisopropanol) hergestellt wurden und
sich alle Losungen zum Zeitpunkt des Spinnens unter kontrollierten Raumbedingungen
befanden, kénnen diese beiden Punkte im direkten Vergleich der Lésungen vernachléssigt
werden. Die Abhéngigkeit der Viskositit von der Polymerkonzentration wurde bereits in
den 50er und 60er Jahren des 20. Jahrhunderts von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben
[148-150] und kann auch durch die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.1 bestétigt werden.

Losemittel

| Molekulargewicht l—

Fasern

—'| Viskositét I IFragmente |

Mikrokugeln

| Polymerkonzentration l—

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der einstellbaren Parameter, die die Viskositdt der

Spinnlésung und die hergestellten Morphologien beeinflussen.

Eine Erhéhung der Polymerkonzentration an PCL fithrt daher zu einer Erhohung der
Viskositat der Spinnlésung (Abb. 3.6). Dieser Zusammenhang kann dadurch erklért wer-
den, dass die Anzahl der Polymerketten bei gleichem Volumen zunimmt, wodurch sich die
Absténde zwischen den einzelnen Ketten in Losung verringern und die Wahrscheinlich-
keit von Wechselwirkungen in Form der Bildung von Kettenverkniduelungen zunimmt.[151]
Diese Verschlaufungen erhchen den inneren FlieSwiderstand der Losung, da die physikali-
schen Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten erst aufgebrochen werden miissen,

bevor eine Relativbewegung der Ketten zueinander stattfinden kann.[123]

Der zweite wichtige Faktor neben der Konzentration ist, wie bereits erwahnt, das Moleku-
largewicht des verwendeten Polymers. Hier konnen dhnliche Effekte wie bei der Konzen-
tration beobachtet werden. Bei wenig verzweigten Polymeren wie Polycaprolacton kann
das Molekulargewicht als Maf fiir die Kettenlénge der einzelnen Polymerketten angesehen
werden. Auch hier fithrt eine Erhohung des Molekulargewichts zu einer Erhohung der Vis-
kositédt. Nach Peacock et al. [147] steigt mit zunehmender Kettenldnge die Wahrschein-
lichkeit, dass sich benachbarte Ketten {iberlappen, wodurch die Anzahl der mé&glichen

Kettenverschlaufungen zunimmt und der innere Fliewiderstand der Losung steigt.

Bei der Betrachtung des Molekulargewichts muss die tatsdachlich vorliegende Kettenldngen-
verteilung berticksichtigt werden (Abb. 4.4). Bei polydispersen Systemen wird in der Re-
gel anstelle des Molekulargewichts das gewichtsmittlere Molekulargewicht verwendet, um
dieser Tatsache Rechnung zu tragen.[152] Der sogenannte Polydispersitéitsindex wird aus
dem Verhéltnis von gewichtsmittlerem Molekulargewicht zu zahlenmittlerem Molekular-

gewicht gebildet und gibt einen Hinweis auf die Breite der jeweiligen Verteilung.
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung moglicher Kettenldngenverteilungen in drei Polyme-
ren mit gleichem gewichtsmittleren Molekulargewicht. Die Verteilungen werden als (A) monodi-
spers/monomodal eng, (B) monodispers/monomodal breit und (C) polydispers oder bimodal

klassifiziert.

Je nach Art der Verteilung wurden bereits von Sifri et al. [153] verschiedene weitere Eigen-
schaften beschrieben. So sind Polymere mit einer klar definierten, sehr engen Verteilung
(Abb. 4.4-A) nach Ye et al. [154] generell schwieriger zu verarbeiten und zeigen eine
geringe Kettenorientierung, dafiir aber eine hohe Schlagzihigkeit gegeniiber einer brei-
ten Verteilung (Abb. 4.4-B). Polymere mit einer bimodalen Verteilung der Kettenléngen
(Abb. 4.4-C) sind dagegen einfacher zu verarbeiten und weiflen eine stiarkere Orientie-
rung und damit ein stark anisotropes Verhalten auf.[155] Der Anteil der kurzen Ketten
wirkt in Losung als Weichmacher und erhéht die Elastizitat des Polymers, die langen Ket-
ten ermdglichen die Faserbildung bei geringeren Konzentrationen. Léngere Ketten zeigen
deutlich hohere Relaxationszeiten und tragen wesentlich zum Kriechverhalten des Poly-
mers bei.[156] Untersuchungen von Ye et. al. an monodispersen Polymeren im Vergleich
zu Mischungen mit héherem Polydispersitéatsindex zeigen weitere Vorteile fiir das Elek-
trospinnen durch den Plastifizierungseffekt (Abb. 4.5).[154] So steigen bei polydispersen
Systemen die Dehnviskositdt und die Kaltverfestigung deutlich an, zudem ist ein abge-

stufteres und breiteres Relaxationsspektrum zu beobachten.[154, 157]

-———‘_——_\/
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Plastifizierungseffekts. In einem monodispersen

System (linke Seite) mit langkettigen Polymeren treten viele Verschlaufungen auf. Die Zugabe

des gleichen Polymers mit kurzen Ketten (rechte Seite) kann die Flexibilitdt des Polymersystems

erhohen, da sich die kurzen Ketten in die Zwischenrdume einlagern.

Dieses Verhalten konnte in dieser Arbeit durch die Untersuchungen der polydispersen
Mischungen von Polycaprolacton aus hoch- und niedermolekularem Polymer (Mischung
aus 10 kDa und 80 kDa PCL) im Vergleich zum monodispersen System (45 kDa PCL)
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in Abschnitt 3.1.1 bestétigt werden. Bei den Mischungen steht aufgrund der hoheren
Elastizitdat und des Plastifizierungseffektes ein breiteres Prozessfenster zur Verfiigung, in
dem Fragmente hergestellt werden kénnen (markierter Bereich in Abbildung 4.6), die
zudem eine groffere Spanne in den moglichen erreichbaren Aspektverhéltnissen aufweisen.
Der Effekt des Einbringens kiirzerer Ketten als Weichmacher stofit jedoch dort an seine
Grenzen, wo durch eine hohe Anzahl kurzer Ketten die Dichte der Kettenschlaufen so
stark reduziert wird, dass keine stabile Faserbildung mehr stattfinden kann (keine Fasern
mehr bei Mischungen PCL10:PCL80 von 9:1 und 10:0) und in den von Shenoy et. al.
beschrieben Elektrospray-Prozess iibergeht.[156]
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Abbildung 4.6: Vergleich der Viskositit von Spinnlosungen bei einer Scherrate von 10 s~!
und der erzeugten Morphologie von (gelb) Kugeln, (griin) Fragmenten und (blau) Fasern. Die

schraffierte Fléiche zeigt den Bereich, in dem Fragmente erzeugt werden kénnen.

4.1.2 Faserfragmentierung im elektrostatischen Spinnprozess

Neben den bereits beschriebenen Eigenschaften des Ausgangsmaterials spielen weitere
Einflussfaktoren wihrend der Verarbeitung eine entscheidende Rolle fiir die Auspriagung
der letztendlich erzeugten Morphologie. Dabei stehen die einzelnen Prozessparameter oft
in direkter Abhéngigkeit zueinander, beeinflussen sich gegenseitig oder wirken in kritischen
Gleichgewichtszusténden als Gegenspieler. Um zu verstehen, in welchem Prozessfenster die
beobachteten hantelférmigen Fragmente entstehen, wird im Folgenden der Elektrospinn-
prozess (Abb. 4.7) schrittweise hinsichtlich des Potenzials zum Abreifien oder Aufspalten
des Polymerstrahls im elektrischen Feld betrachtet.
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Elektrospinnprozesses, unterteilt in Bereiche, in

denen potenziell Faserfragmentierung auftreten kann.

Taylorkonus

Die erste Moglichkeit zur Fragmentierung bietet sich unmittelbar nach der Ausbildung des
Taylorkonus, in einem Bereich, in dem die Flieleigenschaften der Polymerlésung dominie-
ren (Abb. 4.8). In diesem Bereich ist die Konzentration der elektrischen Ladungen an der
Oberfldche bereits hoch genug, um den Polymerstrahl in Richtung Kollektor zu beschleu-
nigen und zu einer Dehnung des iiberwiegend fliissigen Strahls zu fithren (Abb. 4.8-A).
Wie bereits von Rayleigh und Plateau beschrieben und fiir eine Vielzahl von Materiali-
en und Prozessen untersucht, kommt es infolge der Krafteinwirkung zur Ausbildung von
Rayleigh-Plateau-Instabilitdten (Abb. 4.8-B), einer durch Kapillarkrifte hervorgerufenen
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Instabilitéat fliissiger zylindrischer Korper. [158-161] Ist an diesem Punkt die Dichte der
internen Verschlaufungen der Polymerketten nicht grof§ genug, kommt es zum Abreiflen
des Fliissigkeitsstrahls (Abb. 4.8-C).[156] Die resultierende Morphologie dieser Ubergangs-
zustédnde zeigt durch ihre verbleibenden zylindrischen Bereiche mit abgerundeten Enden
groBe Ahnlichkeit zu den hier vorgestellten PCL-Faserfragmenten.[162, 163] Aufgrund
der Dynamik des oberflichenspannungsinduzierten Prozesses zur Minimierung der Ober-
flachenenergie ist diese Morphologie jedoch nicht stabil, sondern kontrahiert unmittelbar

nach ihrer Entstehung zu Mikrokugeln.

A B C D

T X

Abbildung 4.8: Schematische Betrachtung des Polymerstrahls im Bereich (A) des Taylorko-
nus, (B) des Auftretens von Rayleigh-Plateau-Instabilititen, (C) der Bildung von Ubergangs-
zustédnden und Kugeln und (D) der Wiederaufspaltung der Polymertropfen.

Um den Ubergangszustand (Abb. 4.8-C) zu erhalten, miisste das Losungsmittel an dieser
Stelle sofort verdampfen, was bei einem zu erwartenden Strahldurchmesser von mehr als
50 wm (Kaniilendurchmesser 800 pm) an dieser Stelle aufgrund der Diffusionslimitierung
nach Wu et al. nicht plausibel ist.[164] Die erzeugten Tropfen sind nun im elektrischen Feld
voneinander isoliert und kénnen somit keine Ladungen mehr austauschen. Beginnt nun das
Losungsmittel zu verdampfen, verkleinert sich die Oberfliche des Tropfens, was zu einer
Erhohung der elektrischen Ladungsdichte auf der Tropfenoberflache fiithrt. Dies bewirkt
eine weitere Instabilisierung des Tropfens. Gleichzeitig treten auch stabilisierende Effekte
durch das Verdampfen des Losungsmittels auf. Da das Losungsmittel an der Grenzfliche
zwischen Tropfen und Umgebungsluft verdampft, bildet sich, wie von Wilhelm et al. be-
schrieben, an dieser Grenzflache eine erhéhte Polymerkonzentration aus.[165] Zuséatzlich

wird der Tropfenoberfliche durch die Verdunstungsenthalpie Wiarmeenergie entzogen.

Beide Effekte, die Erhohung der Polymerkonzentration und die Verringerung der Tempe-
ratur, fithren zu einer Erhohung der Viskositidt an der Tropfenoberfliche. Dadurch wird
zum einen die Kontraktion des Tropfens verlangsamt, was den Anstieg der Ladungsdichte
begrenzt, und zum anderen die Oberflichenspannung im Material erhoht, was nach Zhang
et al. die Wahrscheinlichkeit einer weiteren Zerteilung des Tropfens verringert. [166] Steigt
die Ladungsdichte an der Oberfliche schneller als die Stabilisierung voranschreitet, ent-
weder durch ein stérkeres elektrisches Feld (Ladungsdichte) oder durch ein langsam ver-

dampfendes Losungsmittel (langsamere Stabilisierung), so kann der Tropfen infolge einer
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Coulomb-Explosion in kleinere Tropfen aufbrechen (Abb. 4.8-D). Diese haben zunéchst zu-
sammengenommen das gleiche Volumen wie zuvor, nun aber eine vergroflerte Oberflache,
auf der sich die Ladungen gleichméfig verteilen konnen. Dieser Vorgang wiederholt sich so
lange, bis die Oberflichenspannung grofler ist als die abstoenden Kréfte der Oberfldchen-
ladungen. Anschlielend stabilisiert sich der Tropfen, wie von Morais et al. beschrieben,

und das restliche Losungsmittel kann auf dem Weg zum Kollektor verdampfen.[167]

Jet-Splitting

Ist die Viskositdt des Strahls und der innere Verschlaufungsgrad nach dem Taylorko-
nus hoch genug, um den Rayleigh-Instabilitdten zu widerstehen, bildet sich ein zunéchst
stabiler Polymerlosungsstrahl. Im beschriebenen ersten Bereich dominieren die Flief3ei-
genschaften das Verhalten des Polymerlosungsstrahls. Durch Dehnung der Faser und Ver-
dampfung des Losungsmittels wird nachfolgend ein Ubergangszustand erreicht, in dem
die Trocknungseffekte einen stirkeren Einfluss ausiiben. An diesem Ubergang (Abb. 4.9)
besteht nach Schubert die Moglichkeit des Jet-Splittings.[168] In Abhéngigkeit von der
Konzentration und der Viskositit der Spinnlésung an dem beschriebenen Ubergangszu-
stand kann es in seinem Modell zu einer Aufspaltung des Polymerlosungsstrahls in eine
Vielzahl von Einzelstrahlen kommen. Die Anzahl kann durch Analyse der Durchmesser-
verteilung des resultierenden elektrogesponnenen Vlieses und anschlieBender Anwendung

der von ihm vorgeschlagenen Skalierungsgesetze bestimmt werden.

A B C
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Jet-Splitting eines Polymerstrahls im Bereich
(A) des Taylorkonus, (B) fliissigkeitsdominierten Verhaltens und (C) des Ubergangs zum Trock-

nungsdominierten Bereich, in dem die Aufspaltung des Polymerstrahls stattfindet.

Die Dehnung der entstehenden Faser im ersten Bereich erhoht die Ladungskonzentration
an der Oberflache (Abb. 4.9-B). Beim Jet-Splitting wird die Oberflichenspannung durch
die Dehnung der Faser iiberschritten, was zu einer Aufspaltung des Polymerstrahls in meh-
rere Fasern mit kleinerem Durchmesser fiihrt (Abb. 4.9-C). Die Aufspaltung fiithrt nach

Schubert zu einer Vergroflerung der freien Oberflaiche und damit zu einer Verringerung
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der Ladungsdichte.[168] Durch den geringeren Durchmesser der entstehenden Fasern kann
das Losungsmittel schneller verdampfen und es werden vollsténdig getrocknete Fasern auf

dem Kollektor abgelegt.

Sprodbruch

Ist die Faser stabil genug um den kritischen Ubergang vom fliissigkeitsdominierten zum
trocknungsdominierten Verhalten ohne Fragmentierung und Jet-Splitting zu {iberstehen,
geht sie in den Bereich iiber, der allein von Trocknungseffekten dominiert wird. In diesem
Bereich wird der Durchmesser hauptsichlich durch die Verdampfung des Losungsmittels
weiter reduziert, bis schliefSlich der Enddurchmesser im vollstandig getrockneten Zustand
erreicht ist. Die nun auftretenden Instabilitdten der Faser, hervorgerufen durch die Absto-
Bungskréfte der elektrischen Ladungen an der Oberflache, verursachen nach Reneker et al.
in diesem Bereich hohe Biegespannungen.[113] Diese Spannungen fiihren zu einer starken
Dehnung der entstehenden Faser und zu einer Ausrichtung der Polymerketten in Losung.
Bei Materialien mit geringer Elastizitét kann es daher in diesem Bereich zum Sprédbruch
der Faser kommen (Abb. 4.10), wobei Faserfragmente mit scharfen Bruchkanten entste-

hen.

/
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Abbildung 4.10: Schematische Darstellung des Polymerstrahls beim Sprodbruch. Im trock-
nungsdominierten Bereich erzeugen die Biegeinstabilitdten aufgrund der elektrischen Ladung an

der Oberfliche hohe Scherkréfte, die bei ungeniigender Faserelastizitdt zum Sprodbruch fithren.

Bei nédherer Betrachtung stimmt keiner der vorgestellten Mechanismen vollstéindig mit
den in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen aus Abschnitt 3.1 iiberein. Die hier
beschriebenen Faserfragmente haben eine hantelférmige Morphologie mit verdickten und
abgerundeten Enden, was gegen einen Sprodbruch spricht. Die erzeugten Fragmente zei-
gen keine bi- oder multimodalen Durchmesserverteilungen, die durch ein Jet-Splitting
erzeugt werden, sondern eine monomodale Durchmesserverteilung mit einem Maximum
bei 3-5 Mikrometern (je nach Polymerkonzentration) und einer geringen Standardabwei-
chung von weniger als 0,5 um. Gegen eine Bildung direkt nach dem Taylorkonus sprechen
schliefflich die Beobachtungen, dass auf einem ebenen Kollektor zunéchst Endlosfasern ab-

gelegt werden und benachbarte Fragmente axial ausgerichtet auf dem Kollektor liegen. In
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diesem Fall miissten bereits zu Beginn des Prozesses kontinuierlich Fragmente entstehen,

die unabhéngig voneinander in einem zufilligen Muster auf dem Kollektor auftreffen.

Kollektor

Eine Erklarung fiir die Gesamtheit der hier vorgestellten Beobachtungen ergibt sich aus
den Erkenntnissen der zuvor diskutierten Prozesse. Zum einen muss die Viskositdt der
Spinnlésung und der Anteil an hochmolekularem PCL hoch genug sein, um die erste Phase,
die durch Rayleigh-Instabilitéiten induzierte Aufspaltung des Polymerstrahls (Abb. 4.8),
zu iiberstehen. Wie in Abschnitt 3.1.2 dargestellt, ist in Abhéngigkeit von der Molekular-
gewichtsverteilung eine Viskositéit der Spinnlésung von mindestens 0,4 Pa-s erforderlich,
um Elektrospriihen zu vermeiden. Bei Mischungen aus hoch- und niedermolekularem PCL
verschiebt sich diese Grenze mit zunehmendem Anteil langer Ketten auf 1-3 Pa-s. Die ho-
hen Fldachenreduktionsraten und die Biegeinstabilitdten aufgrund der elektrischen Absto-
Bung erzeugen in dieser ersten Phase starke Scherkrifte, die auf den Polymerstrahl wirken
(Abb. 4.9-B). Reneker et al. beschreiben wie dadurch hohe Spannungen im Material aufge-
baut werden, die sich in einer axialen Ausrichtung der Molekiilketten niederschlagen.[113]
Die dabei untersuchten polydispersen Systeme aus hoch- und niedermolekularem PCL
kénnen potentiell effektiver ausgerichtet werden als die Molekiilketten der monodispersen

Spinnlésungen.

Zum anderen muss die angelegte elektrische Spannung mit dem Polymerlosungsstrahl
einen Taylorkonus erzeugen, darf aber nicht dazu fithren, dass die Oberflachenspannung
des Strahls im Ubergangszustand iiberschritten wird, was zu einem Jet-Splitting nach
Schubert fithren wiirde.[168] Dies stimmt mit der Beobachtung {iberein, dass die Frag-
mente an der unteren Grenze der angelegten elektrischen Spannung entstehen, an der
sich gerade noch ein Taylorkonus ausbildet. Bei hoheren elektrischen Spannungen wer-
den kontinuierliche Fasern mit kleinerem Durchmesser im Vergleich zu den Fragmenten
beobachtet.

Im anschlieSenden Trocknungsbereich fithrt die Verdunstung des Losungsmittels zu drei
dominanten Effekten: der einer hohen Flachenreduktionsrate, der Ausbildung eines Kon-
zentrationsgradienten und der Ausbildung eines Temperaturgradienten an der Oberfliche
(Abb. 4.11). Die hohe Fléchenreduktionsrate wird durch das Verdampfen des Losungsmit-
tels hervorgerufen und verringert den Durchmesser der Faser weiter. Dies fithrt zu einer
Erhohung der Ladungsdichte an der Faseroberfliche und damit zu einem kontinuierli-
chen Anstieg der mechanischen Spannungen im Material, hervorgerufen durch Zugkrifte

aufgrund der im elektrischen Feld aufgebauten Biegeinstabilitéiten.
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Verdampfen des Losemittels

! ‘ }

Faserdurchmesser l Konzentration HFIP Energieentzug T
an der Oberfldache aus Fliissigphase
v v l
Ladungsdichte auf Konzentration PCL Temperatur auf l
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&

Aufbau von Gradienten

Abbildung 4.11: Fliefischema der stabilisierenden und destabilisierenden Effekte der Bildung
von Faserfragmenten infolge der Verdampfung des Losungsmittels. Die Pfeile in den Késtchen
zeigen jeweils an, ob die entsprechende Grofle zunimmt (Pfeil nach oben) oder abnimmt (Pfeil

nach unten).

Durch die Verdampfung des Losungsmittels an der Grenzfliche zwischen Polymer und
Umgebungsluft kommt es zusétzlich zu einer Erhéhung der Polymerkonzentration an der
Faseroberfliche. Die Ausbildung eines Konzentrationsgradienten fiihrt zur Bildung einer
duBeren Hiille (Haut), die von einem fliissigeren Kern getragen wird. Die Ausbildung
dieser mechanisch festeren Haut begrenzt die weitere Diffusion des Losungsmittels und
verlangsamt somit die Fasertrocknung. Numerische Simulationen in einem vergleichbaren
System aus PAN/DMF von Wu et. al. zeigen deutlich die starke Abhéngigkeit der Trock-
nungszeit vom Ausgangsdurchmesser der Faser.[164] Nach ihren Berechnungen trocknet
ein PAN/DMF-Polymerlosungsstrahl mit einem Anfangsradius im Nanometerbereich in-
nerhalb weniger Millisekunden, wiahrend die Trocknungszeit einer Faser im Mikrometer-
bereich in einem Zeitfenster von hunderten Millisekunden bis Sekunden liegt. Dies wird
mit der sehr unterschiedlichen Ausbildung der inneren Konzentrationsgradienten (Abb.
4.12) in Abhéngigkeit vom Faserdurchmesser erklért, wobei groere Faserdurchmesser ei-
ne sehr viel starkere Inhomogenitét der Losungsmittelkonzentration iiber den Querschnitt

aufweisen als Fasern mit kleinerem Durchmesser (Nanofasern).[164]

Die in dieser Arbeit hergestellten Fasern weisen einen Enddurchmesser von 3-5 um bei
einem optisch bestimmten Anfangsdurchmesser in der GroBenordnung von 40-80 um auf,

sodass eine Trocknungszeit von wenigen Sekunden zu erwarten ware. Allerdings hat das
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hier verwendete Losungsmittel HFIP einen deutlich hoheren Dampfdruck als DMF (205
hPa gegeniiber 5 hPa bei 25 °C), was die Trocknungszeit stark verkiirzt. Da beide Faktoren
linear in das Modell von Wu et al. [164] einflieBen, kann davon ausgegangen werden,
dass die tatséichliche Trocknungsgeschwindigkeit in dem hier untersuchten System in der

Groflenordnung von einigen zehn bis wenigen hundert Millisekunden liegt.

Als dritter Punkt ist die Abkiihlung der Faseroberfliche infolge der Verdampfungsenthal-
pie des Losungsmittels zu nennen. Beim Verdampfen des Losungsmittels wird der fliissi-
gen Phase latente Warme entzogen, was zu einer Absenkung der Temperatur an der
Faseroberflache fiihrt. Dieser Effekt fiihrt ebenso wie die Konzentrationsdnderung zu ei-
ner Erhohung der Viskositdat an der Oberfliche und zur Ausbildung eines Gradienten iiber
den Faserdurchmesser, der die weitere Diffusion des Losungsmittels hemmt und damit die

Trocknungszeit der Faser verlangert.
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Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der Gradienten an PCL-Konzentration, Tempera-
tur und daraus folgend Viskositét, die durch Verdampfen des Losungsmittels HFIP {iber den

Faserquerschnitt (Radius r) aufgebaut werden.

Die beiden letztgenannten Effekte tragen somit zur Stabilisierung des Kern-Mantel-Systems
bei, einer festen Hiille, die von einem fliissigen Kern getragen wird (Abb. 4.12). Da die
Spinnlosung zu Beginn die gleiche Temperatur wie die Umgebung hat, also vor der Ver-

arbeitung weder abgekiihlt noch erwérmt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass
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der Einfluss des Temperaturgradienten durch Verdampfung in diesem System geringer ist

als der des Konzentrationsgradienten.

Beim Auftreffen dieser unvollstdndig getrockneten Faser auf einen Kollektor kommt es
zu einer Entladung der Faseroberfliche und damit zum Wegfall eines Teils der dufleren
Krifte, die fiir die Dehnung der Faser verantwortlich sind. Die zuvor eingebrachten mecha-
nischen Spannungen, die zu einer Ausrichtung der Molekiilketten gefithrt haben, kénnen
nun, je nach Beschaffenheit des Kollektors, durch entropieelastisches Kriechen der PCL-
Molekiile teilweise abgebaut werden. Trifft die Faser auf einen ebenen Kollektor (Abb.
4.13-A), so hat sie nach dem Ablegen eine groBe Anzahl von Kontaktpunkten mit dem
Substrat, die zur Stabilisierung beitragen. Dies fithrt zu einer gleichméfligen Schrump-
fung der Faser iiber ihre gesamte Lénge, bis das restliche Losungsmittel verdampft und
die Faser vollstédndig ausgehértet ist (Abb. 4.13-A I-11II).
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Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der Faser- und Fragmentbildung in Abhingigkeit
von der Strukturierung der Kollektoroberfldche. Bei einem ebenen Kollektor (A) verteilen sich die
Spannungen auf eine grofle Anzahl von Kontaktpunkten, was zu einer gleichméfiigen Schrump-
fung der Faser fithrt (I-III). Bei einer begrenzten Anzahl von Kontaktpunkten (B) bauen sich
wéhrend des Schrumpfens (I) Spannungen im Faserinneren auf (II), die zum Bruch der d&ueren

Faserhiille in freihdngenden Bereichen fiithren kénnen (IIT).

Trifft die Faser jedoch auf einen unebenen Kollektor (Abb. 4.13-B), sei es durch die
Bildung eines Vlieses aus bereits abgelegten Fasern oder durch die Verwendung eines
oberflachenstrukturierten Kollektors, wird die Anzahl der physischen Kontaktpunkte re-

duziert. Ohne diese Stabilisierung entstehen Bereiche, in denen die Fasern frei héingend
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unter Spannung stehen. Durch die Kombination von entropieelastischem Kriechen zum
Abbau der inneren Spannungen und weiterer Kontraktion durch Verdampfen des Losungs-
mittels konnen nun Spannungsspitzen auftreten (Abb. 4.13-B II), die von der dufleren
Hiille nicht mehr kompensiert werden koénnen. Diese Hypothese vereint bereits mehr-
fach beschriebene Effekte, die bei der Trocknung von Polymeren auf ebenen Oberflichen
[169, 170] und wahrend des Spinnprozesses [171, 172] auftreten kénnen. In der Folge kann
es zum Bruch der Hiille und zum Austritt des fliissigen Restmaterials aus dem Inneren
kommen. Nach den Prinzipien der Oberflichenspannung und der Minimierung der Ober-
flichenenergie zieht sich der austretende Tropfen zu einer Mikrokugel zusammen, was die
verdickten und abgerundeten Enden der hier gezeigten Faserfragmente erklért (Abb. 4.13-
B IIT). Das Aufbrechen der Konzentrations- und Temperaturgradienten in der Faser, die
die Verdampfungsgeschwindigkeit des Losungsmittels begrenzen, fithrt zusammen mit der
vergroferten Oberflache dazu, dass das restliche Losungsmittel verdampfen kann. Die ent-
standene Morphologie der hantelférmigen Fragmente wird durch diese Effekte stabilisiert,

bevor sie mit neu abgelegten Fasern verschmelzen kann.

Zusammenfassend konnen folgende Randbedingungen fiir die Herstellung von hantelférmi-

gen Fragmenten durch elektrostatisches Spinnen aus Losung festgehalten werden:

e Der Grad der internen Verschlaufungen muss grof§ genug sein, um nach dem Taylor-
konus nicht in Elektrospray iiberzugehen. Gleichzeitig muss die angelegte elektrische

Spannung niedrig genug sein, um ein Jet-Splitting zu vermeiden.

e Die sich ausbildende Faserhiille muss elastisch genug sein, damit es im Bereich der

Biegeinstabilitdten nicht zum Spréodbruch kommt.

e Bei ausreichend groflem initialen Faserdurchmesser und entsprechend niedriger Ver-
dampfungsgeschwindigkeit des Losungsmittels, trifft eine nicht vollstédndig ausgehérte-

te Faser auf dem Kollektor auf.

e Wenn genug potenzielle Energie in Form von mechanischen Spannungen durch
Kettenausrichtung im Material gespeichert wurde, kann dies bei reduzierten Kon-
taktpunkten mit dem Kollektor zu ungleichméfiigem entropieelastischem Kriechen

fiithren.

e Wird in diesem Prozess die Stabilitit der dufleren Hiille iiberschritten, fithrt das
zum Aufbrechen der Hiille, und bei ausreichend fliissigem Restmaterial im Inneren,

zur Entstehung der hantelférmigen Faserfragmente.
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4.1.3 Fragmentierung im Schmelz-Elektro-Schreibverfahren

Der Effekt der Faserfragmentbildung kann auch ohne Losungsmittel aus der Schmelze
beobachtet werden. Da Polymerschmelzen unter Scherung dhnliches Verhalten wie unver-
netzte Polymerlosungen zeigen, bleiben die Annahmen aus Abschnitt 4.1.1 giiltig.[123)]
Anwendungen der Schmelzextrusion in der Polymerverarbeitung zeigen, dass der benotig-
te Viskositétsgradient {iber den Faserdurchmesser allein durch Temperaturdnderungen er-
zeugt werden kann.[147, 152] Ellison et al. demonstrieren die Herstellung von Nanofasern
mittels Schmelzblasen, wobei durch Temperaturvariationen der Schmelze ein Ubergang
von Kugeln zu kontinuierlichen Fasern erreicht wird.[173] In ihrer Studie zeigen Ellison
et al., dass fiir die untersuchten Polymere PS, PP und PBT ein kritischer Punkt erreicht
werden kann, bei dem keine intakten Fasern mehr produziert werden kénnen, indem die

Schmelzetemperatur um 30 — 60,° C erhéht wird.

Im Schmelz-Elektro-Schreibverfahren wird simultan zum elektrostatischen Spinnen aus
Losung ein elektrisches Hochspannungsfeld appliziert, um die Schmelze zu dehnen und
in Richtung des Kollektors zu beschleunigen. Beim MEW-Prozess, mit einem reduzierten
Abstand zwischen Kaniile und Kollektor von wenigen Zentimetern, wird der Polymerstrahl
prizise auf dem Kollektor abgelegt bevor elektrostatische Instabilitdten auftreten, wie von
Brown et al. beschrieben.[115] Die Verwendung einer Klimakammer erméglicht zuséatzlich
die Untersuchung von Umgebungsfaktoren wie Lufttemperatur und Luftfeuchtigkeit neben

der Schmelzetemperatur.

Die Modifikation der Kollektorgeometrie erméglicht die Beobachtung vergleichbarer Ef-
fekte wie beim elektrostatischen Spinnen aus Losung. Unabhéingig von den untersuchten
Parametern Schmelzetemperatur, Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit fithrt die
Ablagerung der Polycaprolacton-Schmelze auf einem planaren Kollektor initial zur Bil-
dung kontinuierlicher Fasern. Eine nachtrigliche Erhohung der Umgebungstemperatur
auf Werte deutlich oberhalb der Glasiibergangstemperatur (7,) und nahe des Schmelz-
punktes (7,) kann jedoch zu einem unkontrollierten Aufbrechen dieser kontinuierlichen
Fasern fiithren. Dieser Effekt wird auch beim Tempern von Polymerfasern von Fan et
al. beschrieben.[163] In ihrer Studie werden zunéchst elektrogesponnene Polystyrol (PS)-
Fasern auf einem mit Polymethylmethacrylat (PMMA) beschichteten Glassubstrat abge-
legt. Durch anschlielendes Erhohen der Umgebungstemperatur auf 180 —240°C (T}, pg =
107°C; T, ps = 240°C) kann ein kontrolliertes Abreifien der Fasern induziert werden.
Uber einen Beobachtungszeitraum von mehreren Minuten brechen die Fasern auf und
bilden zunéchst hantelférmige Gebilde bevor sie schlielich in einzelne Kugeln zerfallen.
Dieser Prozess des kontrollierten Aufbrechens ermoglicht die gezielte Erzeugung von Po-

lymerstrukturen unterschiedlicher Morphologie ausgehend von Fasern.
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Fiir den MEW-Prozess werden #hnliche hantelférmige Morphologien aus PCL bereits
von Brown et al. beschrieben. Die entstandenen Fragmente werden jedoch ausschlief3-
lich als Negativbeispiel fiir nicht angepasste Spinnparameter priasentiert und nicht weiter
untersucht.[115] Erst die Verwendung eines Kollektors mit definierter Oberflachenstruktur
(Abb. 4.14) ermoglicht die Kontrolle des Fragmentierungsprozesses und die Herstellung

von Fragmenten mit prézise eingestellter Lange.[174]

pay)

Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der Morphologie der abgelegten Faser im Schmelz-
Elektro-Schreibverfahren in Abhéngigkeit vom Stegabstand.

Die zentralen Prozessparameter, mit denen das Fragmentierungsverhalten und die End-
geometrie gezielt beeinflusst werden konnen, sind die Schmelze- und Umgebungstempe-

ratur, die Druckgeschwindigkeit und die Kollektorgeometrie.

Druckgeschwindigkeit

Der zweite wichtige Faktor ist die Druckgeschwindigkeit, wobei von der kritischen transla-
torischen Geschwindigkeit (engl. critical translation speed, kurz CTS) als Referenz ausge-
gangen wird.[175] Der optimale Bereich des CTS kann visuell als die minimale Bewegungs-
geschwindigkeit, bei der eine kontinuierliche und gleichméflige Faserstruktur erzeugt wer-
den kann, ermittelt werden. Niedrigere Geschwindigkeiten fithren zu einer ungleichméfi-
gen Ablage von Fasern wie in der Literatur beschrieben.[176, 177] Eine Reduzierung der
Geschwindigkeit in diesem Fall von 8000 mm/min auf 4000 mm/min und damit von
2.0xCTS auf 1.2xCTS, fiithrt bereits zu einer kontinuierlicheren Fragmentierung. Eine
mogliche Erklarung hierfiir liegt in der Art wie der Polymerstrahl auf dem Kollektor abge-
legt wird. Durch die Bewegung der Kaniile iiber dem Kollektor und der Massentragheit des
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Polymerstrahls kommt es zu einem Versatz zwischen dessen Ablageort und der Kaniilen-
position. Dabei gilt, je schneller sich die Kaniile {iber den Kollektor bewegt, desto grofier
wird die Distanz zwischen Kaniilenspitze und Kontaktpunkt des Polymerstrahls mit dem
Kollektor. Dadurch verldngert sich der Weg, den die Faser zum Kollektor zuriicklegen
muss und gleichzeitig die Zeit, die der Schmelze zur Verfiigung steht, um abzukiihlen und
den Temperaturgradient zwischen Oberfliche und Faserinnerem abzubauen. Damit wird
eine stabilere Faser abgelegt, die eine geringere Tendenz zur nachtréaglichen Fragmentie-
rung aufweist. Andererseits ist es auch moglich eine Fragmentierung von Fasern durch
einen zu hohen CTS-Wert zu induzieren. In diesem Fall wird das Material zu schnell auf
das Substrat aufgetragen, was zu erhohten mechanischen Spannungen und damit einer
Unterbrechung der Fasern fithren kann. Das Verhalten von Fasern oberhalb des CTS wird
bereits genutzt, um komplexere Geometrien wie Uberhiinge, Wandstrukturierungen und

Verzweigungen in mehrschichtigen Konstrukten prézise zu erzeugen.[178]

Temperatur

An erster Stelle ist hier das Zusammenspiel von Schmelze- und Umgebungstemperatur zu
nennen. Fiir die verwendete PCL-Schmelze kann, wie in Abbildung 4.15 dargestellt, ein
Bereich bestimmt werden, in dem iiberwiegend Fragmente entstehen. Dabei bestimmen
Schmelze- und Umgebungstemperatur die Auspragung des Temperaturgradienten an der
Faseroberfliche. Als Ausgangspunkt fiir die Fragmentierung kénnen hier 90° C Schmelze-

temperatur und 34° C Umgebungstemperatur angenommen werden.
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Abbildung 4.15: Erzeugte Morphologie in Abh#ngigkeit von Umgebungs- und Schmelzetem-
peratur. Im Bereich niedriger Umgebungs- und Schmelzetemperaturen (blauer Bereich) bilden
sich kontinuierliche Fasern. Bei gleichzeitiger Temperaturerhéhung (griiner Bereich) entsteht ein

Prozessfenster, das die Bildung von Faserfragmenten begiinstigt.
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Um kontinuierlich {iberwiegend Fragmente zu produzieren, zieht eine Absenkung der
Schmelzetemperatur demnach eine Erh6hung der Umgebungstemperatur nach sich und vi-
ce versa. Dieses Verhalten ist im Wesentlichen auf die bereits im vorhergehenden Abschnitt
4.1.2 niher erlduterte Viskositatsdnderung bei Temperaturédnderung zuriickzufiihren. Die
daraus resultierenden Rayleigh-Instabilitdten fithren zum Faserbruch und zur Bildung
von Kugeln oder abgerundeten Faserenden. Die charakteristische Zeit 7 dieses Faser-
bruchs wird nach Fan et al. [163] von der Viskositidt 7, dem Anfangsradius Ry und der
Oberflaichenspannung o des Materials beeinflusst:

S (A1)

o
Kollektorgeometrie

AbschlieSlend wird der Einfluss der Strukturierung der Kollektoroberfliche betrachtet.
Dazu werden, wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben, Siliziumplattchen mit Stegen variabler
Breite und variablem Abstand photolithographisch hergestellt und als Kollektor verwen-
det. Es kann gezeigt werden, dass die Léange des freitragenden Bereichs der Faser einen
Einfluss auf die endgiiltige Morphologie der Fragmente hat. Je grofler der Abstand zwi-
schen den einzelnen Erhebungen des Kollektors ist, desto ausgeprégter ist die Hantelform
(Abb. 4.16), die durch die ausgepriagten kugelférmigen Enden definiert wird. Als Hilfs-
grofle zur Beschreibung der Morphologie wird das Verhéltnis von Kugeldurchmesser zu

Faserdurchmesser (K/F-Verhéltnis) verwendet.

Fiir das Fragmentierungsverhalten in Abhéngigkeit vom Stegabstand lassen sich die drei
in Abbildung 4.16 dargestellten Bereiche unterscheiden. Im ersten Bereich mit Absténden
unter 20 wm kann keine vollstdndige Fragmentierung auftreten (Abb. 4.16-A), da die
Fragmente noch iiber die Liicken hinweg verschmolzen sind. Im Bereich von 20 pum bis
85 um kommt es zu einer reproduzierbaren Fragmentierung der Faser (Abb. 4.16-B), das
Verhiltnis von Kugel- zu Faserdurchmesser steigt linear von 1 auf 1,2 und erzeugt damit
eine kaum erkennbare Hantelform der Fragmente. Ab 85 wm erfolgt ein sprunghafter
Anstieg des K/F-Verhéltnisses auf 1,7 (Abb. 4.16-C), wobei keine lineare Abhéngigkeit

nachgewiesen werden kann.

Die Lénge der hergestellten Fragmente spielt fiir die Endform eine untergeordnete Rol-
le, da kein direkter Zusammenhang zwischen der Stegbreite und der Fragmentgeometrie
festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Dieses Verhalten kann durch die un-
terschiedliche Masse erkliart werden, die in jedem Uberhang zur Verfiigung steht, um
die abgerundeten Enden zu formen. Ein groflerer Abstand bedeutet automatisch, dass

sich mehr Material im Bereich des Uberhangs befindet und beim Bruch der Faser zur
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Verschmelzung mit den zylindrischen Abschnitten zur Verfiigung steht. Es kann davon
ausgegangen werden, dass ab einem maximalen kritischen Wert fiir den Abstand keine
weitere Vergroflerung des Durchmessers der Kugelenden mehr stattfindet, da die grofie
Masse im Uberhang eine eigene Kugel bildet und sich nicht mehr mit dem Faserfragment
verbindet. Dies wird durch die zunehmende Massentréigheit und Oberflichenspannung des
Materials verhindert. Dieser Effekt spiegelt sich in den Daten wider, da ab 85 um keine

deutliche Zunahme des Durchmesserverhaltnisses mehr auftritt.
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Abbildung 4.16: Verhiltniss aus Kugel- zu Faserdurchmesser (K/F-Verhéltnis) der Fragmente
in Abhéngigkeit vom Abstand der Stege auf dem Kollektor. Einteilung in die Bereiche (A) unter
20 pm, (B) 20 bis 85 pm und (C) ab 85 um.

Die Herstellung der Fragmente mittels MEW zeigt Vorteile bei der Kontrolle iiber die
Endmorphologie der Fragmente, da anndhernd monomodale Faserverteilungen erzeugt
werden konnen. Die Lénge der hergestellten Fragmente hédngt direkt von der Stegbreite
ab. Zusétzlich kann durch Variation des Stegabstands das K/F-Verhiltnis und damit
die Form der Fragmente beeinflusst werden. Allerdings ist der nachfolgend betrachtete
Durchsatz bei der Produktion mit dem MEW deutlich reduziert und die Moglichkeiten

des Scale-up sind bei dieser Verfahrensweise begrenzt.
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4.1.4 Faserproduktionsrate im Vergleich

Eine Beispielrechnung fiir Faserfragmente mit einer Lénge von 50 um zeigt einen grofien
Unterschied in der Produktionsgeschwindigkeit zwischen MEW und traditionellem Elek-
trospinnen. Mit einem angenommenen K /F-Verhéltnis von 1,4 ergibt sich fiir das Volu-
men eines einzelnen Fragments ein Wert von ca. 390 um?. Bei einer Dichte von PCL von
1,21 g/cm? sind das 0,472 ng pro Fragment. Fiir die Herstellung von 1 ml an 1% w/v
faserverstirktem Hydrogel werden 10 mg Fragmente benétigt, folglich rund 21 Mio Stiick.

Eine Betrachtung des Durchsatzes beim MEW unter den hier vorgestellten Prozesspara-
metern von 4000 mm/min Druckgeschwindigkeit und einem Abstand von 50 pm zwischen
den Fragmenten fiir ein hohes K/F-Verhaltnis, fiihrt zu einer theoretischen Produktionsra-
te von 40 000 Fragmenten pro Minute, bzw. 2,4 Millionen pro Stunde. Im Vergleich dazu
konnen im Elektrospinnprozess aus einer 20 % w/v Spinnlésung mit 1 ml/h Volumen-
strom, unter Einberechnung von 20 % Verlust der Fragmente, die nicht auf dem Kollektor

landen, in einer Stunde iiber 300 Millionen Fragmente produziert werden.

Fiir die Materialmenge des angenommenen faserverstirkten Hydrogels miisste ein MEW
demnach ca. 9 Stunden ununterbrochen laufen, wihrend der klassische Elektrospinnpro-
zess die gleiche Menge in weniger als 5 Minuten erzeugt. Da in der Praxis deutlich grolere
Mengen an faserverstiarktem Hydrogel (5-10 ml pro Kartusche) mit hoheren Faserkonzen-
trationen (2-5% fiir PCL) bendotigt werden, ist auf Basis dieser Berechnung das klassische
Elektrospinnverfahren dem MEW vorzuziehen. Dies gilt umso mehr, als weitere Verluste
bei der Fragmentierung und wahrend der Beschichtung zu beriicksichtigen sind, die die
Effizienz beider Verfahren weiter reduzieren. Dariiber hinaus kann der Durchsatz beim
klassischen Elektrospinnverfahren mit geringem Aufwand erhoht werden, z.B. durch den
Einsatz mehrerer Spritzen (wie im Abschnitt 2.2.2 gezeigt). Diese Form des Scale-up ist
beim MEW bisher nicht ohne Weiteres mdoglich.
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4.2 FlieBverhalten und Druckbarkeit faserverstark-

ter Hydrogele

Im zweiten Teil der Diskussion wird der Einfluss der in dieser Arbeit entwickelten han-
telformigen PCL-Mikrofaserfragmente als Additiv auf die Formstabilitdt von Hydrogelen
fiir den 3D-Dispensdruck untersucht. Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Entwicklung
einer neuen analytischen Methode, um die rheologischen Eigenschaften der untersuchten
Hydrogele systematisch mit den Ergebnissen aus praxisnahen Druckversuchen zu kor-
relieren. Aus diesen Erkenntnissen konnen Riickschliisse fiir das Design neuer Biotin-
ten gezogen werden und dazu beitragen, das Biofabrikationsfenster nach Malda et al. zu

erweitern.[127]

4.2.1 Vergleich mit Messmethoden aus der Literatur

Fiir die Weiterentwicklung des gesamten Feldes der Biofabrikation ist es unabdingbar
zukiinftig standardisierte Messmethoden anzuwenden, um Forschungsergebnisse vergleich-
barer zu machen. So wurden in den letzten Jahren bereits verschiedenste Methoden zur
Bewertung der Extrudierbarkeit [179], der Uniformitét [180], des Fusionsverhaltens [181-
183], der Biegesteifigkeit [184], der Porengeometrie [185, 186] und der allgemeinen Maflhal-
tigkeit [187, 188] vorgeschlagen und diskutiert, eine Einigung auf standardisierte Verfah-
ren und universell vergleichbare Messparameter kann bisher nicht erzielt werden. Zudem
ist der Begriff der Druckbarkeit nicht abschliefend definiert und wird in den einzelnen
Publikationen unterschiedlich interpretiert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit und inter-
disziplindre Optimierung von Systemen und Materialien sind anwendbare Richtlinien oder

Standards jedoch von grofler Bedeutung.

Zur besseren Einordnung der in der Literatur beschriebenen Messverfahren werden diese
in Abbildung 4.17 nach der Dimension der untersuchten Koérper geordnet. Die Rheologie
ist dabei als nulldimensional definiert, da hier in der Theorie die Geometrie der zu unter-
suchenden Probe keinen Einfluss auf die Messergebnisse hat, sondern nur die intrinsischen
Materialeigenschaften eine Rolle spielen. Die Extrusion eines einzelnen Stranges und die
Methoden zur Untersuchung seines Verhaltens werden als eindimensional klassifiziert. Alle
Messverfahren, die das Verhalten mehrerer Strange in der Fliache untersuchen und dabei
insbesondere die Flachenmafle beriicksichtigen, werden den zweidimensionalen Messver-
fahren zugeordnet. Alle dariiber hinausgehenden Verfahren zur Untersuchung komplexerer

Strukturen im Raum werden schliefllich den dreidimensionalen Messverfahren zugeordnet.
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Abbildung 4.17: Uberblick iiber die in der Literatur beschriebenen Messverfahren zur Be-
stimmung der Druckbarkeit von Hydrogelen in der Biofabrikation. Teile der Abbildung wur-

den unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art erstellt. Servier Medical Art von

Servier ist lizenziert unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported Lizenz (htt-

ps://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Aufgrund der einfachen Zugénglichkeit, des geringen Materialeinsatzes, der exakten Quan-

tifizierbarkeit und der hohen Informationsdichte werden rheologische Messungen derzeit

in den meisten Untersuchungen eingesetzt, um reproduzierbare Aussagen iiber das Mate-
rialverhalten zu erhalten.[179, 185, 189, 190] Die grofie Bandbreite an unterschiedlichen

Messprotokollen und Kennwerten zur Auswertung zeigt jedoch, dass auch in diesem Be-

reich noch keine verbindlichen Standards etabliert sind.
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4.2.2 Scherrheologische Evaluation

Aus diesem Grund wird ein neues scherrheologisches Messprotokoll entwickelt. Ziel dabei
ist die wichtigsten bekannten Einflussgréfien in einem einzigen Protokoll mit moglichst ge-
ringem Material- und Zeitaufwand zu bestimmen. Mit dem in Abschnitt 2.2.6 vorgestellten
Protokoll kénnen, nach einem vorgeschalteten Amplitudenversuch zur Bestimmung des
LVE, in ca. 40 min und mit 200 ul Materialeinsatz pro Messvorgang Informationen iiber
das Verhalten des Speicher- und Schermoduls im Amplituden- und Frequenzversuch, der
komplexen Viskositdat im Frequenzversuch, des Regenerationsverhaltens nach Entlastung
und des FlieBverhaltens im Rotationsversuch gewonnen werden. Dies ermdéglicht eine um-
fassende Betrachtung der rheologischen Eigenschaften und bildet den Ausgangspunkt fiir
die nachfolgenden Auswertungen. Erste Ansétze zur Bestimmung von Kenngréfen fiir die
Druckbarkeit, wie die alleinige Verwendung der Viskositdt [191-194] oder des FlieSpunk-
tes [195], haben sich als extrem material- und prozessabhéingig erwiesen. Sie sind daher als

systematische Groflen ungeeignet und sollten durch robustere Kennwerte ersetzt werden.

Der Verlustfaktor tan d, gebildet aus dem Verhéltnis von Speichermodul (G*) zu Verlust-
modul (G*), wird in diesem Zusammenhang von verschiedenen Autoren als unabhéngige
und leicht iibertragbare Groe ins Spiel gebracht.[180, 195, 196] Diese dimensionslose
Kennzahl wird von Markstedt et al. verwendet, um die Druckbarkeit von Alginathydroge-
len mit Nanocellulose als Additiv zu bestimmen.[195] Sie halten dabei fest, dass druckbare
Tinten einen Wert von tan ¢ kleiner als 1 haben miissen. Dies ist nicht tiberraschend, da
bei Werten iiber 1 der Verlustmodul grofler als der Speichermodul ist und somit ein visko-
ses Verhalten zu erwarten ist. In diesem Bereich kann keine ausreichende Formstabilitét
fiir den 3D-Druck erreicht werden. Konkretere Aussagen zu optimalen Werten fiir tan o
werden von Petta et al. [196] und Gao et al. [180] getroffen. Erstere konnen ein Hydrogel
aus modifizierter Hyaluronsidure bei tand von 0,5 bis 0,6 optimal verdrucken, wihrend
Gao et al. den Bereich von 0,25 bis 0,45 fiir ein Kompositgel aus Gelatine und Alginat als
optimal definieren.[180, 196]

Diese Diskrepanz zeigt bereits, dass auch der Verlustfaktor tan d nicht als alleiniger Kenn-
wert fiir die Druckbarkeit herangezogen werden sollte. Gao et al. weisen in ihrer Diskussion
selbst darauf hin, dass sie mit anderen Hydrogelen aus Pluronic auch im Bereich deut-
lich unter 0,25 sehr gute Druckergebnisse erzielen.[180] Der Verlustfaktor ist also eben-
falls stark materialabhéngig, zudem wird bei seiner Bewertung meist der Absolutwert
von Speichermodul und Verlustmodul vernachléssigt, da hier nur das Verhéltnis bei ei-
ner bestimmten Amplitude oder Frequenz betrachtet wird. Die Absolutwerte geben jedoch
ebenfalls wichtige Informationen iiber die Stéarke der internen Vernetzungen im untersuch-

ten Hydrogel. Die Betrachtung nur dieses einen Parameters ist zu eindimensional, um die
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komplexen Zusammenhénge im Flieverhalten von Hydrogelen zu beschreiben. Aufgrund
der eingeschrinkten Aussagekraft wird daher tan ¢ nicht als zentraler Parameter zur Be-
wertung herangezogen, sondern ein komplexeres rheologisches Modell entwickelt, um die

mafgeblichen Einflussgréfien besser abbilden zu kénnen.

Den gleichen Grundgedanken beschreibt auch der Ansatz von Gohl et al.[197]. Diese Auto-
ren haben ein Alginathydrogel mit Nanocellulose mit Hilfe von Frequenz- und Amplituden-
tests rheologisch charakterisiert und aus den Speicher- und Verlustmodulen Werte fiir die
Relaxationszeit A und die Viskositét 7 ermittelt. Diese Werte werden in ein lineares rheo-
logisches PTT-Modell integriert, um das FlieBverhalten in einem Druckversuch in silico zu
simulieren und anschlieBend mit praktischen Druckversuchen zu vergleichen.[197] Dabei
erreichen sie eine gute Ubereinstimmung zwischen simulierten und praktischen Druckver-
suchen. Allerdings zeigt das verwendete rheologische Modell eine deutliche Abweichung
von den Messdaten und wird ohne Angabe des BestimmtheitsmaBes R? dargestellt. Au-
Berdem ist die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse kritisch zu betrachten, da nur zwei
Hydrogele auf Alginatbasis miteinander verglichen werden und jeweils nur ein Druckver-
such zur Validierung durchgefiihrt wird. Zur Erzielung einer besseren Ubereinstimmung
des Modells mit den rheologischen Messwerten wird in dieser Arbeit im ersten Schritt ei-
ne Abbildung der Messwerte mit Hilfe der Modelle nach Power-Law und Carreau-Yasuda
durchgefiihrt. Fiir alle untersuchten Proben liegt das Bestimmtheitsma$l R? iiber 0,97 und

zeigt damit eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Modell und den Messwerten.

Unvernetztes Alginat ohne Fasern zeigt hier einen deutlichen FlieBpunkt bei niedrigen
Frequenzen und wird daher gut durch das Modell nach Carreau-Yasuda beschrieben. Ab
einer kritischen Faserkonzentration von 1% CeNF bzw. 10% PCL wird das Verhalten
jedoch besser durch das Power-Law-Modell beschrieben. Fiir die Hydrogele aus Pluro-
nic und eADF4(C16), die iiber den gesamten untersuchten Frequenzbereich ein scher-
verdiinnendes Verhalten zeigen, ist eine Beschreibung durch Power-Law-Parameter fiir alle
Materialkombinationen gut geeignet. Die FlieSSkoeffizienten steigen in allen untersuchten
Systemen durch die Zugabe von Fasern an, was ein Indiz fiir eine hohere Formstabilitét
im Ruhezustand ist, wiahrend die Power-Law-Indizes im Bereich von 0,9 bis 0,94 konstant
bleiben. Auf das grundsétzliche Verhalten der Hydrogele unter Scherbeanspruchung hat

der Faserzusatz somit keinen mafigeblichen Einfluss.

4.2.3 Rheologische Modellierung

Die gewonnenen rheologischen Erkenntnisse konnen zur Erstellung komplexerer Model-
le und zur Beschreibung des Fliefverhaltens von Verbundwerkstoffen verwendet werden.

Die beste Ubereinstimmung fiir diese Anwendung wurde in dieser Arbeit in Abschnitt
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3.2.3 mit dem integrierten Burgers-Modell erzielt. Mit diesem Modell ist es moglich, den
Einfluss der einzelnen Modellparameter in Abhéngigkeit vom Anteil der Faserfraktion zu
bestimmen und Vorhersagen dariiber zu treffen, wie sich die Zugabe von Fasern in un-
terschiedlichen Konzentrationen auf die Rheologie der Hydrogele auswirkt. Dabei wurde
deutlich, dass CeNF bereits bei geringen Konzentrationen einen deutlich effektiveren Ein-
fluss auf das Verhalten des Komposits haben. Sowohl fiir die Elastizitdtsmodule E;/Es
als auch fiir die Dampferviskositdten 7;/n, werden deutlich hohere Werte erreicht als
fiir PCL bei gleicher Konzentration. Diese Beobachtung kann hauptséchlich auf die um
mehrere Groflenordnungen grofiere aktive Oberfliche der Nanofasern im Vergleich zu den

Mikrofasern zuriickgefiihrt werden.

Eine Betrachtung der rheologischen Modellparameter zeigt fiir Pluronic, dass die Form-
stabilitdat des Kompositgels von den Eigenschaften der Matrix dominiert wird. Weder fiir
die Dampferviskositéiten noch fiir die charakteristische Zeit kann unabhéngig von Faser-
typ und Fiillgrad ein klarer Trend festgestellt werden. Eine Betrachtung der charakte-
ristischen Zeiten zeigt einen sehr geringen Effekt der beiden Fasersysteme in Pluronic,
wahrend CeNF in Alginat zu einer starken Erhohung der charakteristischen Zeit des
Maxwell-Elements fithrt. Ein dhnlicher Effekt wird mit PCL erst bei maximaler Faser-
konzentration erreicht, die charakteristische Zeit des Kelvin-Voigt-Elements bleibt jedoch

in beiden Fallen nahezu unverandert.

Diese Ergebnisse spiegeln sich jedoch nicht in den praxisnahen Druckversuchen wider.
Im Gegensatz zu CeNF, bei dem die Formstabilitdt von Pluronic mit steigendem Fiill-
grad kontinuierlich zunimmt, kommt es beim Uberschreiten der kritischen PCL-Fragment-
konzentration (5%) zu einem gegenteiligen Effekt. Wahrend Pluronic als Einzelkompo-
nente nach der Verarbeitung mittels Dispensdruck sehr formstabil ist, fithrt die Zugabe
von mehr als 5% w/v PCL-Fasern zum Hydrogel zu einem raschen Kollaps der gedruck-
ten Struktur innerhalb von nur 30 Sekunden, wodurch sich unférmige Tropfen bilden.
Die in Abschnitt 3.2.2 dargestellten rheologischen Kennwerte deuten jedoch darauf hin,
dass die Zugabe von PCL das Material verstédrkt, da unter anderem die Kennwerte Spei-
chermodul und komplexe Viskositdt mit zunehmender Faserkonzentration ansteigen. Die
durchgefiithrten Messungen sind jedoch nicht in der Lage, das beobachtete Verhalten in
der Rheologie zu reproduzieren. Die Grenzen der Rheologie bei der Vorhersage des Ma-
terialverhaltens werden in der Literatur unter anderem von Paxton et al. [179], Hu et al.
[183] und Gillispie et al. [198] beschrieben und werden auch in den Ergebnissen dieser
Arbeit in Abschnitt 3.2 deutlich.

Eine Korrelation dieses Effektes mit den REM-Analysen aus Abschnitt 3.2.1 deutet dar-
auf hin, dass durch die Anwesenheit der hydrophoben PCL-Fragmente eine strukturelle

Verdnderung in der Hydrogelmatrix stattfindet. So weisen die Proben aus 20 % w/v Plu-
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ronic bereits unverstirkt einen hoheren Feststoffanteil auf als andere Hydrogele (in der
Regel kleiner 10 %), durch die Zugabe der PCL-Faserfragmente wird dieser jedoch weiter
erhoht. Einerseits kann dadurch im REM eine Verringerung der Porengréfie beobachtet
werden, andererseits fithrt die Einbettung der Fasern in die Polymermatrix auch zu einer
Verringerung der Wandstéiirke der getrockneten Probe (Abb. 3.12). Ahnliche Effekte in
Pluronic werden bereits von Pandit et al.[199], Gilbert et al.[200] und zuletzt von Gjer-
de et al.[201] beschrieben. Wiahrend bei Pandit et al. und Gilbert et al. die Zugabe von
Salzen bzw. medizinischen Wirkstoffen zu einem Stabilitédtsverlust des Pluronic Hydro-
gels fiihrt, untersuchen Gjerde et al. den spezifischen Einfluss von PCL-Endgruppen auf
das Hydrogel. Durch Modifizierung des Blockcopolymers mit PCL-Endgruppen zeigen sie,
dass eine Erhohung der hydrophoben Anteile die Wasserloslichkeit reduziert, Anomalien
in der komplexen Viskositét hervorruft und die mizellare Netzwerkstruktur stort, was sich
negativ auf die Formstabilitit des Gels auswirkt.[201] Es ist davon auszugehen, dass dhn-
liche Effekte auch bei der Zugabe einer hohen Konzentration von PCL-Fasern auftreten
und zu einer Storung der weitreichenden intramolekularen Wechselwirkungen innerhalb

der Wasserstoftbriickenbindungen des Blockcopolymernetzwerks fithren.

4.2.4 Praxisnahe Druckversuche

Diese Abweichung vom erwarteten rheologischen Verhalten unterstreicht die Bedeutung
verfahrensspezifischer Messverfahren. Obwohl die Rheologie eine wichtige Methode zur
Bestimmung der Materialviskositédt und -elastizitdt darstellt, ist sie nicht immer in der
Lage, das Materialverhalten unter realen Bedingungen zu erfassen. Daher ist es fiir ein
umfassendes Bild unerlisslich, Materialpriifungen unter realen Verarbeitungsbedingungen
durchzufiihren. In der wissenschaftlichen Literatur werden diese praxisnahen Messmetho-
den zur Bestimmung der Druckbarkeit von Biotinten héufig unterschiedlich eingesetzt und
kombiniert, um Aussagen iiber die jeweilige Definition der Druckbarkeit zu treffen. Tabel-
le 4.1 gibt einen Uberblick iiber die Verwendung verschiedener Tests und Messmethoden

in Publikationen zur Druckbarkeit von Biotinten in der Biofabrikation.

Ein bereits 2007 von Therriault et al. vorgeschlagener quantifizierbarer Test ist der so-
genannte Filament-Collapse-Test, bei dem ein oder mehrere Strange iiber unterschiedlich
weit entfernte Stege gedruckt werden.[184] Eine Analyse der freien Fldche unter dem frei
héngenden Strang erlaubt Riickschliisse auf dessen Formstabilitét, insbesondere die Biege-
steifigkeit. Dieser Test hat den Vorteil, dass er eine Quantifizierbarkeit ermoglicht, die bis-

her meist nicht gegeben war.
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2013

Wiist et al.

2014

Duan et al.

2014

Markstedt et al.

2015

Zhao et al.

2015

Blaeser et al.

2015

Tabriz et al.

2015

He et al.

2016

Ouyang et al.

2016

Li et al.

2016

Ouyang et al.

2016

Paxton et al.

2017

Ribeiro et al.

2017

Gohl et al.

2018

Habib et al.

2018

Gao et al.

2018

Hazur et al.

2020

Hu et al.

2020

Haider et al.

2021

Lechner et al.

2021

Nelson et al.

2021

Fu et al.

2021

Tabelle 4.1: Ubersichtstabelle iiber die in der Literatur verwendeten Kombinationen von

thoden zur Bestimmung der Druckbarkeit von Hydrogelen.
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Spétere Arbeiten wie Chung et al. [189], Zhao et al. [202] und Ouyang et al. [185] etablieren
die Verwendung einfacher zweidimensionaler Gitterstrukturen, bei denen die Porenform
und -groéfle nach dem Druck bestimmt wird. Als ideal werden quadratische Poren mit den
exakten Abmessungen des CAD-Modells angesehen. Eine Erweiterung dieser Methode
ist der sogenannte Filament-Fusion-Test, bei dem ein einzelner mdandernder Strang mit
schrittweise zunehmenden Abstdnden gedruckt wird, um zu untersuchen, ab welchem
Abstand die benachbarten Strange nicht mehr miteinander verschmelzen.[182, 183, 207]
Habib et al. kombinieren diese beiden Methoden, indem sie zwei méandernde Strange im
rechten Winkel versetzt iibereinander drucken und so eine Gitterstruktur mit variabler

Porengrofie erzeugen.[186]

In neueren Studien wird jedoch wieder vermehrt der Ansatz von Therriault et al. verwen-
det [184], wobei nun meist nur noch der Auslenkwinkel im Fokus steht.[182, 186, 207, 208]
Das bedeutet, dass der Winkel zwischen dem Strang und der horizontalen Ebene gemes-
sen wird, um Riickschliisse auf die Formstabilitdt des Materials zu ziehen, wodurch die

Flachenbestimmung iiberfliissig wird.

Ein Nachteil bei der Verwendung von héufig verwendeten Gittern als Testmuster ist, dass
im Gegensatz zu Einzelstrangen deutlich mehr Material benotigt wird, um eine aussage-
kriftige Bewertung des Druckverhaltens zu ermdoglichen. Ein hoher Materialverbrauch bei
2D- und 3D-Versuchen ist insbesondere dann problematisch, wenn aufwendig hergestellte
Additive oder lebende Zellen in das Material eingebracht werden sollen. Der Material-
verbrauch spielt hier eine kritische Rolle fiir die breite Anwendbarkeit der Methode. Um
den Materialverbrauch bei 2D- und 3D-Tests zu reduzieren, konnen alternative Testme-
thoden wie computergestiitzte Simulationen eingesetzt werden.[197, 203, 210] Dariiber
hinaus konnen mit Hilfe von Simulationen verschiedene Parameter wie Druckgeschwin-
digkeit, Materialzusammensetzung und Formparameter in gréferem Umfang untersucht

werden.

Dies wird jedoch erst durch den Einsatz reproduzierbarer und quantitativ auswertbarer
Messverfahren zur Definition der Materialparameter fiir die Simulation méglich. In naher
Zukunft wird die Optimierung von Biotinten fiir die Biofabrikation durch maschinelles
Lernen eine immer wichtigere Rolle spielen. Dabei konnen umfangreiche Datensétze aus
verschiedenen Tests verwendet werden, um das Verhalten von Materialien vorherzusagen
und zu optimieren. Es ist jedoch von entscheidender Bedeutung, dass die Tests selbst
standardisiert und quantifizierbar sind, um aussagekréftige und zuverldssige Daten zu

liefern.
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4.2.5 Einfluss der Zeitabhingigkeit

Ein weiterer wichtiger Punkt, der oft vernachléssigt wird, ist die Zeitabhéngigkeit des
Materialverhaltens. In der Rheologie kann dies teilweise durch Regenerationsverhalten
und Frequenztests abgebildet werden. Bei Druckbarkeitstests werden jedoch meist nur
einzelne Bilder zu einem definierten Zeitpunkt (in der Regel direkt nach dem Druck)
aufgenommen und zur Auswertung herangezogen. Dies fithrt dazu, dass nur ein stati-
scher Endzustand betrachtet wird und alle Informationen iiber das dynamische Verhalten
des Materials verloren gehen. Fiir die Anwendung als Biotinte ist es jedoch wichtig zu
verstehen, wann das Material flieit, wie schnell es fliefit und wann es einen Gleichge-
wichtszustand erreicht. Bisher haben sich nur einzelne Studien mit dem zeitabhéngigen
Verhalten beschéftigt. So untersuchten Li et al. das zeitabhéngige Verhalten von Alginat-
Hydrogelen mit Graphenoxidanteilen.[205] Sie beobachten die Breite von gedruckten Ein-
zelstréangen iiber einen Zeitraum von 20 Minuten und drucken zusétzlich Gitterstrukturen
mit 9 Schichten. Dabei stellen sie fest, dass eine Ruhezeit von 30 Sekunden zwischen den
Schichten zu einem besseren Druckergebnis fithrt. Ouyang et al. fiihren eine Untersuchung
an Hydrogelen aus modifizierter Hyaluronsidure durch.[185] Dabei wird der Querschnitt
der gedruckten Einzelstringe sowie das FlieBverhalten der Gele iiber die Zeit unter dem
Einfluss eines Photovernetzers und der Belichtungszeit untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass eine hohere Belichtungszeit zu einer héheren Vernetzungsdichte und einer besseren
Dimensionsstabilitdt der gedruckten Strénge fiihrt. Weiterhin wird festgestellt, dass die
Modifizierung der Hyaluronsédure zu einer hoheren Viskositdt und besseren Druckbarkeit

der Gele fiihrt, der zeitabhéngige Einfluss wird hier jedoch vernachléssigt.

4.2.6 Systematischer Ansatz zur Korrelation von praxisnahen

Druckversuchen mit rheologischen Kennwerten

Darauf aufbauend kénnen mit dem in Abschnitt 3.2.4 vorgestellten Versuchsaufbau Flie3-
verhalten und Formstabilitéit von Einzelstrangen nach dem Druck gemessen werden. Dabei
wird insbesondere die Flieeigenschaft des Werkstoffes nach dem Druck unter Vergrofie-
rung der Strangbreite untersucht. Diese Messmethode erlaubt die zeitabhéngige Strang-
verbreiterung als Indikator fiir die Beurteilung der Formstabilitdt und Druckauflosung
zu identifizieren.[211] Dazu werden die beiden Parameter s (theoretischer Strangquer-
schnitt) und 7, (Dampferviskositit des Maxwell-Elements) als mafigeblich fiir den Wert
der Strangbreite im Gleichgewichtszustand d., identifiziert. Auf dieser Basis wird Glei-
chung 4.2 entwickelt, die eine gute Nédherung fiir das beobachtbare Verhalten darstellt

und als Extrapolationstool fiir weitere Experimente verwendet werden kann.
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Der Zusammenhang zwischen gemessener (Abschnitt 3.2.4) und berechneter Strangbreite
im Gleichgewichtszustand fiir alle Kombinationen von Fiillgraden in Alginat ist in Abbil-
dung 4.18 dargestellt. Die eingezeichnete Regressionsgerade (rote Linie) stellt ein ideales
Modell der gemessenen Werte dar und erlaubt eine Beurteilung der Anwendbarkeit des

hier beschriebenen Ansatzes.
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Abbildung 4.18: Vergleichende Darstellung numerisch und experimentell ermittelter Werte der
Strangbreite fiir unverstiarktes und faserverstirktes Alginat 3 % Hydrogel. Regressionsgerade (ro-
te Linie) zur Beurteilung des linearen Zusammenhangs der numerischen (d.) und experimentell

(dy,) ermittelten Strangbreite im Equilibrium.

Die Korrelation zwischen der Strangbreite im Gleichgewicht und dem Strangquerschnitt
r mit den viskoelastischen Modellparametern (Abb. 4.18) zeigt eine gute Anwendbarkeit
des hier vorgestellten Ansatzes zur Vorhersage der Druckbarkeit von faserverstirktem
Alginat. Damit konnen diese Erkenntnisse als Erweiterung bisheriger Annahmen dienen,
wonach der Maxwelldampfer 7; hauptsichlich fiir das Flieiverhalten eines gedruckten

Hydrogelstranges im 3D-Biodruck verantwortlich ist.[211]

Der theoretische Exponent fiir die Korrelation von d,, und x kann in diesem Fall nach
Schubert [212] mit 0,5 bestimmt werden. Nach der Theorie von Schubert haben jedoch
die intrinsischen Viskositdten der Materialien und damit die Dampferviskosititen des
rheologischen Modellsystems keinen Einfluss auf die Strangbreite im Gleichgewicht. Die-
ser Unterschied ist vermutlich auf den Einfluss der Trocknung der Oberfliche des ge-

druckten Stranges zuriickzufiihren, die ab einer kritischen Zeit das Flieflen weiter ein-
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schrinkt. Folglich fiihren hohe Dampferviskositédten zu einem geringeren Strangfluss und
einer geringeren Strangbreite bei Erreichen der kritischen Trocknungszeit. Daraus ergibt
sich auch eine Reduktion der experimentell ermittelbaren Strangbreite im Vergleich zur
Modellierung.[211, 212] Da das Storverhalten der PCL-Fragmente in Pluronic nur bei
hohen Werten von x beobachtet werden kann, ist es wichtig, die Druckparameter genau
festzulegen und zu dokumentieren. Nur dann kénnen belastbare systematische Aussagen

iiber das Druckverhalten gemacht werden.

Vergleiche der hier ermittelten Daten mit in der Literatur dargestellten Druckversuchen
sind daher nur bedingt aussagekriftig. In den meisten Féllen wurden die Druckgeschwin-
digkeiten konstant gehalten und mit variablen Prozessdriicken der Durchsatz variiert, um
das gewiinschte Druckergebnis zu erzielen.[180, 194, 202, 203| Hier fehlt jedoch héufig eine
vorherige Analyse der verwendeten Extrusionsdriicke mit dem Materialdurchsatz, um ei-
ne Korrelation und systematische Ubertragung dieser GroBen zu ermoglichen. Sowohl der
Materialdurchsatz als auch die Druckgeschwindigkeit miissen dokumentiert und versffent-
licht werden, um eine Interpretation der realen Materialeigenschaften und deren Einfluss
auf die Druckergebnisse zu erméglichen. Die hier vorgestellten Ergebnisse und Methoden
leisten somit einen neuen Beitrag zur systematischen Messung, Modellierung und Doku-
mentation der Rheologie komplexer Kompositsysteme aus faserverstirkten Hydrogelen.
Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der gewonnenen Daten und Modellparameter be-
zieht sich auf die Dynamik der Vernetzung. Mit Hilfe der vorgestellten Methoden kann
der Zeitrahmen eingegrenzt werden, in dem die Vernetzung einer Biotinte abgeschlossen
sein muss, um ihre strukturelle Integritdt zu erhalten. Dariiber hinaus muss es das Ziel
sein, ein umfassendes Verstédndnis des Verhaltens von Biotinten wahrend des gesamten

Druckprozesses zu erlangen.

4.2.7 Limitierungen dieses Ansatzes

Eine Limitierung des hier vorgestellten Ansatzes besteht darin, dass aufgrund des Ver-
suchsaufbaus nur das Verhalten einer einzelnen Schicht auf Glas beobachtet werden kann.
In der Literatur wird beispielsweise von Ribeiro et al. darauf hingewiesen, dass die Effek-
te der ersten Schicht iiberschitzt werden, da bei hoheren Strukturen mehr als 90% der
Wechselwirkung zwischen den Hydrogelen stattfindet und die Wechselwirkung mit der
Glasoberfliache nur einen sehr geringen Einfluss auf die finale Struktur hat.[182] Es ist da-
her notwendig, dies beim Design zukiinftiger Versuchsaufbauten zu beriicksichtigen, um
robustere Ergebnisse zu erhalten. Allerdings wird es schwieriger, die exakte Ausdehnung
des gedruckten Strangs auf einem Hydrogeltriger zu bestimmen, da optische Auflésungs-

grenzen ein Problem darstellen. Moglicherweise kénnen Farbstoffe verwendet werden, um
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die zu untersuchende Schicht von der darunter liegenden Schicht abzugrenzen. Es muss
jedoch sichergestellt werden, dass das Flieverhalten des Hydrogels davon nicht beein-
flusst wird. Bei unserem Verfahren wurde die Grenzflachenwechselwirkung zwischen den
Hydrogelen mit hohem Wassergehalt und der hydrophoben Glasoberfliche ausgenutzt,
um mit der verwendeten Beleuchtung eine prézise optische Erkennung der Auflenkanten
des gedruckten Hydrogelstrangs zu ermdoglichen. Ohne diesen Kontrasteffekt ist eine au-
tomatisierte und prézise zeitaufgeloste Beobachtung des FlieSverhaltens im vorgestellten

Versuchsaufbau derzeit nicht realisierbar.

Es muss daher davon ausgegangen werden, dass die Flieeffekte im aktuellen Versuchsauf-
bau unterschétzt werden, da die Oberflichenspannung zwischen der Hydrogeloberfliche
und der Glassubstratoberfliche einen gréferen Einfluss hat als zwischen den Hydrogelen
allein. Auerdem miissen bei der Untersuchung von Strukturen mit hoheren Schichtdicken
zusétzliche Kréfte wie die Schwerkraft stéarker berticksichtigt werden. Bei zukiinftigen Wei-
terentwicklungen dieses Versuchsaufbaus sollten diese Faktoren in das Design einbezogen
werden, um eine noch genauere Untersuchung der Flieleigenschaften von Hydrogelen zu
ermoglichen. Dies konnte beispielsweise durch eine Adaption des Filament-Collapse-Tests
erreicht werden. Durch eine automatisierte und zeitaufgeloste Erfassung des Auslenkwin-
kels dhnlich dem hier vorgestellten Aufbau kénnen Korrelationen mit den Modellparame-

tern der rheologischen Daten durchgefiihrt werden.

Dariiber hinaus spielen beim 3D-Druck von Biotinten auch Prozessparameter wie Kantilen-
form und -durchmesser, Abstand der Kaniile zum Druckbett, Druckgeschwindigkeit und
der verwendete Extrusionsdruck eine Rolle, insbesondere im Hinblick auf das Uberleben
der eingebetteten Zellen. So beschreiben Blaser et al. fiir den Druck von Hydrogelen
aus Alginat mit L929 und hMSC-Zellen einen kritischen Extrusionsdruck von 5-10 kPa,
oberhalb dessen die Zellviabilitdt von iiber 96 % auf 76 % sinkt.[203] In anderen Publika-
tionen werden jedoch auch bei hoheren Driicken noch sehr gute Zellviabilitdten dokumen-
tiert. He et al. verwenden Driicke von 15-30 kPa fiir die Extrusion von Alginat/Gelatine-
Hydrogelen mit L929-Mausfibroblasten und erreichen damit 92 % Zellviabilitit direkt nach
dem Druck.[194] Ahnliches gilt fiir die Studie von Lechner et al.[208], hier zeigen huma-
ne BxPC-3 Pankreaszellen bei Driicken von 40 kPa in Hydrogelen aus eADF4(C16) eine
Zellviabilitat von 85 % nach dem Druck. Deutlich hohere Driicke von bis zu 220 kPa wur-
den von Ribeiro et al.[182] und Hu et al.[183] beschrieben, allerdings wurde in diesen
Versuchen nur die optimale Druckbarkeit der entwickelten Tinten ohne Integration von
Zellen untersucht. Bei der Entwicklung des Biodruckverfahrens und der Tinten muss da-
her immer auch der Einfluss der einzelnen Parameter im Hinblick auf das Zellverhalten
beriicksichtigt werden. Im Folgenden wird daher die Wechselwirkung der in Faserform

eingebrachten Additive mit den Zellen néher betrachtet.
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4.3 Einfluss von Fasereigenschaften auf die Interak-

tion mit Zellen

In diesem Teil wird der Einfluss verschiedener Fasereigenschaften auf die Interaktion zwi-
schen Fasern und Zellen dargestellt und ein Modell prasentiert, das eine Erkldrung fiir die

besonderen biofunktionalen Eigenschaften der hantelférmigen Faserfragmente bietet.

Die Interaktion von Zellen mit ihrer Umgebung findet immer zuerst iiber die Oberflichen
statt. Neben den (bio-)chemischen Vorraussetzungen fiir eine erfolgreiche Oberfléiche-
nadhésion, spielen die geometrischen Umgebungsbedingungen eine entscheidende Rolle in
der Reifung der Adhiision und der Zellmigration. Im Folgenden wird daher ein Uberblick
tiber den Einfluss verschiedener Fasereigenschaften (Abb. 4.19) auf die Zellinteraktion

gegeben, wobei der Schwerpunkt auf Material und Geometrie liegt.

Material

i

Ausrichtung
Oberfliachen-

beschaffenheit

R5

Form

%

Durchmesser

Abbildung 4.19: Darstellung von Fasereigenschaften die nachweisbaren Einfluss auf die Zellin-

teraktion und das langfristige Zellverhalten ausiiben.

4.3.1 Faserdurchmesser

Der Faserdurchmesser ist ein offensichtlicher Einflussfaktor auf die Fasereigenschaften.
Zahlreiche Studien haben sich bereits mit dem Einfluss von Faserdurchmessern auf Zellin-
teraktionen beschéftigt und konnten Effekte in verschiedenen Zelltypen wie Chondrozyten
[213], mesenchymalen Vorldauferzellen [214] und neuronalen Stammezellen [215] identifizie-
ren. Diese Erkenntnisse bilden den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des Fasersystems

mit definiertem Durchmesser in dieser Arbeit.

Abagnale et al. [216] zeigen, dass mit Hilfe des Faserdurchmessers ganz spezifisch die Zell-
differenzierung beeinflusst werden kann. hASCs, die auf Nanofasern mit 650 nm Durch-

messer angesiedelt werden, zeigen keine Differenzierung oder Hochregulierung von Diffe-
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renzierungsmarkern, wihrend die Ansiedelung auf 2 pm Fasern zum Einleiten der Osteo-
genese fithrt. Fasern mit noch gréfleren Durchmessern von 15 um wiederum fithren zur
Adipogenese in den Zellen. Im Kontrast dazu zeigen hMSCs nur auf den Nanofasern eine
Expression von Markern fiir die Osteogenese.[217] Die Studie von Rose et al. definiert
einen Durchmesser von 2,5 um als ideal fiir die Ausbildung von neuronalen Fortsdtzen
und bestétigt damit das Potenzial der hier beschriebenen PCL-Fasern.[218] Diese Bei-
spiele verdeutlichen bereits die Komplexitiat der Interaktionsmechanismen und die starke

Abhéngigkeit vom untersuchten Zelltyp bei der Bewertung des Experiments.

Dabei spielt nicht nur der absolute Durchmesser eine wichtige Rolle, dieser muss auch
ins Verhéltnis zur Grofle der untersuchten Zellart gesetzt werden. Die Ergebnisse aus
Abschnitt 3.3.2 zeigen einen deutlichen Unterschied in der Viabilitdt und Morphologie
von BALB/3T3-Zellen und humanen BJ-Fibroblasten, die auf denselben Faserfragmen-
ten angesiedelt wurden. So zeigen die groferen BJ-Fibroblasten eine starke Ausrichtung
des Zellkorpers entlang der Faserachse und der Moglichkeit dariiber hinaus Absténde zu
iiberbriicken um mehrere Faserfragmente zu iiberspannen. Eine Betrachtung der Literatur
mit Fokus auf die Morphologie der angesiedelten Zellen zeigt, dass unter anderem MSCs
[214] und Tendinozyten [219] stérkere Elongation, hohere Aspekt Verhéltnisse, effektivere
Ausrichtung und grofere Zelloberflichen auf Mikrofasern (1-4 um) im Vergleich zu Nano-
fasern (40-700 nm) aufweisen, weshalb in dieser Arbeit der Fokus auf die Herstellung von
Mikrofasern gelegt wurde.[220] Dieser Punkt wird weiter gestérkt durch die Beobachtung
von Yim et al., dass sich Kollagen-1 Fibrillen in der ECM bevorzugt zu Faserbiindeln mit
Durchmessern im Bereich von 1-3 pm anlagern.[221] Fiir die untersuchten BJ-Fibroblasten
sind dariiber hinaus keine groffen Aspektverhéltnisse der einzelnen Faserfragmente notig,
um eine Elongation des Zellkorpers zu initiieren, jedoch ist eine effektive Ausrichtung der

einzelnen Fragmente wichtig, da sich die Zellen stark an der Faserachse orientieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen weiter, dass die kleineren BALB/3T3-Zellen entwe-
der auf Fasern mit geringerem Durchmesser angewiesen sind oder ein grofleres Aspekt-
verhéltnis benotigen. Vergleichbare Studien ebenfalls an BALB/3T3-Mausfibroblasten
von Leal-Egana et al. [81] haben dariiber hinaus demonstriert, dass graduell ansteigen-
de Faserdurchmesser von 150 nm bis 680 nm zu einem Anstieg von Zelladhdsion und
Proliferationsrate, sowie einer Verkiirzung der Verdopplungszeit fithren kénnen. Die dazu
untersuchten Vliese aus elektrogesponnenem Spinnenseidenprotein fithren zu einer deutli-
chen Verbesserung der Zell-Matrix Aktivitdt im Vergleich zu Filmen und Hydrogelen aus
demselben Material. Rein auf die Adhésion beschrénkt, zeigen unterschiedliche Zelltypen
wie Fibroblasten [222], Tendinozyten [223], hASCs [216] und hMSCs [217] groere Fokale
Adhésionen auf Mikrofasern als auf Nanofasern. Im Falle von humanen dermalen Fibro-
blasten wird von Hsia et al. eine geringere Anzahl, aber dafiir grofiere Fokale Adhésionen

nachgewiesen.[222] Dies geht einher mit einer Steigerung der F-Aktin Expression, was zu
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einer Verstirkung der Aktin Organisation des Zytoskeletts fithrt. Da BALB/3T3-Zellen
nicht die Moglichkeit haben mehrere Faserstiicke zu iiberbriicken, kann angenommen wer-
den, dass sie sich stattdessen auf der Oberfliche einzelner Fasern vermehren und auf die-
sen abhéngig von der Oberfliche, wie von Ge et al. [224] beschrieben, migrieren. Daher
benotigt dieser Zelltyp vermutliche eine groflere zusammenhéngende Oberfliche, an der
sich die einzelnen Zellen orientieren kénnen. Nach diesen Ergebnissen werden die hier vor-
gestellten PCL-Fragmente mit Durchmessern im unteren Mikrometerbereich entwickelt,

um eine moglichst breite Plattform fiir unterschiedliche Zellarten zu bieten.

Die in Abschnitt 3.3.4 vorgestellten Ergebnisse zur starken Migration von FUCCI-Reporter-
zellen auf ausgerichteten PCL-Mikrofasern stimmen dariiber hinaus mit den Hypothesen
von Chaurey et al. [220], Binder et al. [225] und Wang et al. [226] iiberein, welche zeigen
konnen, dass die untersuchten Zellen im Schnitt auf Nanofasern héhere Geschwindigkei-
ten erreichen, dafiir auf Mikrofasern aber grofiere Distanzen zuriickgelegt werden kénnen.
Dies spricht dafiir, dass durch die Verwendung von PCL-Mikrofasern, anstelle von haufig
verwendeten Nanofasern, die Mobilitdt der eingebetteten Zellen im Hydrogel verbessert

werden kann.

4.3.2 Zeitlicher Einfluss

Zusétzlich verdndert sich der Einfluss des Durchmessers auf die Zellinteraktion in den mei-
sten Féllen iiber den Beobachtungszeitraum. In dieser Arbeit wird die zeitliche Entwick-
lung der Zell-Faser-Interaktion von Tumorzellen iiber drei Tage beobachtet. Experimente
mit U87-Glioblastomzellen und Faserfragmenten in Niéhrmedium zeigen die aktive Assem-
blierung der Fragmente durch die Zellen wiahrend des Beobachtungszeitraums. In Zeitraf-
feraufnahmen kann beobachtet werden, wie die Zellen durch das Medium wandern, bis sie
mit einer Faser in Kontakt kommen und aktiv daran anhaften. Diese Form der aktiven
Migration und wiederholten Adhésion wird ebenfalls von Rakesh et al. beobachtet.[227]
Sie untersuchen dabei die Interaktion von Fibroblasten mit PCL-Fasern im Durchmes-
serbereich von 3-5 um und konnen aktive Bewegungen der Zellen in Richtung der Fasern
mit wiederholtem Anhaften und Loslosen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden dokumen-
tieren. Dariiber hinaus kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in Folge der Adhésion,
eine Zellbewegung zusammen mit den Faserfragmenten stattfindet, bis weitere Zellen oder
Fasern in das Agglomerat aufgenommen werden. In den daraus entstehenden dichten Fa-
serstrukturen ist eine hohe Zelldichte erkennbar, die Ahnlichkeiten mit der Ausbildung

von Spheroiden nach Burdis et al. aufweisen.[228]

Im Verlauf des Experiments wird wie bei Rasekh et al. wiederholt beobachtet, wie sich

einzelne Zellen aus diesem Verbund losen und neue Fasern als Adhéasionselement finden.
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Mit stérkerem Fokus auf die Zellproliferation zeigen English et al. [219] fiir den Fall der
Tenogenese, dass an Tag 1 des Experiments 2 pm Fasern zur Hochregulierung der ent-
sprechenden Gene fithren. An Tag 5 jedoch die Zellen auf 37 nm und 317 nm Fasern
eine stirkere Expression der mit der Ausbildung von Sehnen assoziierten Gene aufweisen.
Die Proteine Kollagen Typ I, III, V sowie Tenomodulin werden auf Mikrofasern stéarker
exprimiert als auf Nanofasern, was zeigt, wie wichtig die gleichzeitige Betrachtung von
Protein- und Genexpression neben der reinen Morphologie fiir die Bewertung ist.[223]
Da in dieser Arbeit nur die Morphologie betrachtet wird und Proliferationseffekte nicht
dargestellt werden kénnen, wird vorgeschlagen, dhnliche zeitabhingige Analysemethoden,
wie sie von Lee et al. vorgestellt wurden, in zukiinftigen Ansétzen zur Bewertung von Bio-
tinten mit unterschiedlichen Additiven zu verwenden.[223] Ergénzend konnen diese einen
erheblichen Mehrwert in der Beurteilung des Zellverhaltens bieten. In Zukunft konnte
das beschriebene Verhalten aus Adhésion und Selbstorganisation fiir die Herstellung von
Zellsphéaroiden eingesetzt werden. Diese sind aufgrund ihrer hohe Zelldichte attraktiv fiir
den Biodruck mittels tropfenbasierter Druckverfahren und stehen aktuell als Alternative

zur Verwendung von Biotinten mit vereinzelten Zellen in der Diskussion.[228]

4.3.3 Faserform

Neben dem Durchmesser kénnen weitere Morphologische Parameter der Fasern das Zell-
verhalten beeinflussen. So demonstriert die Arbeit von Yang et al. [229], dass die Modifika-
tion der Oberflichenstruktur, von glatten PCL-Fasern zu einer ,,Shish Kebab “-Struktur,
einen positiven Einfluss auf die Zelladhésion hat. Im direkten Vergleich mit einer klas-
sischen Beschichtung mit dem Bindungsmotiv RGD, zeigen die Zellen auf den Fasern
mit modifizierter Oberflachenstruktur eine stiarkere Adhésion, ausgeprégteres Spreiten
und ein aktiveres Zytoskelett.[230] Dies zeigt, dass bereits die Oberflichenstruktur einen
starkeren Einfluss als eine Beschichtung mit dem Bindungsmotiv RGD auf das Zellverhal-
ten haben kann. Fiir die hier vorgestellten hantelférmigen PCL-Faserfragmente werden
dhnliche positive Einfliisse auf die Zellmorphologie und das Zellverhalten festgestellt. Die
Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.4 zeigen die Attraktivitdt der Hantelform gegeniiber glatten
Endlosfasern. Die hier untersuchten U87-Reporterzellen, die auf ungeordneten Endlosfa-
sern angesiedelt werden, tendieren dazu Cluster zu bilden und Kugelform anzunehmen,
anstatt sich gleichméBig auf der Oberfliche auszubreiten. Im Vergleich dazu zeigen Zellen,
die auf einer Mischung aus kontinuierlichen und fragmentierten Fasern kultiviert werden,
erkennbares Spreiten und eine grofifiichigere Besiedelung der Oberflache. Dieses Verhal-
ten ldsst, wie von Yang et al. [229] und Wang et al. [230] beschrieben, auf eine erhohte

Anzahl an Fokalen Adhéasionen zwischen Zellen und Faseroberflache schlieflen.
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Die besten Ergebnisse dieser Versuchsreihe liefern die Proben in denen U87-Reporterzellen
auf einer Oberfliche nur mit hantelférmigen Faserfragmenten kultiviert werden. Hier ist
das Spreitverhalten am ausgeprégtesten und die Oberflichenbesiedelung ist noch homoge-
ner als in den anderen Proben. Dies legt nahe, dass die Anzahl und spezielle Kriimmung
der abgerundeten Enden direkt mit der Ausbildung zusétzlicher Fokaler Adhésionen in
Verbindung steht, da in dieser Arbeit ein direkter Vergleich mit demselben Material,
aber flieBenden Ubergiingen in der Morphologie durchgefiihrt wird. Ahnliche Effekte wer-
den auch von Omidinia-Anarkoli et al. beim Vergleich von glatten, gerillten und porésen
Fasern beschrieben.[231] Die angesiedelten neuronalen Zellen zeigen auf den Fasern mit
Oberflachenstruktur ein stérkeres Neuritenwachstum und eine stédrkere Ausrichtung als
auf komplett glatten Fasern mit durchgehend gleichem Durchmesser. Dieselben Ergebnis-
se werden ebenfalls fiir Fibroblasten bestétigt, wobei die hochsten Aspektverhéltnisse der

untersuchten Zellen auf gerillten Fasern gemessen werden.[232]

Eine detaillierte Untersuchung dieses Verhaltens mit Hilfe der immunozytochemischen
Farbung von F-Aktin zeigt die Ausbildung von robusten F-Aktin gestiitzten Protrusionen
der Zellen entlang der Fragmente. Diese Formen der Zelladhésion werden durch Integrin
moderierte Ausbildung von Fokalen Adhésionen gesteuert und fithren zu ausgeprigtem
Spreiten und Zellmigration. Zellen, die in derselben Probe in Bereichen von kontinu-
ierlichen Fasern kultiviert werden, sind in der Morphologie ihres Zytoskeletts deutlich
starker abgerundet und zeigen eine Vielzahl an kleinen und unausgerichteten filopodia-
len Fortsétzen. Dies kann auf eine verminderte Zell-Faser Adhésion zuriickgefiithrt werden,
was zu einer weniger gerichteten Integrin Antwort und unvollstdndigen Ausbildung von fo-
kalen Adhésionen fiihrt. Des Weiteren beschreibt Gingras et al. [233] einen Mechanismus,
bei dem physikalische Kriifte, die zu einer Anderung der Membranstruktur fithren, in der
Lage sind eine Talin unabhéngige Integrinaktivierung auszultsen. Diese Aussagen werden
auch von Li et al. [234] gestiitzt, in deren Untersuchungen die Affinitét fiir Ligandenbin-
dung von Integrin und der nachgeschalteten Signalkaskade allein {iber eine Anpassung der
Oberflichenkriimmung und einer damit verbundenen Konformationsdnderung gesteigert

wird.

In Bereichen der hantelférmigen Faserfragmente wird zudem deutlich, dass Zellen in den
meisten Fillen mehrfache Interaktionen speziell im Bereich der abgerundeten Enden der
Fasern etablieren. Messbar wird dies durch die hohe Fluoreszenz Intensitéit des F-Aktin in
diesen Bereichen. Wie in Studien von Yamashita et al. [235] und auch Kim et al. [236] be-
reits beschrieben, kann davon ausgegangen werden, dass insbesondere die Kriimmung der
Adhésionsoberflache Einfluss auf den Adhésionsvorgang von Zellen auf Faseroberflichen
hat. Dabei untersuchen Yamashita et al. das Wachstum von humanen glatten Muskelzel-
len der Aorta auf Glassubstraten mit definierten Graben im Mikrometerbereich, wobei der

Kriimmungsradius der Oberfliche mafigeblich Einfluss auf die Ablosung des Zellverbun-
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des nimmt.[235] Kim et al. prisentieren ein integratives Zellinteraktionsmodell mit dessen
Hilfe die Dynamik von fokalen Adhésionen auf unterschiedlich gekriimmten Oberflichen
beschrieben wird.[236] Thr Modell zeigt, dass die Migrationsgeschwindigkeit von Zellen
abhéangig von der Querschnittsfliche, und damit von der Kriimmung, einer zylindrischen
Oberflache ist und abhéngig von der Zellart ein Maximum bei einem definierten Durch-
messer erreichen kann. Dariiber hinaus tendieren Zellen bei gréfleren Kriimmungsradien
von mehr als 30 um tangential auf der Oberfliche zu migrieren, wahrend sie bei kleineren
Durchmessern (unter 15 um) verstirkt longitudinal wandern. In diesem Bereich befinden
sich die hier vorgestellten Mikrofasern, es kann daher davon ausgegangen werden, dass sie

sich zur Steuerung der Migration von Zellen entlang der Faserachse eignen.

Ein weiterer Vorteil der Hantelform kénnte bei der Verteilung der Scherkrafte wiahrend des
Extrusionsdrucks eine Rolle spielen. Wenn die Fasern wéhrend des Extrusionsprozesses
aufgrund der Scherstréomung mit erhohter Relativgeschwindigkeit auf die suspendierten
Zellen treffen, sind verdickte, abgerundete Enden mit groflerem Durchmesser von Vorteil,
da die kinetische Energie des Aufpralls auf eine gréflere Fliache verteilt werden kann. Die
abgerundeten Enden der hier vorgestellten Faserfragmente sind daher potenziell zellscho-
nender in der Verarbeitung, da das Risiko der Penetration der Zellmembran im Gegensatz
zu scharfen Kanten oder spitzen Fragmenten, wie sie nach der Herstellung durch einen
Schneid- oder Bruchvorgang entstehen wiirden, reduziert ist. Untersuchungen von Angle
et al. zur Geometrie und Oberflichenchemie von Zellpenetrierenden AFM-Spitzen zeigen,
dass die Geometrie, der alles dominierende Faktor in dieser Frage ist, wobei spitz zulaufen-

de Objekte deutlich weniger Kraft benotigen, um die Zellmembran zu durchstofien.[237]

4.3.4 Faserausrichtung

Abgesehen von der Morphologie der Fasern, spielt die Ausrichtung dieser zueinander
ebenfalls eine Rolle. In bestimmten Zelltypen wie hMSCs, kann die Ausrichtung der
Fasern im Substrat dariiber entscheiden, ob die Kardiomyogenese eingeleitet wird oder
ausbleibt.[238, 239] Fiir andere Zelltypen wie ACL Fibroblasten [240], HUVECs [241] oder
hiPSCs [242] ist der Effekt der Orientierung auf die Differenzierung jedoch weniger ent-
scheidend. Besser dokumentiert ist der Einfluss jedoch auf die Zellmorphologie. Zellen, die
auf ausgerichteten Fasern kultiviert werden, sind nach Jenkins et al. in der Regel elongiert

oder spindelférmig mit einer Orientierung entlang der Faserachse.[83]

Diese bekannten Effekte konnen auch in dieser Arbeit in den im Abschnitt 3.3.2 vorgestell-
ten Experimenten bestétigt werden. So zeigen die untersuchten U87-Reporterzellen nach
der Besiedlung auf ausgerichteten Endlosfasern eine deutlich verldangerte Zellmorpholo-

gie entlang der Faserachse im Gegensatz zur Kugelform auf zuféllig orientierten Fasern.
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Zellen, die auf einer Mischung aus ausgerichteten Fasern und ausgerichteten Fragmenten
kultiviert wurden, zeigen neben der Elongation bereits ein deutlich ausgepriagtes Spreit-

verhalten.

Verantwortlich dafiir ist vermutlich das F-Aktin, welches sich nach Whited et al. verstérkt
entlang der freien Grenzfliache auf der Oberfldche der Faser bildet und fiir eine vergréflerte
Kontaktflache des Zytoplasmas sorgt.[243] Ergénzend zeigt Li et al. fiir HUVECSs, dass
sich diese auf Mikrofasern besser ausrichten konnen als auf Nanofasern, da eine grofiere
Fldche fiir Zell-Faser Interaktion zur Verfiigung steht.[244] Zudem wird von Lee et al.
fiir Zellen auf ausgerichteten Fasern stirkere Expression der Bindungsproteine Vinculin
und Paxillin nachgewiesen, was fiir eine stirker ausgepriagte Adhésion spricht.[223] Im
Gegensatz dazu sind Zellen, die auf Faserunterlagen ohne gezielte Ausrichtung kultiviert
werden, typischerweise kugelféormig und formen Cluster, wobei sie selbst keine bevorzugte

Wachstumsrichtung zeigen, was mit den vorgestellten Ergebnissen iibereinstimmt.[83]

Weitere Versuche mit derselben Zellart unter Abschnitt 3.3.4 zeigen auflerdem die ef-
fektive Steuerung der Zellmigration durch Faserausrichtung. Zellen, die initial in einem
lokalisierten Bereich im Zentrum der Probe platziert wurden, zeigen eine gleichméflige
Migration in alle Richtungen iiber ein Vlies ohne Ausrichtung der Faserfragmente und
eine homogene Besiedelung desselben. Im Gegensatz dazu weist die Probe mit ausgerich-
teten Faserfragmenten eine ausgepréigte Ausrichtung und Migration der Zellen entlang
der priméren Faserachse auf. Nach drei Tagen befinden sich die Zellen ausschliellich in
den Randbereichen in Faserrichtung, wéhrend im zentralen Bereich der urspriinglichen

Ansiedlung keine Zellen mehr nachweisbar sind.

Damit sind diese Ergebnisse in Ubereinstimmung mit groBen Teilen der Literatur. So er-
mittel Sundararaghavan et al. ebenfalls fiir andere Zelltypen, dass die Faserausrichtung
die Zellmigration stirker beeinflusst als chemotaktische Gradienten.[245] In Bezug auf die
Zellmobilitét wird in mehreren Studien nachgewiesen, dass hMSCs [246], 3T3-Fibroblasten
[247], Glioblastoma-Zellen [248],0oder Fibrosarkom-Zellen [249] auf ausgerichteten Fasern
schneller und weiter migrieren kénnen als auf zuféllig orientierten Fasern. Dabei korreliert
die Geschwindigkeit der Zellen direkt mit dem Grad an Ausrichtung des Substrates.[250)]
Qin et al. [251] zeigen beispielsweise, dass die Migrationsgeschwindigkeit von adulten
dermalen Fibroblasten stark von der Topografie der Umgebung abhéingig ist. Wahrend
die Migrationsgeschwindigkeit auf diinnen Filmen initial hoher als auf Fasern ist (Film:
50 wm/h, Fasern: 32 um/h) , nimmt sie auf den Filmen im Verlauf von 24 Stunden ab
und bleibt bis Tag 7 auf einem konstant niedrigen Niveau (30 wm/h). Im Gegensatz dazu
zeigen dieselben Zellen auf ausgerichteten Fasern zu Beginn eine niedrige Geschwindig-
keit (32 um/h), die sich im Verlauf von 4 Tagen jedoch mehr als verdoppelt (maximal
68,5 wum/h an Tag 4) und damit die Initialgeschwindigkeit auf Filmen tibertrifft.[251]
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Diese Ergebnisse konnen nur bedingt mit den Versuchen der vorliegenden Arbeit vergli-
chen werden, da hier nur ein Zeitpunkt aufgenommen wird. Fiir eine bessere Vergleich-
barkeit und Analyse der Migrationsgeschwindigkeit sollten in Zukunft jedoch auch bei
diesen Versuchen Aufnahmen in gleichméfiigen Zeitintervallen erfolgen. Dass fiir diese
Effekte nicht unbedingt eine hohe Konzentration an Fasern nétig ist, wird von Vedar-
aman et al. gezeigt.[252] Dabei werden Neuronen auf einer Oberfliche mit diinnen Stegen
als Orientierungshilfen kultiviert und die Ausbildung und Ausrichtung ihrer neuronalen
Fortsétze beobachtet. Es wird gezeigt, dass eine deutliche Vergréflerung der Abstéande der
Orientierungshilfen, sowohl in vertikaler von 2 um auf 20 pum, als auch in horizontaler
Richtung von 20 pm auf 100 pwm, immer noch einen stark orientierenden Effekt auf die
Neuronen ausiibt. Ahnliche Effekte werden auch in der Studie von Rose et al. beobachtet,
bei der geringe Hydrogelfaserkonzentrationen von 1-2% w/v immer noch zu einer starken
Ausrichtung der untersuchten Mausfibroblasten und primérdorsalen Wurzelganglien vom
Huhn fithren.[218] Basierend auf der optischen Analyse in dieser Studie ist anzunehmen,
dass die PCL-Faserfragmente im untersuchten Konzentrationsbereich von 2-10% w/v mit
einem mittleren Faserabstand von 10 um bis 30 um im Hydrogel vorliegen und damit

ebenfalls Einfluss auf die Zellorientierung ausiiben.

4.3.5 Modell zum Einfluss der Oberflichenkriimmung auf Zel-

ladhisionsvorginge

Diese beobachtbaren Einfliisse von Durchmesser, Morphologie und Ausrichtung von Fa-
sern und Fragment auf das Zellverhalten bilden zusammen mit der bereits in Abschnitt 1.8
beschriebenen bidirektionalen Funktionsweise der Integrinbindung, das hier vorgestellte
Model fir die Zellinteraktion hantelférmiger Faserfragmente (Abb. 4.20).

In der beschriebenen bidirektionalen Signaliibertragung tragen nach Hynes et al. neben
den biochemischen Reaktionen auch mechanische Signale zur Ausbildung und Verstarkung
der Integrinaktivitét bei.[253] Bei einer Betrachtung unterschiedlich geformter Fldchen
gleichen Materials, kann also davon ausgegangen werden, dass die mechanische Kom-
ponente den entscheidenden Unterschied ausmacht. Es werden zunéchst die beiden Ex-
tremfille, sehr grofler und sehr kleiner Faserdurchmesser, jeweils im Verhaltnis zur Zelle,
betrachtet.
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Makrofasern Mikrofasern Nanofasern
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Abbildung 4.20: Schematische Darstellung der Besiedelung von Makrofasern, Mikrofasern und

Nanofasern durch Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. A: Ansiedeln von Zellen. B: Ausbil-
dung der ersten fokalen Adhésionen. C: Reifung der fokalen Adhésionen auf Makro- und Mikrofa-
sern, erhohte Anzahl kleiner Adhésionen auf Nanofasern. D: Spreiten der Zelle auf Makrofaser,
Elongation auf Mikrofaser und Beginn der Migration auf Nanofaser. E: Gespreitete Zelle auf
Makrofaser, elongierte Zelle wandert auf Mikrofaser und kugelférmige Zelle wandert mit hoher

Geschwindigkeit auf Nanofasern.
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Aus Zellperspektive erscheinen sehr grofle Faserdurchmesser (groBer 1000 pm) eher wie
eine Ebene (Abb. 4.20-Makrofasern). Es steht genug Fliche zur Verfiigung, um beliebig
viele fokale Adhésionen auszubilden und diese bis zur maximalen Grofie reifen zu lassen.
Dabei gibt es weder in Bezug auf Grofle oder Richtung der Ausbildung von Adhésionen
eine geometrische Beschrankung. In der Folge reifen die initialen Adhé&sionspunkte ohne
eine definierte Vorzugsrichtung, die Zellen wachsen gleichméfiig und zeigen sehr ausge-

préigtes Spreitverhalten mit geringer Migrationsgeschwindigkeit.

Im Gegensatz dazu bieten sehr kleine Faserdurchmesser (kleiner 100 nm) nur eine stark be-
grenzte Fléche fiir die Ausbildung der initialen fokalen Adhésionen (Abb. 4.20-Nanofasern).
Diese priméren Adhéasionspunkte haben nach Kim et al. eine durchschnittliche Flache von
0,25 um?, was einem Quadrat mit Kantenlinge 500 nm entspricht.[236] Fasern mit einem
Umfang kleiner als die theoretische Kantenlénge einer einzelnen priméren Adhésion er-
schweren diesen ersten Kontakt bereits enorm. Auch bei einer erfolgreichen Ausbildung
einer initialen fokalen Adhésion ist der Platz fiir weiteres Wachstum und Stabilisierung
dieser stark eingeschrénkt. Dies hat zur Folge, dass Zellen in der Umgebung von Na-
nofasern versuchen mit einer Vielzahl von Fasern gleichzeitig zu interagieren, um damit
in Summe eine vergleichbare Stabilitédt fiir eine gerichtete Migration zu erreichen. Diese
Vielzahl an kleineren Protrusionen, ohne die vollstidndige Reifung der einzelnen foka-
len Adhésionen, fithrt nach Noriega et al. zu einer reduzierten Fihigkeit des Spreitens
und damit zu einer deutlich runderen Zellmorphologie.[213] Andererseits erméglicht der
schnellere Auf- und Abbau kleinerer Protrusionen eine hohere Migrationsgeschwindigkeit
der einzelnen Zellen, da zwar eine hohere Anzahl, aber dafiir weniger stark ausgepragte

Bindungen wieder aufgelost werden miissen.

Liegt der Durchmesser der Fasern in der Gréfienordnung von Zellen (zwischen 1 pum und
100 wm), dann stellt die Faseroberfliche genug Platz fiir die Ausbildung einer initialen
fokalen Adhésion zur Verfiigung (Abb. 4.20-Mikrofasern).[236] Wéhrend der Reifung der
Adhésion wichst auch die Kontaktfliche bis auf mehrere um in der Linge und Breite
an. Durch die Kriimmung der Faseroberfliche kann das Wachstum der Adhésionsfliche
jedoch nicht gleichméflig erfolgen, sondern passt sich an die vorgegebene Geometrie an
und muss daher gréfere Distanzen iiberbriicken als in der Ebene. Diese Dehnung der
fokalen Adhésionen verursacht Zugspannungen, welche durch die Zellmembran an das
Aktinskelett iibertragen werden und nach Kechagia et al. als mechanisches Signal in der
Zelle zu einer verstérkten Aktivierung der Integrine anregen.[254] Da fiir die Ausbildung
weiterer fokaler Adhésionen nur begrenzter Platz zur Verfiigung steht, miissen diese weiter
entlang der Faserachse positioniert werden. Dadurch entsteht erneut Zugspannung auf
das Aktinskelett, was zur Integrinaktivierung fiithrt. Dieser Riickkopplungsmechanismus
initiiert die Elongation der Zellen in Richtung der Faserachse und treibt die Migration in

dieser Richtung voran.
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Im Fall der hantelférmigen Fragmente kommt eine weitere Komponente hinzu. Durch die
abgerundeten Enden entsteht ein gradueller Ubergang mit konstanter Kriimmung, und
daraus folgend ein stetig wachsendes Potenzial an Zugspannung, was zu einer starken
Interaktion der Zellen mit der Faser fithrt. Dies ist eine Erklarung fiir die hohe Intensitét
der Aktinfarbung gerade im Bereich der abgerundeten Enden.[255] Bei harten Bruchkan-
ten mit abrupten Winkeldnderungen von bis zu 90 Grad fehlt dieser sanfte Gradient. Es
wird daher vermutet, dass diese Geometrien weniger geeignet sind, um eine gleichméflige
Ausbildung von fokalen Adhésionen zu ermoglichen. Da sich die verschiedenen Zelltypen
in ihrer Grofle stark unterscheiden, kann davon ausgegangen werden, dass es fiir jeden
Zelltyp einen optimalen Kriimmungsgrad (und damit Faserdurchmesser) gibt. An diesem
Punkt kénnen sich stabile fokale Adhésionen mit hoher Zugspannung ausbilden, die gleich-
zeitig eine kontinuierliche Migration mit hoher Geschwindigkeit ermdéglichen. Fasern mit
Durchmessern im unteren Grenzbereich geben stéarkere mechanische Impulse, was zu einer
hoheren Migrationsgeschwindigkeit fithrt. Im oberen Grenzbereich des Faserdurchmessers
bilden sich stabilere Oberflichenbindungen aus und die Zellen zeigen ein ausgeprigteres

Spreitverhalten.

4.3.6 Materialeigenschaften

Neben diesen morphologischen Einfliissen bringt auch das Material selbst Eigenschaften in
die Zell-Faser-Interaktion ein. Fiir die Materialauswahl gilt generell, dass die mechanischen
Eigenschaften des Substratmaterials, wie Steifigkeit und Dehnbarkeit, jeweils sehr spezi-
fisch an die Anforderungen der verschiedenen Gewebearten, wie Knorpel [256], Biander

[257] oder dem Sehnen-Knochen-Ubergang [258], angepasst werden miissen.

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Untersuchung von PCL liegt, werden dessen
Eigenschaften hinsichtlich Mechanik, Biokompatibilitdt und Bioabbaubarkeit hier voraus-
gesetzt. Da unmodifiziertes PCL grundsétzlich ein hydrophobes Material ohne funktionelle
Oberflichengruppen fiir die Zelladhésion ist, wird der Einfluss von unterschiedlichen Be-
schichtungen auf die Zellinteraktion getestet. Eine Studie von Babu et al. zeigt, dass die
Verwendung von ECM-Proteinen auf der Oberfliche von Mikrogelfasern zwar die Aus-
richtung neuronaler Fortsétze stort, aber insgesamt zu einem stérkeren Wachstum und

einer groBeren Ausdehnung dieser Fortsétze fithrt.[259]

Im Vergleich zwischen Plasmabehandlung, Fibronektin- und Kollagenbeschichtung zu un-
beschichtetem PCL fillt zunéchst die deutliche Reduktion der Oberflachenhydrophobi-
zitdt auf (Abschnitt 3.3.1). Nach Besiedlung der unterschiedlich beschichteten Vliese mit
BALB/3T3-Zellen und Auswertung der Lebend-/Tot-Fiarbung zeigen die mit Kollagen

und Fibronektin beschichteten Fasern eine deutlich erhohte Zellviabilitat. Die reine Modi-

152



Diskussion

fizierung der Hydrophobizitéit durch Plasmabehandlung wirkt sich jedoch nur geringfiigig
auf die Verbesserung des Zelliiberlebens aus. In den Studien von Yu et al. [260] und Yil-
dirim et al. [261] wird dahingehend festgestellt, dass hydrophil modifizierte Oberflichen
bereits die Zelladhédsion begiinstigen und die Expression der fokalen Adhésionsproteine
Talin und Paxillin steigern. In den hier vorgestellten Ergebnissen wird allerdings deut-
lich, dass iibereinstimmend mit Babu et al., vor allem das Einbringen biofunktioneller
Oberflachengruppen durch Fibronektin und Kollagen die Zelladh&sion und Proliferation
in einem MaB ermdglicht, welches nicht allein auf eine Anderung der Hydrophobizitét

zuriickzufithren ist.[259]

Zusammenfassend konnen die hier vorgestellten Ergebnissen einige bereits bekannte Prin-
zipien bestétigen, aber auch neue Effekte der Zell-Faser-Interaktion beschreiben. Die nach-
folgenden Aspekte beziehen sich ausschliefilich auf die untersuchten Zelltypen und PCL
als Fasermaterial. Sie dienen der Vereinfachung der gesammelten Erkenntnisse aus den

vorgestellten Experimenten, um grundlegende Trends aufzuzeigen:

e Bei der Auswahl zwischen Oberflichen mit gleicher Attraktivitat fiir die Adhésion
priferieren die untersuchten Zellentypen die Fasermorphologie von hantelférmigen

PCL-Mikrofaserfragmenten gegeniiber einer planaren Oberfléache.

e An diesen Faserfragmenten adhérierte BJ-Fibroblasten zeigen eine starke Ausrich-
tung entlang der Faserachse und kénnen Distanzen von mehreren Mikrometern iiber-

spannen, um das nédchste Fragment zu erreichen.

e FUCCI-Reporterzellen, kultiviert auf kontinuierlichen Fasern und hantelférmigen
Fragmenten aus PCL, zeigen auf den Fragmenten deutlich ausgeprégteres Spreit-

verhalten und eine homogenere Oberflichenbesiedelung.

e F-Aktin Farbungen zeigen eine fokussierte Ausbildung multipler fokaler Adhésionen

an den abgerundeten Enden der Fragmente durch starke Integrinbindung.

e Ausgerichtete Fasern und Fragmente fithren zu einer stédrkeren Elongation des ad-

hérierten Zellkdrpers entlang der Faserachse und zu einer gerichteten Migration.

e Im freien Medium verfiighare PCL-Faserfragmente konnen von Zellen als Baumate-

rial fiir den Aufbau selbst-aggregierender Strukturen genutzt werden.
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