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Zusammenfassung

Die Entwicklung neuer Materialien fiir die Kultivierung von Stammzellen gehort zu den
groBen Herausforderungen in der Stammzelltherapie. Als Vorbild fiir derartige Substra-
te dient die Stammzellnische, eine dreidimensionale Mikroumgebung, in der sich adulte
Stammzellen wihrend ihrer Lebenszeit in einem Ruhezustand befinden, bis externe Si-
gnale dazu fiithren, dass sie beginnen, sich zu teilen und zu differenzieren. Die wichtigste
Komponente dieser Stammzellnische ist deren extrazelluldre Matrix. Diese besteht aus
verschiedenen Proteinen und Polysacchariden und ist verantwortlich fiir die mechanische
Stabilitit der Stammzellnische. Zusammen mit 16slichen Proteinen erhalten so die adulten

Stammzellen wichtige Signale, die das Uberleben der Zellen garantieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Biohybridhydrogele herstellt und der Einfluss
von kationischer Ladung und von RGD-Peptiden auf das Verhalten Maus-embryonaler
neuraler Stammzellen untersucht. Hierbei konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
die Kombination aus kationischer Ladung und RGD-Peptid synergistisch auf die Adhéa-
sion neuraler Stammzellen wirken. Die initiale Wechselwirkung zwischen den Stamm-
zellen und dem Substrat findet tiber nicht-spezifische, elektrostatische Wechselwirkungen
statt, wihrend die spezifische Integrin-RGD-Wechselwirkung erst auf einer sehr kurzen
Distanz von ca. 20-30 nm wirkt und daher zu einem spiteren Zeitpunkt der Zell-Substrat-
Wechselwirkung stattfindet. Diese Erkenntnisse konnen wichtig sein, wenn es um die
Entwicklung neuer Substrate fiir die zweidimensionale Stammzellkultivierung geht und
zeigt, wie wichtig neben den gut dokumentierten Integrin-Rezeptorwechselwirkungen
die elektrostatische Wechselwirkung kationischer Substrate mit Stammzellen ist. Dar-
iiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie eine her-
vorragende Methode darstellt, Polymernetzwerke qualitativ und quantitativ zu charakte-
risieren. Als Modellpolymere wurden Polymernetzwerke mit Disulfidvernetzern einge-

setzt und mit unterschiedlichem Vernetzungsgrad hergestellt. Deren Zusammensetzung

vii
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wurde einerseits mittels 'H-NMR-Spektroskopie nach der Disulfidspaltung untersucht
und mit den Ergebnissen der 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie der Polymernetzwer-
ke im gequollenen Zustand verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die 'H-HR-MAS-
NMR-Spektroskopie sehr gute Ergebnisse lieferte, vergleichbar mit denen der 'H-NMR-
Spektroskopie bzgl. der Polymerzusammensetzung, wenn es sich um leicht vernetzte (1-2

mol% Vernetzer), gut quellbare Polymernetzwerke handelt.
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Abstract

The development of new materials for the cultivation of stem cells is one of the great
challenges in stem cell research. The stem cell niche, that represents the three dimensional
microenvironment of adult stem cells could serve as a prototype for such substrates since
stem cells rest there in a quiescent state during their lifetime until external signals trigger
cell division and differentiation. The most important component of the stem cell niche is
the extracellular matrix (ECM). It is composed of different proteins and polysaccharide
and provides mechanical stability of the niche. Together with soluble proteins adult stem
cells receive all important signals that guarantee cell survival.

In this dissertation several biohybrid hydrogels were synthesized to study the influence
of cationic charges and RGD-peptides on the behavior of mouse embryonic stem cells. It
could be shown for the first time that a combination of cationic charges and RGD-peptide
acts synergistically on the adhesion of neural stem cells. The initial interaction between
the stem cells and cationic substrate is based on non-specific, electrostatic interaction
followed by specific RGD-integrin interaction that can only become active when the cell
is already within a distance of 20-30 nm to the substrate. These results could be important
for the development of new substrates for the two-dimensional stem cell cultivation and
demonstrates the importance of electronic interactions of cationic substrates with stem
cells beyond the well documented integrin-receptor interaction. Furthermore, it could be
shown that the '"H HR MAS NMR spectroscopy is an excellent method to characterize
polymer networks qualitatively and quantitatively. As a model polymer polymer networks
with disulfide cross linker were synthesized with different cross linker densities. These
polymer networks were analyzed by 'H NMR spectroscopy after disulfide cleavage and
compared with those results obtained by 'H HR MAS NMR spectroscopy of the swollen
gels. The results demonstrate that the 'H HR MAS NMR is an excellent tool to analyze

crosslinked polymer gels at low cross linker concentration (1-2 mol%).
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Theoretischer Teil






1. Einleitung

Die Menschheit hat in ihrem Kampf gegen Krankheiten, Alterungsprozesse und Organ-
schiden groe Hoffnungen in die Stammzelltherapie gesetzt. Diese Therapie konnte die
Losung fiir schwere Erkrankungen wie Parkinson, Multiple Sklerose, Krebs, kardiovas-
kuldre Erkrankungen, Organschidden oder -versagen sowie Riickenmarksschiddigungen
sein!' Obwohl die Anwendung der klinischen Stammzelltherapie durchaus viel Hoffnung
verspricht, gibt es bis heute nur sehr wenige klinisch zugelassene Stammzelltherapien.
Die Stammzellforschung begann in den 1950er Jahren mit der Knochenmarkstransplanta-
tion, die auch heute noch durchgefiihrt wird bei Leukemie-Patienten und fiir die E. Don-
nell Thomas 1990 den Nobelpreis erhielt. Thr Erfolgsgeheimnis besteht darin, dass die
Stammzellen nicht isoliert werden, sondern mit ihrer natiirlichen Umgebung (Knochen-
mark = Stammzellen und Stammzellnische) transplantiert. Zuletzt wurden drei Stamm-
zellprédparate, die hauptsdchlich pluripotente Stammzellen verwenden, klinisch zugelas-
sen: Hearticellgram—AMI® ( FCB PharmiCell) bei akutem Herzinfarkt, Cupistem® (Me-
dipost) bei Morbus Crohn und Cartistem® (Anterogen) bei Knorpelverlust'! Durch die
Regularien und Richtlinien zu ethischen Fragen in Bezug auf die Verwendung von em-
bryonalen Stammzellen wird die Forschung in westlichen Lindern — aus Sicht der Wis-
senschaft — stark begrenzt. Asiatische Linder haben daher einen deutlichen Vorsprung in

der Stammzellforschung und ihrer klinischen Anwendung %™



1. Einleitung

1.1. Stammzellen

Stammzellen sind undifferenzierte Zelltypen, die sowohl die Fahigkeit besitzen, sich durch
Replikation selbst zu erneuern (symmetrische Proliferation), als auch sich in biologisch
geeigneter Umgebung (Stammzellnische) zu Zellen mit unterschiedlichen Spezialisierun-
gen zu differenzieren (asymmetrische Proliferation). Da die Differenzierungsfahigkeit bei
Stammzellen unterschiedlich ausgeprigt ist, werden sie in zwei Hauptgruppen eingeteilt,
totipotente und pluripotente Stammzellen. Aus totipotenten Stammzellen kann ein voll-
standiger Organismus entstehen. Diese Eigenschaft wird embryonalen Zellen bis zum 8-
Zell-Stadium der Morula zugesprochen > Im Gegensatz zu totipotenten Stammzellen sind
pluripotente Stammzellen nicht mehr fihig, einen kompletten Organismus zu erschaffen,
weil sie kein extraembryonales Gewebe bilden konnen. Wegen ihrer Pluripotenz und ih-
res Replikationspotenzials sind diese Stammzellen fiir den Einsatz als Zellmaterial fiir
Ex-vivo- oder In-vivo-Zelltherapien jedoch sehr vielversprechend. Um eine erfolgreiche

Stammzelltherapie durchfiihren zu kénnen, miissen einige Hiirden iiberwunden werden:

— Adulte Stammzellen sind im menschlichen Korper nur in sehr geringer Konzentrati-
on vorhanden. Fiir eine Therapie miissen sie vermehrt werden und gelagert werden

kOnnen.

— Werden heutzutage Stammzellen verabreicht, geschieht dies in Form einer Zellsus-
pension. Aufgrund von auftretenden Scherkriften sterben jedoch 60 — 90 % der
Zellen ab® Werden die Zellen dagegen in eine dreidimensionale Matrix verpackt,

liasst sich ihr Uberleben deutlich verbessern.

Das Interesse an Materialien, die die Stammzelltherapie unterstiitzen kénnen und zu-
gleich kostengiinstig, gut charakterisierbar und definiert in der Zusammensetzung sind,

ist die Motivation dieser Arbeit.



1.1. Stammzellen

1.1.1. Neurale Stammzellen (NSZ)

Neurale Stammzellen (NSZ)) sind sich selbst erneuernde Zellen, die in bestimmten Regio-
nen des sich entwickelnden und adulten zentralen Nervensystem (ZNS) von Sédugetieren
vorkommen, z. B. beim Menschen in der Zone des Hippocampus und im Riechkolben.”
sind in der Lage, sich in mindestens drei Zelllinien zu differenzieren: Neuronen,
Astrozyten und Oligodendrozyten. Diese drei Zellarten stellen die Hauptbestandtteile des
zentralen Nervensystems dar (siehe Seite [6)).

Wegen ihrer einzigartigen Funktion sind Neuronen die wichtigsten Bauelemente des
zentrales Nervensystem (ZNS). Sie sind spezialisierte Zellen, die Signale wahrnehmen,
weiterleiten und bearbeiten konnen. Zu diesem Zweck weisen sie strukturelle und funktio-
nelle Besonderheiten auf. Dem Zellkérper (Soma) entspringt ein Fortsatz, der sich in das
Nervengewebe zieht und dort in zwei Formen auffédchert: in baumartige Verzweigungsfel-
der (Dendriten) und in einen langen Zellfortsatz (Axon), der am Terminalbereich erneut
eine wurzelartige Form aufweist.®

Gliazellen (Astrocyten, Oligodendrocyten) haben hauptsichlich die Funktion, Neuro-
nen zu schiitzen, zu isolieren und zu erndhren. Die meisten Gliazellen sind Astrozyten,
welche mit einem Abstand von 20 nm den Bereich zu den Neuronen austfiillen. Die Astro-
zyten erfiillen viele wichtige Aufgaben, darunter die Versorgung der Nervenzellen mit
Sauerstoff und Nihrstoffen, den Abtransport von Zellabfallprodukten wie CO, sowie die
Beseitigung von Ioneniiberschiissen (Kt und Ca™ ). Sie dienen zudem als Energie- und
Nihrstoffspeicher. Die Oligodendrozyten ummanteln die Axone der Nervenzellen und
schiitzen die elektrischen Signale gegen Stérungen durch benachbarte Axone. Eine Oligo-
dentrozytzelle ist in der Lage, mehrere Neuronen gleichzeitig zu umbhiillen und zu schiit-
zen. Neurale Stammzellen sind wie alle pluripotenten Stammzellen nur in der Lage, eine
asymmetrische Teilung in einer geeigneten Nische durchzufiihren. Diese Stammzellni-

sche besteht aus zelluldren und nichtzelluldiren Komponenten.



1. Einleitung

Stammzelle und
Stammzellnische

Stammzelle und
Stammzellnische

Proliferation Proliferation

’

’=¢
@

l asymmetrische Proliferation, l asymmetrische Proliferation, l

Differenzierung Differenzierung

+

: Oligodendrozyt Astrozyt

Neuron 1

Neues Nervengewebe des zentralen
Nervensystems
(Neuronen, Oligodendrozyten
und Astrozyten)

Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung der Differenzierung von neuralen Stammzel-
len zu Neuronen, Astrozyten und Oligodentrozyten sowie schematische
Darstellung der Funktion der Astrozyten und Oligodentrozyten.



1.2. Von der natiirlichen zur synthetischen EZM als neurale Stammzellnische

1.2. Von der natiirlichen zur synthetischen EZM als

neurale Stammzellnische

1.2.1. Natiirliche neurale Stammzellnische

Nach der embryonalen Entwicklung iibernehmen die neuralen Stammzellen die Aufgabe,
neue Zellen des Nervensystems zu produzieren. Die Zone, in der sich diese Stammzel-
len befinden, wird als neurale Stammzellnische bezeichnet. Die Stammzellnische spielt
eine sehr wichtige und kritische Rolle bei der Ubertragung von Signalen der Mikroum-
gebung und der Zell-Zell-Wechselwirkung und kontrolliert u.a. die Proliferation und Dif-
ferenzierung der Stammzellen zu Nervenzellen” Den Beweis fiir die Existenz der neura-
len Stammzellnische lieferten Doetsch et al'” sowie Herrera er al'! Sie transplantierten
Stammzellen in einen Stammzellnischenbereich eines Nagetiers, wo sie dann proliferier-
ten, migrierten und differenzierten. Transplantierten sie die neuralen Stammzellen hin-
gegen in eine Region ohne Stammzellnische im Gehirn des Nagetiers, zeigte sich keine
Proliferation: Die Zellen differenzierten ausschlieBlich in Gliazellen. Neurale Stammzel-
len bzw. neurale Stammzellnischen des adulten Gehirns befinden sich im Bereich des
Hippocampus und des Riechkolbens 22 Die Stammzellnische beinhaltet zellulire Kom-
ponenten, l6sliche Faktoren (z. B. Wachstumsfaktoren) und die extrazellulire Matrix

(extrazellulire Matrix (EZM)).1>

1.2.2. Extrazellulire Matrix (EZM)

Viele Faktoren haben einen Einfluss auf die zelluldren Prozesse. Ein entscheidender Fak-
tor ist die Existenz einer unloslichen Umgebung, die geeignete mechanische und bio-
chemische Eigenschaften aufweist. Dies gibt der EZM] eine maBgebliche Bedeutung fiir
1415

die Zellidentitit, Zelladhésion, Zellmigration, -proliferation und Zelldifferenzierung!

In den letzten Jahren wurden in der Stammzelltherapie adulte Stammzellen isoliert und
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direkt ohne Triagermaterial implantiert. Jedoch brachte dies nur bescheidene Erfolge, da
aufgrund der fehlenden Stammzellnische nur ein kleiner Anteil der Stammzellen nach
der Implantation iiberlebte 19 Die EZM besteht aus den zwei Hauptkomponenten Gly-
kosaminoglykane (z. B. Hyaluronsédure, Heparin und Chondroitin) und Faserproteine (z.
B. Kollagene und Elastin), daneben aus Glykoproteinen, zu denen das Fibronektin und
Laminine geht')ren. Lange Zeit wurde der EZM die Funktion als Wasserspeicher und
Zelltrager (Leim) zugeschrieben. Sie spielt jedoch eine weit groere Rolle in den zellu-
laren Prozessen als nur die eines passiven Substrats. Sie interagiert mit den umgebenden
Zellen und beeinflusst diese iiber dynamische Wechselwirkungen, beispielsweise durch

Rezeptoren und die Abgabe von Wachstumsfaktoren, und sie unterstiitzt auch die Zell-

Zell-Wechselwirkung®® (Abbildung 1.2).

Zell-Zell- EZM-Zell-
Kontakte Kontakte

00000000 000000
wiots oo o

(a3pr)

Wachstumsfaktor

Fibronektin

Proteoglykane Kollagen

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung der EZM.

Die meisten untersuchten EZM-Komponenten sind sogenannte Faserproteine (wie z. B.
Kollagen und Elastin) und Glykoproteine (wie z. B. Fibronektin und Laminin).2? Diese

Komponenten sind neben Polysacchariden die Hauptbestandteile der EZM.
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1.2.2.1. Kollagen

Die 28 derzeit bekannten Kollagentypen sind fiir die gewebemechanische Stabilitit und
fiir den Wassergehalt des Gewebes verantwortlich. Kollagene machen 25 % der gesam-
ten Proteinmasse bei Sdugetieren aus und verleihen dem Gewebe eine besondere Wider-
standsfihigkeit gegeniiber mechanischer Belastung, wie sie in Knorpel, Sehnen, Kno-
chen und der Haut gebraucht wird. Je nach Typ befinden sich die Kollagene spezifisch
in verschiedenen Geweben. Zum Beispiel sind die Kollagentypen XIII und XVIII Trans-
membranproteine, wihrend die Typen I, II, III, V und XI eine mechanisch sehr stabile
Tripelhelixstruktur aufweisen. Auch die Kollagentypen IV, VII und X sind in der Lage,
ein Netzwerk auszubilden, z. B. die Basalmembran.2"22 Da gemif der Literatur die Pep-
tidsequenzen (GTPGPQGIAGQRGV V4 und MNYYSNS?#), die aus Kollagentyp I und
IV abgeleitet sind, die Differenzierung der Stammzellen unterstiitzen, wurden diese bei-
den Peptidsequenzen im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und in das Biohybridhydrogel

eingebaut.

1.2.2.2. Laminin

Einer der Hauptbestandteile der EZM in der Basalmembran ist das Laminin/222® Lami-
nin weist eine besondere dreidimensionale Struktur auf, die aus drei Proteinketten be-
steht. Bisher wurden fiinf o-Ketten, drei 3-Ketten und drei y-Ketten nachgewiesen. Diese
drei Proteinketten sind durch Disulfidbriicken verbunden und bilden ein kreuzfdrmiges
Glykoprotein® (siehe . Da Laminine Bindungsstellen fiir Zellrezeptoren
aufweisen und einen bedeutenden Einfluss auf das Zellverhalten (Adhédsion, Migration
und Proliferation) haben, wurde in dieser Arbeit ein Laminin-basiertes Peptid (IKVAV )%
hergestellt und in ein Biohybridhydrogel eingebaut, um den Einfluss dieser Lamininpep-

tidsequenz auf das Verhalten von Stammzellen zu studieren.
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ku%e;fr(i;ﬁ:ge a-Kette
B-Kette [ i o
v-Kette
a-helikale |
Region
Integrin
kugelférmige Bindungsregion
Region
Dystroglycan
Bindungsregion

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung des kreuzformigen Glykoprotins Laminin
(griin = y-Kette, braun-bordeaux = 3-Kette und blau = a-Kette).

1.2.2.3. Tenascin

Zur Tenascinfamilie gehoren vier Mitglieder: Tenascin-R, Tenascin-X, Tenascin-Y und
Tenascin-C,%® die alle eine dhnliche Doménenstruktur aufweisen. Tenascin-C wurde von
Erickson und Taylor elektronenspektroskopisch untersucht und erwies sich als sechsar-
miges hexabrachionformiges Glykoprotein (siehe [Abbildung 1.4) % Da Tenascin-C eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung des ZNS und beim Wachstum von Axonen spielt,3
wurde in dieser Arbeit aus der FNIII-Doméne D-5 Tenascin-C die von Prof. Feistner un-
tersuchte Peptidsequenz (VWSRAPTA) hergestellt und in einen Biohybridhydrogel ein-
gebaut. In der Literatur wird berichtet, dass Tenascin-C nicht nur ein wichtiger Faktor
fiir das Wachstum des ZNS ist*!' sondern auch eine groBe Rolle bei der Gewebereparatur
nach einer Verletzung spielt.? In entwickelten Organen wurde eine sehr geringe bis gar
keine Tenascin-C-Expression festgestellt. Jedoch wurde Tenascin-C im adulten ZNS, z.
B. im Hippocampus, aktiv exprimiert, was es zu einem sehr interessanten Protein fiir die

neurale Stammzellforschung macht.
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(a) Elektronenmikroskopische Darstellung (b) Schematische Darstellung

Abbildung 1.4.: (a) Elektromikroskopische Aufnahme von humanen Tenascin-C-
Hexabrachionen. (b) Schematische Darstellung eines humanen Tenascin-
C-Hexabrachions, a = Terminalgebilde, b = dickeres distales Segment, ¢
= diinneres inneres Segment (die drei Segmente bilden jeweils eine ,,T-
Verbindung*), d = Zwei Arme erstrecken sich kollinear in entgegenge-
setzter Richtung; der dritte Arm erstreckt sich senkrecht; jedes dieser
Trimere wird durch eine kurze Verbindung zu einem zentralen Verbin-
dungspunkt gebiindelt. e = Verbindungspunkt. =

1.2.2.4. Fibronektin

Fibronektin ist nicht nur in funktioneller, sondern auch in struktureller Hinsicht das am
meisten untersuchte und vielseitigste EZM-Protein. Zwei stabformige o- und -Polypeptid-
ketten, die miteinander am C-Terminal durch Disulfidbriicken verbunden sind, formen die
Fibronektinstruktur? (siche (a)). Jede Fibronektinpolypeptidkette (~ 230
kDa) ist aus einer Vielzahl von Doménen (ca. 40-90 Aminosduren) zusammengesetzt, die
in drei Strukturtypen (I, II und III) unterteilt sind. Jede Doméne ist iiber bewegliche Seg-
mente mit der anderen Doméine verbunden,*!' was Fibronektin mit seinen verschiedenen
Binderegionen auszeichnet, darunter Fibrin, Heparin und Kollagen sowie eine Zellbin-
dungsregion (siche (a)). Fibronektin Doméne-Typ III ist auch in anderen
EZM-Proteinen zu finden und hat keine Disulfidbriicke.** Da Fibronektin in fast allen Le-
bewesen — sogar in primitiven multizelluldren Organismen — vorkommt, wird angenom-

men, dass es ein essenzielles Protein in der evolutiondren Entwicklung des biologischen
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Systems ist.*> Die Bindung an die Zelloberflichenrezeptoren ist wohl die wichtigste und
bekannteste Funktion des Fibronektins. Die Bindung erfolgt durch das RGD-Motiv,?® das
sich in der Fibronektin-Domine-Typ III befindet (siehe (b)). Dieses Motiv
besteht aus den drei Aminosduren Arginin, Glycin und Asparaginsdure (im Dreibuch-
stabencode RGD)?? Das RGD-Motiv bindet an die Integrin-Zelloberflichenrezeptoren,

z. B. aiy B3 und 5Py 2%2? und fordert so die Zelladhésion.

COOH COOH
(.. . )
- Fibrin
u Heparin y NHy |, O OIOJCL
H,N_ N N
Zelladhidsion
u t‘\/ N\, Arginin, Glycin und Asparaginsiure,
i Kollagen _ )‘ Arg-Gly-Asp, (RGD).
u u Heparin o, )
NH2 NH2 3D Fibronektin.PDB Eintrag ITTF.

(a) Schematische Darstellung (b) Die dreidimensionale Struktur von Fibronektin-Typ III
von Fibronektin mit Bindungs-
stellen

Abbildung 1.5.: (a) Schematische Darstellung von Fibronektin a-, B-Polypeptidketten,
die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Im Kasten: Fibrinbindungs-
stellen. (b) Dreidimensionale Struktur der 10. Doméne Typ III von
Fibronektin (PDB Eintrag 1TTF); die rote Schleife stellt die RGD-
Peptidsequenz Arginin, Glycin und Asparaginsiure (Arg-Gly-Asp) dar.

Fibronektin kann 16slich, z. B. im Blut, oder unldslich vorkommen, wie in der EZM 41
In dieser Arbeit wurde die Peptidsequenz (6Ahx),GRGDSF* hergestellt und in ein Bio-
hybridhydrogel eingebaut, um das neurale Stammzellverhalten zu studieren. In den Kapi-
teln 4.2.1 und 6 wird ausfiihrlich die Herstellung RGD-modifizierter Hydrogele und deren

Einfluss auf das Verhalten neuraler Stammzellen beschrieben.
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1.2. Von der natiirlichen zur synthetischen EZM als neurale Stammzellnische
1.2.3. Extrazellulare Matrix (EZM) der neuralen Stammzellnische

Die EZM der Stammzellnische weist eine spezielle Struktur auf, die fiir die Erhaltung und
Verankerung der Stammzellen in der Nische essenziell ist. Wie bereits erwihnt, machen
die Glykoproteine und die Proteoglykane die Hauptbestandteile der EZM aus. Auch in der
extrazelluldren Matrix (EZM) der neuralen Stammzellnische spielen die Glykoproteine
bzw. die faserbildenden Proteine eine grofle Rolle. Dazu gehoren verschiedene Kollagen,
die sich im ZNS gewohnlich neben den Endfiilchen der Gliazelle und in der Basalmem-
bran der Blutgefifle befinden, ebenso wie der klassische Baustein der Basalmembran, das
Laminin*!'Ein weiterer Bestandteil der EZM der neuralen Stammzellnische sind die anti-
adhédsiven Glykoproteine, wie z. B. das Tenascin. Es wurde ein Strukturfunktionsmodell
fiir Tenascin-C entwickelt und festgestellt, dass Tenascin-C eine Rolle bei der Stimulation
des Axonwachstums spielt. Durch gezieltes Entfernen von EZM-Komponenten lésst sich
noch einmal zeigen, wie essenziell jeder einzelne Bestandteil ist. Wihrend die Lamini-
ne und Fibronectin essenziell fiir die Entwicklung der embryonalen Stammzellen sind,
zeigen Knock-out-Experimente, dass die Tenascin-C-Familie wichtig fiir eine gesunde
genetische Entwicklung ist.*? Besonders zeigt die jiingere Forschung die Beziehung zwi-
schen Tenascin und der Entwicklung neuraler Zellen auf. Diese Forschung zeigt, dass die
gesunde Entwicklung neuraler Zellen von der Anwesenheit von Mitgliedern der Tenascin-

C-Familie abhiingt >

1.2.4. Mimetika neuraler Stammzellnischen auf Basis natiirlicher

und synthetischer Polymere
Wie bereits erldutert, ist das Interesse an der Stammzellforschung in den letzten Jah-
ren stark gestiegen. Die Notwendigkeit, Stammzellen zu steuern, zu manipulieren und

gezielt zu differenzieren, unterstiitzt den Bedarf nach einem vertieften Verstindnis der

Rolle der kiinstlichen EZM. Anfinglich kamen konventionelle Zellkulturtechnologien als
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Erginzung des herkommlichen 16slichen Mediums zum Einsatz, um das Verhalten der
Stammzellen zu kontrollieren, wodurch sich jedoch nur wenige Erfolge erzielen lieBen.
Die Herausforderung besteht darin, ein Material zu finden, das gewebetypische Mikromi-
lieus von Stammzellen imitiert, den Zellen rdumliche Freiheit gewéhrleistet und gleich-
zeitig die Zellfunktionen unterstiitzt. Einer der entscheidenden Faktoren ist die Festigkeit
des Materials. Die natiirliche Stammzellnische kann je nach Herkunft ganz unterschied-
liche Festigkeiten aufweisen. Das natiirliche Gehirngewebe ist z. B. mit einer Elastizitit
von ~ 500 Pa** ein sehr weiches Gewebe, wihrend Muskel- bzw. Knochengewebe mit
einer Elastizitit von ~ 10* Pa bzw. ~ 10'° deutlich hirtere mechanische Eigenschaften

aufweist >4/

In der Literatur finden sich viele Studien, die biologische Materialien, synthetische Ma-
terialien und Hybridmaterialien als Modelle fiir kiinstliche Stammzellnischen untersucht
haben. Diese Materialien weisen je nach Herkunft sowie ithren mechanischen und bio-
logischen Eigenschaften zahlreiche Vorteile und Nachteile auf. In der neuralen Stamm-
zellforschung werden viele verschiedene Materialien in der Hoffnung getestet, eine na-
turliche neurale Stammzellnische zu imitieren. Zu den natiirlichen Materialien, die als
neurale Stammzellnischen untersucht worden sind, gehoren Kollagen,*8>Y Hyaluronsiu-
re (HA)”Y Agarose”Y Alginat,*® Chitosan,”Y Methylcellulose (MC), Xyloglucan, Matri-
gel, auf Fibrin PolySia basierende Hydrogele und Peptid-Hydrogele #* Als synthetische
Materialien sind Polyethylenglkyol*3212 und Polyacrylamid>!3 eingesetzt worden **
Die physikalischen und biochemischen Eigenschaften dieser Materialien, einschlieflich
Festigkeit und Morphologie, konnen das Zellverhalten stark beeinflussen, beispielsweise
Lebensfihigkeit, Adhédsion, Neuritenwachstum, Proliferation, Differenzierung und Mi-

gration?

Viele natiirliche Bestandteile der EZM] wie Proteine, Peptide, Polysaccharide und Gly-
cosaminoglycane sind als kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen verwendet worden 4

Die natiirlichen Materialien genieen wichtige Vorteile. Mit ihrer Biokompatibilitit und

14
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Abbaubarkeit durch natiirlich vorkommende Enzyme kann fast keines der synthetischen
Materialien konkurrieren *# Allerdings ist die geringe Stabilitit und die begrenzte Varia-
tionsmoglichkeit der mechanischen Eigenschaften von Nachteil 2% Schlielich ist die
Reinigung der aus Lebewesen entnommenen Materialien nicht einfach. Die sehr wahr-
scheinlichen Verunreinigungen durch restliche Bestandteile konnen zum Beispiel zu Im-
munreaktionen fithren. Trotz dieser Nachteile haben die EZM-Bestandteile, insbesondere

die Polysaccharide, eine bedeutende Rolle in der heutigen Stammzellforschung.

1.2.4.1. Natiirliche Materialien als kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen

Connor et al. stellten fest, dass die von Ratten isolierten neuralen Vorlduferzellen sich
schneller auf 2D Kollagen Typ I Gel vermehren und in Neuronen und Astrozyten diffe-
renzieren.”” Miyazaki et al. und Hiraoka et al. fiigten Zelladhisionsmolekiile (von Lami-
nin abgeleitete Peptide) hinzu, um die Adhisionsfihigkeiten der neuralen Zellen auf dem
Kollagen-Gel zu verbessern2%2? Als die Festigkeit des Kollagen-Gels durch Genipin als
Vernetzer variiert wurde, wurde entdeckt, dass Neuriten deutlich linger und schneller
wuchsen.®? Neben dem Kollagen wurden noch andere [EZM}Proteine, wie z. B. Laminin
und Fibrin, als kiinstliche Stammzellnische angesetzt. Ju et al. studierten das Wachstum
von Maus- und Rattenneuronen in Fibrin, das aus verschiedenen Spezies (z. B. Rind,
Mensch und Lachs) entnommen wurde. Interessanterweise entdeckte die Forschergruppe,
dass die Hydrogele mit Lachs-Fibrin den hochsten Grad an Neuritenwachstum aufwie-
sen.®!' Das native Fibrin-Hydrogel wurde von Schense et al. mit bioaktiven Peptidsequen-
zen, z. B. RGD, IKVAYV, und YIGSR, ausgeriistet. Dies gelang enzymatisch wihrend der
Fibrin-Vernetzung durch einen Fibrin-stabilisierenden Faktor, Faktor X111.02

Neben den natiirlichen EZM-Proteinen wurde auch die Anwendung von natiirlichen
Polysacchariden in der Stammzellforschung intensiv verfolgt.

Martin et al. setzten das thermoreversible Agarose-Methylcellulose-Hydrogel-Gemisch

in der Stammzellenforschung ein. Dieses thermoreversible Hydrogel hat den Vorteil, sich
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bei physiologischen Temperaturen zu verfestigen, was erlaubt, die Zellen mit 16slichen
Methylcellulose zu mischen, wéhrend sich nach der Applikation im Patienten bei 37 °C
ein physikalisch stabiles Gel ausbildet.%* Die Modifizierung der Agarose bringt viele Vor-
teile mit sich und verbessert z. B. die Adhésionsfahigkeiten des Gels. Luo und Shoichet et
al. bauten die bekannte adhédsionférdernde Peptidsequenz GRGDS ins Agarose-Gel ein,
was zur Verbesserung der Zelladhésion und Zellmigration sowie zum Neuritenwachstum
fithrte ** Eine weitere Modifizierung von Agarose-Gel mit der GRGDS-Sequenz fiihr-
ten Aizawa et al. durch. Das Gel wurde auch mit dem Wachstumsfaktor-AA (PDGF-
AA Platelet-derived growth factor) aufgeriistet. Sie stellten fest, dass dieses modifizierte
Agarose-Gel eine deutliche Differenzierungsneigung der neuralen Stammzellen speziell

zur Oligodendrozyten-Linie unterstiitzt.©>

Ein weiteres natiirliches Polysaccharid mit interessanten Merkmalen ist Chitosan. Chi-
tosan ist ein natiirliches Polymer, das durch die alkalische oder enzymatische Deacetylie-
rung von Chitin hergestellt werden kann. Der Grad der resultierenden Deacetylierung
kann variieren: Sie kann vollstidndig oder teilweise durchgefiihrt werden. Dies hat nicht
nur auf die Kettenlidnge des Polymers bzw. die Loslichkeit und Viskositit Einfluss, son-
dern auch auf die positive Ladungsdichte, die einen starken Einfluss auf die Zelladhésion
sowie viele andere Zelleigenschaften hat. Um die Chitosan-Wasserloslichkeit zu verbes-
sern, konnen z. B. die Amingruppen des Chitosans mit Methacrylsdureanhydrid umge-
setzt werden. Chitosan-Methacrylamid wurde von Yu et al. mit Peptidsequenzen, z. B.
YIGSR und IKVAV, modifiziert. Dieses modifizierte Chitosan zeigte eine deutliche Ver-

besserung beim Neuritenwachstum und der neuronalen Zelladhision

In der wurden die obengenannten natiirlichen Materialien als kiinstliche

EZM fiir neurale Stammzellen zusammengefasst.
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Tabelle 1.1.: Natiirliche Materialien als kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen.

Hydrogel  Festigkeit  2D/3D  Getestete Zelltypen  Additive Referenzen
(pa)
Kollagen  60-400 2D Neurale Vorldufer- ohne Additive B7]
zellen (Ratten)
150-400  2D/3D Neurale Vorliufer- PPFLMLLKGSTR-  [58-60]
zellen (Ratten) Peptid
2-20 3D Embryonale Spi- RGD und cRGD 6]
nalganglionzellen
(Huhn)
Fibrin 250-2100 3D Embryonale Spi- RGD, IKVAYV, und 62
nalganglionzellen YIGSR
(Huhn)
125-2150 2D Embryonale Zellen ohne Additive 68l ]
bei E17-E19 (Rat-
ten)
Agarose 5-130 3D Spinalganglionzellen ohne Additive 63 ]
1020 3D Spinalganglionzellen GRGDS [641]
(Huhn)
KA. 2D NSPCs (erwachse- PDGF-AA- [65]
ne Ratten) Wachstumsfaktor
Chitosan  1000-30000 2D NPCs (erwachsene ohne Additive B3]
Ratte)
k.A. 2D Neuronen des SCG  Methacrylamid, [6el |

(Ratten)

YIGSR, IKVAV
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1.2.4.2. Synthetische Materialien als kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen

Synthetische Hydrogele haben einige bemerkenswerte Vorteile gegeniiber natiirlichen
Hydrogelen, und zwar ihre einstellbaren mechanischen Eigenschaften sowie die einfache
Kontrolle der Geriiststruktur und chemischen Zusammensetzung. Allerdings reichen syn-
thetische Hydrogele allein meist nicht aus, um natiirliches Gewebe zu ersetzen, weshalb

sie mit natiirlichen Liganden, wie z. B. Peptiden, funktionalisiert werden.”"

Polyacrylamid-Hydrogele. NeuroGelTM ist ein literaturbekanntes synthetisches und
biokompatibles Hydrogel, das von Dr. Woerly entwickelt wurde. Das Gel ist ein Poly[N-
2-(hydroxypropyl)methacrylamid] (PHPMA), das mit der RGD-Peptidsequenz (Arg-Gly-
Asp) ausgertistet ist. Es wird fiir ein vielversprechendes Geriistmaterial gehalten, das
die Genesung des verletzten Riickenmarks fordern soll 7172 Ein weiteres Polyacrylamid-
Hydrogel fiir die Stammzellforschung wurde von Healy et al. entwickelt. Das Hydrogel ist
ein Polymernetzwerk bestehend aus Polyacrylamid und Polyethylenglycol (PEG)), das mit
bioaktiven Peptidsequenzen, wie RGD und IKVAYV (lle-Lys-Val-Ala-Val), funktionalisiert
wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass RGD in einer Konzentration von > 5,3 pmol/cm? die
Zellselbsterneuerung und Differenzierung von neuralen Stammzellen fordert”? Die me-
chanischen Eigenschaften dieser Hydrogele konnen leicht durch Variationen der Konzen-
tration des Vernetzeranteils eingestellt werden. Diese Verdnderungen der mechanischen
Eigenschaften erlauben es, den Einfluss der Gelfestigkeit auf das Stammzellverhalten zu
studieren.”*7> Interessanterweise zeigen die Ergebnisse, dass adulte neurale Stammzel-
len von Ratten, die auf festen Gelen mit einem Elastizitdtsmodul von 1-10 kPa kulti-
viert wurden, eine Differenzierungsneigung zu Gliazellen (Oligodendrozyten und Astro-
zyten) hervorbrachten. Dagegen differenzierten adulte neurale Stammzellen von Ratten,
die auf weicheren Gelen mit einem Elastizititsmodul von 100-500 Pa kultiviert wur-
den, hauptsichlich zu Neuronen.”> Obwohl es viele Vorteile und gute Eigenschaften der

Polyacrylamid-Hydrogele gibt, wie z. B. die einfache Herstellung, die einfache Variation
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der mechanischen Eigenschaften sowie die Moglichkeit, bioaktive Liganden im Gel ko-
valent zu binden, weisen sie auch groB8e Nachteile auf. Die in-situ Polymerisation kann
nicht angewendet werden, da Restmonomere, wie zum Beispiel Acrylamid, toxisch sind

und vorher entfernt werden miissen..°

Aufgrund seiner Hydrophilie und seiner Biokompabilitit ist Polyethylenglycol (PEG)
sehr hiufig in der Literatur zur Stammzellforschung zu finden””’® Um die Bioabbaubar-
keit des PEG zu verbessern, wurden von Mahoney et al. weitere Modifikationen durch-
gefiihrt, nimlich eine Copolymerisation von PEG-, Poly-milchsidure-Hydrogel und Poly-
glycolsiure-Hydrogel ” Eine weitere Modifikation mit Peptiden oder Proteinen im PEG
ist ebenfalls moglich. Zum Beispiel bauten Freudenberg e al. das RGD-Peptid kovalent
und einen weiteren Wachstumsfaktor (FGF-2) nicht kovalent in das sternférmige PEG-
Hydrogel ein. In 2D In-vitro-Studien wurde beobachtet, dass die aus Maduseféten entnom-
menen neuralen Stammzellen auf diesem Gel sehr gut haften konnen. Aufgrund der lang-
samen Freisetzung des FGF-2 wurde die Differenzierung der Zellen komplett verhindert.
Die Zellen blieben in einem undifferenzierten Zustand, obwohl ein zusitzliches Diffe-
renzierungsmedium hinzugegeben wurde ¥ Der Einfluss der PEG-Hydrogelfestigkeit auf
das Zellverhalten wurde von Hynes et al. untersucht. Sie erstellten eine Bibliothek von
PEG-Hydrogelen mit Polylysin (PLL), indem das Verhiltnis von PEG zu PLL variiert
wurde, was einen direkten Einfluss auf die Festigkeit und den Quellungsgrad des Hydro-
gels hat. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zellen auf dem Hydrogel bis zu 17 Tage iiber-
lebten. Zudem ergab sich, dass die Migration und die Differenzierung der Zellen durch die
mechanischen Eigenschaften des Hydrogels stark beeinflusst wurden 2 Ein zusitzlicher
Faktor, der die Ergebnisse signifikant beeinflusst, ist die kationische Ladungsdichte des
Hydrogels, die durch PLL erzeugt wird. Dieser Faktor wird in Kapitel [5.1] ausfiihrlicher

beschrieben.

In wurden die Merkmale der oben genannten synthetischen Materialien als

kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen zusammengefasst.
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1. Einleitung

Tabelle 1.2.: Synthetische Materialien als kiinstliche EZM fiir neurale Stammzellen.

Hydrogel Festigkeit 2D/3D  getestete Zelltypen — Additive Ref.
G'(pa)
Polyacrylamid 10-10000 2D adulte  neurale RGD 3]
Stammzellen
(Ratte)
10-10* 2D PC12 Zellen Fibronectin 81}
200-9000 2D embryonale Fibrin 68 ]
Stammzellen
(Ratten)
94000 2D NSZ-Zellen RGD, IKVAV 3]
(adulte Ratten)
PEG 25000~ 2D PC 12 Zellen RGD, IKVAV, und [82/]
135000 YIGSR
100-20000 3D neurale Progenitor- PLL [521]
zellen (Maus)
1004500 2D NSZ (Maus) RGD, FGF-2- [80]
Wachstumsfaktor

Wie gezeigt wurde, sind Hydrogele aufgrund ihrer Eigenschaften unersetzliche Mate-

rialien in der Stammzellforschung.
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1.3. Hydrogel

1.3. Hydrogel

1.3.1. Definition von Hydrogelen

Da Gele gleichzeitig Festkorpereigenschaften und Eigenschaften von Fliissigkeiten auf-
weisen, ist eine Definition des Materialzustands schwierig. Sie besitzen strukturelle In-
tegritdt und flieBen nicht. Fiir Molekiile, die signifikant kleiner als die Gelporen sind,
besitzen Gele das Transportvermogen von Fliissigkeiten. Gele, die im Wasser aufquellen
— auch Hydrogele genannt —, besitzen hydrophile Polymerkomponenten, welche mittels
kovalenter oder nicht kovalenter (physikalischer) Bindungen vernetzt sind 33*% Die Ver-
netzungsart bzw. die Vernetzungsdichte ist fiir die riumliche und mechanische Stabilitéit
verantwortlich, wihrend der hohe Fliissigkeitsanteil zu den fluiddhnlichen Transportei-
genschaften fiihrt. Diese besondere Kombination von verschiedenen physikalischen Ei-

genschaften macht Hydrogele zu einem sehr guten Kandidaten fiir viele Anwendungen

(siehe [Abbildung 1.6). Eine sehr verbreitete und bekannte Verwendungsweise von Hy-

drogelen ist der Einsatz als superabsorbierende Materialien, da ein Hydrogel das 100-
bis 1000-Fache seines Trockengewichts an Wasser aufnehmen kann.®> Weitere Hydro-
gelanwendungen gewinnen in letzter Zeit zunehmend an Bedeutung, z. B. der Einsatz
als chemische/biologische Sensoren,%® bei der chemisch-biologischen Trennung®’ und
als Mikroreaktoren ®® Nicht zuletzt hat Hydrogel in der Medizin als kiinstliches Gewebe

89190

in der Geweberegeneration und bei der Freisetzung von Medikamentenwirkstoffen®!

grofle Bedeutung gewonnen.

1.3.2. Klassifizierung von Hydrogelen

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Hydrogele zu klassifizieren. In dieser Arbeit werden

sie nach ihrer Vernetzungsart eingeteilt und im Folgenden erklért.
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1. Einleitung

2. Biomaterialien
( Zellnischen )

3. chemis
Trennung

\—( 5. Wirkstofffreisetzung )} ___J ;C 6. Superabsorber )_)

Abbildung 1.6.: Beispiele fiir die Verwendung von Hydrogelen: 1. Nanoreaktor, 2. Bio-
materialien, Zellnische, 3. Chemische/biologische Trennung, 4. Funktio-
nalisiertes Hydrogel, 5. Wirkstofffreisetzung, 6. Superabsorber.
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1.3. Hydrogel

1.3.2.1. Physikalisch vernetzte Hydrogele

Zu den physikalisch vernetzen Hydrogelen gehoren sowohl synthetische als auch natiirli-
che Hydrogele. Die stabile dreidimensionale Struktur kann dabei wieder in eine Polymer-
16sung umgewandelt werden. Dieser Phaseniibergang zidhlt zu den Vorteilen dieser Hy-
drogelvernetzungsart. Sie wird dementsprechend hiufig als Verkapselungsmaterial von
Proteinen,92 Zellen®?? und Wirkstoffen?® verwendet, die dann durch die Auflésung der
Hydrogelstruktur freigesetzt werden. Die physikalische Vernetzung besteht meist aus hy-
drophoben Wechselwirkungen, Wasserstoffbindungen oder ionischen Wechselwirkungen.
Das bekannteste physikalisch vernetzte Hydrogel ist das Alginat, das aus einem Polysac-
charid (Mannuronsdure und Gluconsiure) besteht, das mit Calciumionen vernetzt werden
kann? Die Auflésung dieses Hydrogels kann durch die Zugabe eines chelatisierenden
Reagenz erfolgen, das die Calciumionen bindet. Hydrogele dieser Art konnen auch syn-
thetisch hergestellt werden. Ein bekanntes Beispiel ist die Mischung von zwei Polymeren.
Beispielsweise bilden Poly(acrylsdure) und Poly(methacrylsidure) Wasserstoftbindungen
mit Poly(ethylenglycol) aus. Die entstehenden Bindungskrifte geben dem Hydrogel ei-
ne gewisse mechanische Stabilitit. Die Wasserstoffbindungen entstehen zwischen dem
Wasserstoffakzeptor — in diesem Fall dem Sauerstoff des Poly(ethylenglycols) — und der
Carboxygruppe der Polyséduren, wobei die Sduren protoniert vorliegen miissen, weshalb
die Bildung von Hydrogelen dieser Art pH-abhingig ist.2®°” Besteht das Blockpolymer
aus hydrophilen und hydrophoben Teilen, kann ein physikalisches Hydrogel”® entstehen,
wie z. B. der Triblock-Copolymer PEG-PLGA-PEG ®? Im Rahmen dieser Arbeit wurden

ausschlielich chemisch vernetzte Hydrogele hergestellt.

1.3.2.2. Chemisch vernetzte Hydrogele

Im chemisch vernetzten Gel sind die Vernetzungsstellen kovalent. Diese Art von Gel

weist eine hohere mechanische Stabilitit auf als physikalisch vernetztes Hydrogel. Che-
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1. Einleitung

misch vernetzte Hydrogele konnen durch zwei Vernetzungsstrategien hergestellt werden:
Gelbildung durch In-situ-Polymerisation und durch die nachtrigliche Vernetzung von

Préapolymeren (Abbildung 1.7).

| Mittels Gamma-
Strahlung

c nachtragliche .
-%’., { Vernetzung Millels Spzvpey — mit Aldehyden
[}
s
2 —  Additionsreaktionen
g Durch chemische
] | | Reaktionen von
e komplementaren
§ Ciugeen — Kondensationsreaktion
()
d=
?
E e e Click Chemie

T o ittels radikalische
5 { in-situ-Vernetzung =—— Polymerisation

Abbildung 1.7.: Vernetzungsstrategien der chemisch vernetzten Hydrogele.

Eine sehr verbreitete Strategie, um dieses dreidimensionale Netzwerk herzustellen, ist
die Eintopf-Polymerisation (/n-situ-Vernetzung), wobei die Monomere und der Vernetzer
zusammen polymerisiert werden. Im Allgemeinen basiert diese Strategie auf der Ver-
wendung von mono-funktionellen Monomeren zusammen mit di- oder tri-funktionellen
Vernetzermonomeren. Diese Strategie wurde bereits zur Herstellung einer Vielzahl von
unterschiedlichen Hydrogelen fiir die Gewebekonstruktion verwendet. So wurde z. B.
PEG-Diacrylate von Lee et al. als Vernetzer eingesetzt, um N-methacrylierte L-3,4- dihy-
droxyphenylalanin (L-DOPA) Monomere mittels freier radikalischer Polymerisation zu
gelieren 10

Die Vernetzung kann auch nachtriglich erfolgen. Dies erfolgt hauptsidchlich durch drei

nachtrigliche Vernetzungsmethoden: durch Gammastrahlung !’ die Verwendung von En-

1021103 2

zymen oder durch chemische Reaktionen von komplementiren Gruppen!?

(Abbildung 1.7))10%
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1.3. Hydrogel

Bei der ersten nachtriglichen Vernetzungsmethode wird Gammastrahlung zur Vernet-
zung von wasserloslichen Polymeren verwendet. Die Strahlung ist in der Lage, die C-H-
Bindung zu spalten, was freie Radikale auf dem Polymerriickgrat erzeugt. Dariiber hinaus
fiihrt die Radiolyse von Wasser zur Bildung von Hydroxylradikalen, die die Polymerket-
ten angreifen konnen, was zu zusétzlichen Radikalenzentren fiihrt. Die Rekombination
der Makroradikalketten fiihrt zu einem Polymernetzwerk 101

Eine weitere nachtréigliche Vernetzungsmethode ist die Verwendung von Enzymen, um
die Polymernetzwerke herzustellen 1Y Ein Beispiel dafiir ist die Verwendung von Trans-
glutaminase, um Glutaminylgruppen, funktionalisierte PEG-Molekiile und Polylysin-co-

phenylalanin zu vernetzen %

Die zweite Moglichkeit ist die chemische Reaktion von komplementiren Gruppen 1%

Eine dieser moglichen Reaktionen ist die Vernetzung mit Aldehyden. So lassen sich z. B.

wasserlosliche Polymere, die Hydroxyfunktionen besitzen (z. B. Polyvinylalkohol), mit

Glutaraldehyd als Vernetzungsreagenz zu Hydrogelen umsetzen 10>

Die dritte Moglichkeit, ein Netzwerk nachtriglich mittels chemischer Reaktion von

komplementéiren Gruppen zu schaffen, stellt die Additionsreaktion dar. Beispielsweise

106

konnen Polysaccharide mittels 1,6-Hexamethylendiisocyanat, 1% Divinylsulfon'% oder

dY7 yernetzt werden.

1,6-Hexandibromi
Eine weitere Moglichkeit zur Vernetzung von Polymeren ist die Verwendung von Kon-
densationsreaktionen zwischen Hydroxy- oder Aminogruppen mit Carbonséduren oder de-

102

ren Derivaten.**< Fiir die Herstellung der Amidbindung bieten sich viele Kupplungsrea-

genzien an. Eine der bekanntesten Reagenzien dafiir ist N,N (3-dimethylaminopropyl) N-

ethylcarbodiimid (EDC), das die Vernetzung von Gelatin zu Hydrogelen ermoglicht 108
Um das Hydrogel mit biologischen Eigenschaften auszuriisten, soll es bioaktive Ligan-

den enthalten oder in der Lage sein, lebende Zellen, Proteine oder Medikamentenwirk-

stoffen zu verkapseln. Dies zeigt den grolen Bedarf, eine bioorthogonale Vernetzungsre-

aktion zu finden, die die biologischen Liganden durch die Vernetzungsreaktion unversehrt

25



1. Einleitung

lisst. Die Staudinger-Reaktion,1%? [4+1] Cycloaddition ' und Click-Chemie lassen sich
als gute Beispiele in diesem Bereich anfiihren;11' z. B. wurde Hyaluronsiure-Hydrogel
mittels Kupfer (I)-katalysierter Cycloaddition vernetzt (Schema 1.1)). Dieses Gel wurde

als Wirkstoffverkapselungsgel und als kiinstliche Zellnische verwendet 12

VaVaVaVa
_ Cu(l) fN
o + N3— —_— N
|
NaVaVaVa

Schema 1.1: Nachtrdgliche Vernetzung. Click-Chemie (Kupfer (I)-Katalysator).

Yang et al verwendeten Kupfer-katalysierte Click-Chemie, um ein mit RGD funk-
tionalisiertes Hydrogel herzustellen. Die Festigkeit des Gels wurde von 2 bis 18.8 kPa
variiert ¥ Die Gelbildung dauert 2 bis 3 min, wobei dies von der Temperatur sowie der
Konzentration des Polymers und des Katalysators abhéngig ist. Die Kupfer-katalysierte
Click-Chemie (nachtrigliche Vernetzungsreaktion) zeigt viele Vorteile, darunter Bioor-
thogonalitit, Effizienz, Selektivitdt und relativ schnelle Reaktionsgeschwindigkeit. Eine
schwerwiegende Einschrinkung der Kupfer-katalysierten Reaktion in der biomedizini-
schen Anwendung ist die Toxizitit der Kupferionen bzw. der Sauerstoffradikale, die durch

diese Kupferionen erzeugt werden konnen.

VaVaVaV e
Q + N3— —_— &NN
— N
|
VaAVAVAV

Schema 1.2: Nachtrédgliche Vernetzung. Click-Chemie (Kupfer(I)-frei).

Diese konnen schwere strukturelle Schiden (Oxidation) von Biomolekiilen (Proteinen,

Nukleinsduren, Polysacchariden, Lipiden etc.) verursachen. % Daher wurde eine Kupfer-
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1.3. Hydrogel

freie Click-Chemie-Reaktion weiterentwickelt (Schema 1.2).

In den vergangenen Jahren wurden Hydrogele mithilfe der spannungskatalysierten Azid-
Alkin-Cycloaddition (SPAAC) entwickelt. Die Ringspannung der Cyclooctin-Molekiile
ermoglicht eine schnelle Reaktion mit Aziden 1218 Anseth et al. haben 2009 ein enzy-
matisch abbaubares Hydrogel durch eine spannungskatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddi-
tion (SPAAC) zwischen 4-Arm-PEG-Tetrazinden und difluoriertem Cyclooctin (DIFO)/
Alken-funktionalisiertem Peptid, (GPA GOLGI) Sequenz unter physiologischen Bedin-
gungen hergestellt und erfolgreich 3T3-Zellen eingekapselt” Diese Art von Click-
Chemie-Vernetzungsreaktion hat den Vorteil, kupferfrei und bioorthogonal zu sein. Der
groB3te Nachteil besteht in der schwierigen, mehrstufigen cyclooktin-Synthese sowie der
geringen Ausbeute. Dies macht die Herstellung gro3er Mengen an Hydrogel sehr aufwen-
dig und unékonomisch.

Die Thiol-Michael-Addition ist wegen der schnellen Reaktionszeit, der hohen Selek-
tivitidt und des einfachen Zugangs zu Edukten in der Literatur als nachtrigliche Vernet-
zungsmethode eines Hydrogels weit verbreitet. Die Reaktion erfolgt mittels Zugabe eines

Thiols an eine Doppelbindung in Acrylat, Vinylsulfon oder Maleimid 18112 (Schema 1.3)).

SATAVAYA
0 0=8=0
—SH + S—
/3 = i

NaVa¥aVp

VaVaV oV
@]
—SH ¥ :gﬁo— — o)\[R
S
NaVaVaV¥a

Schema 1.3: Nachtrdgliche Vernetzung. Thiol-Michael-Addition.
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Hubbell und Lutolf er al. waren die ersten, die die Michael-Addition als nachtrigliche
Vernetzungsreaktion anwendeten 1Y Die Hydrogele wurden aus PEG-Multiacrylat und
PEG-Dithiol oder thiolhaltigen Peptiden hergestellt. Die Gelbildungsreaktionsgeschwin-
digkeit kann durch einen basischen Katalysator kontrolliert werden 12! Die Liste der nach-
triglichen Vernetzungsreaktionen ist lang und kann hier nicht vollstidndig dargestellt wer-
den. Die Reaktionen, die fiir diese Arbeit relevant und literaturbekannt sind, wurden be-

reits oben beschrieben.

In dieser Arbeit wurden die freie radikalische Polymerisation und die kontrollierte radi-
kalische Polymerisation angewendet, mit dem Ziel, das Biohybridhydrogel herzustellen.
Die Vernetzungen erfolgten mittels der zwei Vernetzungsstrategien (In-situ- und nach-

trigliche Vernetzung).

1.3.3. Hydrogel-Charakterisierung

Die hergestellten Hydrogele wurden in dieser Arbeit sowohl chemisch als auch physi-
kalisch charakterisiert. Die chemische Charakterisierung der Polymere wurde durch die
Standardanalysemethoden (IR, UV, GPC und NMR) durchgefiihrt. Da die chemisch ver-
netzen Polymere (Hydrogel) unloslich sind, fordert ihre Charakterisierung im Vergleich
zu unvernetzten Polymeren spezielle Methoden. Netzwerke konnen durch verschiedene
Parameter beschrieben werden, darunter Netzwerkparameter, Festigkeit und die chemi-

sche Zusammensetzung.

1.3.3.1. Netzwerkparameter

Die Netzwerkparameter Verhdngungsmolekulargewicht M,(Molmasse zwischen zwei Netz-
punkten), Netzpunktdichte v, und Netzpunktabstand & lassen sich aus der Theorie der

Gummielastizitit errechnen 122

28



1.3. Hydrogel

, 2 f-2 f—2
Gp=<1—?)-ve-R-T=< . )-ne-R-T:( ) C roT (1.1)

f  Funktionalitit des Vernetzers

ve  Zahl der elastisch wirksamen Ketten pro Volumeneinheit

ne.  Zahl der elastisch wirksamen Verhidngungspunkte pro Volumeneinheit
C  totale Monomerkonzentration

Plateaubereich des Speichermoduls

Die Netzwerkparameter sind das Verhidngungsmolekulargewicht M, (Molmasse zwi-

schen zwei Netzpunkten), die Netzpunktdichte v, und der Netzpunktabstand &.

-R-T

mr =P (1.2)
Gp
G -N

pp= 24 (1.3)
R-T

E=(Yve)”! (1.4)

M}  Verhdngungsmolekulargewicht
ve  Netzpunktdichte

&  Netzpunktabstand

Die theoretische Abschidtzung der Maschenweite des gequollenen Gels ist ein wichtiges
Kriterium und liefert Informationen iiber das Netzwerk, insbesondere fiir die Vorhersage,
ob Signal-Proteine, z. B. ein Wachstumsfaktor im 3D-Zellexperiment, in ein derartiges
Gelnetzwerk eindringen kann und ob das Protein einen Zugang zu den Zellen hat oder
nicht. Da der errechnete Wert der Maschenweite ein Mittelwert ist, sind kleinere und

groBBere Maschen nicht auszuschlieBen, weshalb kleinere oder groBere Proteine teilweise
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eindringen konnen.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich 2D-Zellexperimente durchgefiihrt. Die Zellen
und die bendétigten Proteine (Serum) wurden auf das Gel gebracht. Daher steht bei dieser
Arbeit die Errechnung der Netzwerkparameter nicht im Mittelpunkt, sondern die entschei-
denden Hydrogelmerkmale sind hier die Festigkeit, der Quellungsgrad und die chemische

Zusammensetzung des Hydrogels.

1.3.3.2. Rheologie. Dynamisches Oszillationsexperiment

Um Aussagen iiber die viskoelastischen Eigenschaften der erzeugten Hydrogele treffen

zu konnen, bietet sich u. a. das Oszillationsexperiment' 23124 aus der Rheologie an.

Das Hydrogel wird zwischen zwei Platten positioniert und es wird eine sinusformige

Deformation y mit einer Kreisfrequenz o ausgeiibt (Gleichung[I.5] [Abbildung 1.8).

7o sin(wt + &)

Amplitude

) 5 = Phasenverschiebung

Yo sin(wt) & <> A = Angelegte Schwingung
| B = Antwortfunktion des

\Systems '

Abbildung 1.8.: Oszillationsexperiment. Amplitudenreduzierung und Phasenverschie-
bung bei einer sinusformigen Deformation Y einer viskoelastischen Pro-

be.

Y= "Yo.sin(®.t) (1.5)
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1.3. Hydrogel

Die Phasenverzogerung 0 ist materialabhingig und wird durch die gemessene Span-
nung mittels Messplatte festgestellt (Gleichung|[I.6).
G = Gp.sin(®.r + ) (1.6)
Das Verhalten ideal-elastischer Korper bei Ausiibung einer Deformation wird durch das
Hooke’sche Gesetz beschrieben (6 = Schubspannung [Pa], G = Schub- bzw. Schermodul
[MPa oder GPa], y = Deformation) (siehe Gleichung|[1.7).
c=GYy (1.7)
Fiir eine viskoelastische Probe liegt die Phasendifferenz bei 0 < 8 < /2. In diesem
Fall wird ein komplexes Schubmodul G* benétigt (Gleichung|1.8).
c=G"Yy (1.8)
Dies lisst sich durch Speichermodul (G’) und Verlustmodul (G”) berechnen (Gleichung
).
G* =GN+ iG" (1.9)

IG'lund [G"| k6nnen aus den experimentellen Daten berechnet werden (sieche Gleichung

[TT0]und [LTT).

@z%.cosﬁ (1.10)

0

z%.sinﬁ (1.11)
0

Der Verlustfaktor tand errechnet sich aus der Gleichung
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1. Einleitung

tanﬁzl%TI (1.12)

Die komplexe Schwingungsviskositit N* kann durch die Kreisfrequenz ® errechnet

werden (Gleichung [I.13|und [I.14).

N = — (1.13)

| - P (114)

Die logarithmische Darstellung des Speicher- und des Verlustmoduls in Abhédngigkeit
von der Kreisfrequenz bietet die Moglichkeit, die vorliegende Materialstruktur zu identi-
fizieren und klassifizieren.

Im Bereich der so genannten FlieBzone liegen die Werte von[G”|oberhalb der Werte von

[G'| (Abbildung 1.9]a). Dies ist bei einer sehr verdiinnten Polymerlosung der Fall, wobei

die Polymerketten aneinander abgleiten und die eingebrachte Energie dissipiert.

Gf
i i ¢ g
~ ¢ _. = G
& 2] @y
EJ /Gl EJ Ej
w/rad.S? w/rad.S? w/rad.S?
a b c

Abbildung 1.9.: Verlauf von [G'l und [G”] als Funktion der Kreisfrequenz, a) FlieBzone, b)
Ubergangszone, c) Plateauzone.

Ist die Probe eine hochkonzentrierte Polymerlosung oder ein physikalisch vernetztes

Gel, zeichnet sich ein Schnittpunkt des Verlustmoduls[G”]und des Speichermoduls [G’] ab.

Steigt die Drehfrequenz, miinden [G] und [G”] in den Plateaubereich (Abbildung 1.9 b).

Bei kovalent vernetzten Polymeren (chemisch vernetzten Gelen) tritt keine FlieBzone auf.
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Vielmehr weist das Material dann schon bei kleinen Frequenzen einen Plateaubereich von

und [G”| auf, und [G"| bleibt unterhalb des Plateaubereichs von [G] (siehe [Abbildung 1.9
).

1.3.3.3. Quellung

Ein wichtiges Merkmal von Hydrogelen ist ihre Fahigkeit, Wasser aufzunehmen. Die Zu-
gabe von Losungsmittel (Wasser) zu einem vernetzten Polymer ergibt eine homogene
Phase und fiihrt durch die Losungsmittelzugabe zur Volumenvergréferung. Diese homo-
gene Phase ist keine viskose Fliissigkeit, sondern hat die Eigenschaft eines viskoelasti-
schen Korpers 1% Da die vernetzten Polymerketten nicht uneingeschrinkt voneinander
entfernt sein konnen, wird bei weiterer Zugabe des Quellmittels ein Punkt erreicht, an
dem zwei Phasen entstehen. Die erste Phase ist das gequollene Gel, die zweite Phase ist
das reine fliissige Quellmittel. Dieser Punkt wird als Quellungsgrad bezeichnet und wird

durch die Gleichung|[I.15|berechnet.

_ Gewicht des gequollenen Hydrogels — Gewicht des getrockneten Hydrogels

1.15
Gewicht des getrockneten Hydrogels (1.15)

Neben der physikalischen Charakterisierung des Biohybridhydrogels wurde in dieser
Arbeit auch seine chemische Zusammensetzung durch die HR-MAS-NMR-Spektroskopie

analysiert.

1.3.3.4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere biochemische Anwendungen untersucht, wobei
die HR-MAS-Spektroskopie als ein neue analytische Methode zur Charakterisierung der
peptidfunktionalisierten Hydrogele in Abhédngigkeit von der Gelfestigkeit bzw. der Ver-

netzerkonzentration verwendet wurde. Ein Teil dieser Arbeit wurde 2015 publiziert 120
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Theorie und historische Bedeutung!?” : Obwohl die Kernspinresonanzspektrosko-
pie (NMR) bereits im Jahr 1945128129 erfunden wurde, hat diese Methode zur Struk-
turaufkldrung und zur molekularen Erkennung in der Chemie erst zwanzig Jahre spéter an
Bedeutung gewonnen. Mitte der 1960er-Jahre wurde die NMR zu einer unverzichtbaren
analytischen Methode in jedem Chemielabor. Diese analytische Methode ist aber leider
aufgrund der anisotropen Wechselwirkungen (z. B. Zeeman-, dipolare, Elektronenspin-
und Quadrupolwechselwirkungen) auf 16sliche Proben begrenzt. Feststoffe miissen zu-
nichst gelost oder geschmolzen werden, da die Molekiile in der fliissigen Phase die ani-
sotrope Wechselwirkung durch stochastische Molekularbewegung ausmitteln. Ein gutes
Beispiel dafiir ist das Wassermolekiil, das nur 10~ Sekunde (g) fiir eine komplette Neu-

orientierung braucht, 127

wihrend Feststoffe im Gegensatz dazu keine Bewegung auf mo-
lekularer Ebene aufweisen. Daher liefert die NMR-Messung eines Feststoffs statt einer
scharfen Spektrallinie ein breites Signal, das die meisten Informationen verbirgt, die fiir
den Chemiker interessant sind. Zum Beispiel ist die Signalbreite des ' H-NMR-Spektrums
von Wasser ca. 0,1 Hertz (HZ), wihrend die Signalbreite einer statischen Probe von Eis
ca. 100 kHz breit ist, d. h. eine Millionen Mal breiter. Dieses Problem wurde von Andrew

130 yund Lowe!3! bearbeitet. Unabhiingig voneinander entwickelten sie eine Methode

etal.
(Magic-Angle-Spinning (MAS), engl. fiir Rotation im magischen Winkel), bei der die feh-
lende molekulare Mobilitit in Feststoffen durch eine makroskopische Rotation der Probe

ausgeglichen wird.

Hierbei wird die Probe mit hoher Drehgeschwindigkeit (bis zu 70 kHz) um eine Ach-

se rotiert, die in einem magischen Winkel (® = 54,74°) zu einem externen Magnetfeld

steht (Abbildung 1.10). Bei diesem Winkel verschwinden die bipolaren Wechselwirkun-

gen zwischen zwei benachbarten Protonen, die auf einer Verbindungslinie mit dem duf3e-
ren Magnetfeld stehen. Durch die hohe Drehgeschwindigkeit der Probe um diese Achse
werden alle dipolaren Wechselwirkungen der Protonen in der Probe somit auf null redu-

ziert, was es ermoglicht, noch feinere Wechselwirkungen zu beobachten. 132
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1.4. Radikalische Polymerisation

Magnetfeld o
g A 54,7

Abbildung 1.10.: Schematische Darstellung einer Messprobe im magischen Winkel.

In der modernen Literatur wurde viel tiber diese Methode berichtet. Die Anwendungs-
bereiche der HR-MAS-Spektroskopie haben sich enorm erweitert — gerade auch in der
biologischen und biomedizinischen Forschung. Viele natiirliche Gewebe, darunter Ge-
hirn, Leber, Nieren und Muskulatur, sind mit Hilfe der HR-MAS-Spektroskopie unter-

sucht worden 1337132

1.4. Radikalische Polymerisation

Die Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (IUPAC) definiert die
radikalische Polymerisation als eine Kettenpolymerisation, in der die kinetischen Ket-
tentriiger Radikale sind 3% Die radikalische Polymerisation ist mit Abstand das meist
angewendete Polymerisationsverfahren weltweit. Die Verfiigbarkeit vieler Monomere so-
wie die einfache Technologie lassen diese Art von Polymerisation nicht nur eine fithrende
Stellung einnehmen, sondern auch die am besten untersuchte sein. In der Regel verlaufen

alle Kettenwachstumsreaktionen in drei Schritten: Start, Wachstum und Abbruch.

1.4.1. Mechanismus

Um die radikalische Polymerisation zu starten, werden freie Radikale als Starter (Initia-
toren) gebraucht. Diese freien Radikale konnen durch energiereiche y- oder B-Strahlung

oder bei einer fotochemischen Zersetzung einer fotoreaktiven Verbindung entstehen, aber
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1. Einleitung

auch beim thermischen Zerfall von Peroxiden oder Azoverbindungen. Die Strukturvor-
aussetzungen des Monomers sind eine oder mehrere C=C-Doppelbindungen. Das freie
Radikal wird daran addiert, sodass ein neues verldngertes Radikal gebildet wird. Die
zweite Stufe der freien radikalischen Polymerisation (Kettenwachstum) erfolgt, wenn
sich weitere Monomere an das neue verlidngerte Radikal addieren konnen. Neue Mono-
mere werden weiter an das neu verlidngerte Radikal addiert, bis sich zwei Radikale tref-
fen (Kombination), was aus den beiden Radikalen eine kovalente Bindung macht und
weitere Reaktionen an dieser Stelle unterbindet. Weitere Abbruchreaktionen sind die Dis-
proportionierung und die Ubertragungsreaktion, bei der das Radikal auf eine andere

Verbindung iibertragen wird 137

1.4.1.1. Radikalquellen

Die freien Radikale konnen durch energiereiche y- oder B-Strahlung, bei der fotochemi-
schen Zersetzung einer fotoreaktiven Verbindung oder auch beim Zerfall von Peroxiden
oder Azoverbindungen entstehen. In der Regel braucht der Zerfallsprozess eines Initiators
eine gewisse Energie in Form von Strahlung oder thermischer Energie.

Neben den Azoverbindungen, darunter Dibenzoylperoxid (DBO) oder Azobisisobuty-
ronitril (AIBN), ist das Ammoniumpersulfat (APS)/(TEMED)-System eine sehr verbrei-
tete Radikalquelle. Ein grofler Vorteil dieses Initiators ist die Wasserloslichkeit sowie die
Moglichkeit, die Polymerisation bei Raumtemperatur durchzufiihren. Dieses System wur-

de im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um Biohybridhydrogele herzustellen.

1.4.1.2. Startreaktion

Die radikalische Polymerisation wird durch Addition eines Radikals R™ an ein Monomer

gestartet. Die Addition erfolgt aus sterischen Griinden und geringer Aktivierungsenergie

durch Anti-Markovnikov-Addition (Schema T.4)).
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1.4. Radikalische Polymerisation

H H g H
= A RPRG

H

Schema 1.4: Start der radikalischen Polymerisation.

1.4.1.3. Wachstumsreaktion

Die Addition weiterer Monomere an das entstehende Radikal wird als Wachstumsreaktion

bezeichnet (Schema 1.5)).

R iooA
R\{)\R + n >:< J— R‘M\'
R H

H R nR

Schema 1.5: Kettenwachstum der radikalischen Polymerisation.

1.4.1.4. Abbruchreaktion

Durch die Rekombination oder Disproportionierung erfolgt ein Kettenabbruch, wobei bei

der Rekombination zwei Radikale aufeinandertreffen, was somit das Molekulargewicht

erhdht (Schema 1.6).

R R
~ r\ ~
SIS ® A v L
Rn H R
H n R R n

Schema 1.6: Rekombination der radikalischen Polymerisation.

Bei der Disproportionierung jedoch bleibt das Molekulargewicht erhalten, da nur ein
Wasserstoffradikal von einer Kette auf die nichste tibertragen wird (Schema 1.7).

Die freie radikalische Polymerisation hat den groen Nachteil, dass eine gezielte Steue-
rung der Polymerstruktur, z. B. die Herstellung von Blockcopolymeren oder Kettenend-
funktionalititen, nicht moglich ist. Auch die Molekulargewichtsverteilung ist relativ breit

mit D-Werten von ca. 2138 Wiinschenswert ist aber eine Polymerisation, die die pripara-
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. H R R R‘J(WR R
R -\_/A d ‘R R H H /\M‘R
Rn R W7D n R
H n

n

Schema 1.7: Disproportion der radikalischen Polymerisation.

tiven Vorteile der freien radikalischen Polymerisation hat, zugleich eine enge Polydisper-
sitdt aufweist und auch die Moglichkeit zur Bildung von Blockcopolymeren und Ketten-
endfunktionalitit erlaubt. Hierzu wurde in den vergangenen zwei Jahrzehnten intensiv an

verschiedenen Varianten der kontrollierten, radikalischen Polymerisation geforscht.

1.5. Kontrollierte radikalische Polymerisation

Um die radikalische Polymerisation zu kontrollieren, muss die Abbruchs- und Uber-
tragungsreaktion zuriickgedriangt werden. Gleichzeitig sollen die Polymerketten gleich
schnell wachsen, was durch eine Absenkung der Radikalkonzentration [P] gelingt, da
die Reaktionsordnungen der Wachstumsreaktionen und der Abbruchsreaktionen eine un-
terschiedliche Abhingigkeit von der Radikalkonzentration zeigen: Die Terminationsreak-
tion ist 2. Ordnung und die Aufbaureaktion 1. Ordnung bzgl. der Radikalkonzentration.
Durch Absenkung der Radikalkonzentration [P'] wird die Reaktion 2. Ordnung stirker zu-
riickgedringt als die Reaktion 1. Ordnung, sodass die Wachstumsreaktion gegeniiber den
unerwiinschten Abbruchsreaktionen bevorzugt wird. Die Konzentration der Polymerradi-
kale [P'] kann chemisch kontrolliert werden, wenn ein Gleichgewicht zwischen aktiven
und inaktiven Spezies entsteht (Schema 1.8)). T soll ein stabiles Radikal sein, das selbst
nicht in der Lage ist, mit Monomeren zu reagieren, jedoch mit P~ reversibel reagieren
kann, sodass durch Abspaltung weitere Monomere an die Kette addiert werden konnen.
Im Prinzip wird dadurch aus einer freien radikalischen Polymerisation eine kontrollierte
radikalische Polymerisation (CRP). Obwohl die Abbruchreaktionen nicht zu 100 % un-

terdriickt werden konnen, wird ein linearer Anstieg des Polymerisationsgrades mit dem
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1.5. Kontrollierte radikalische Polymerisation

Umsatz beobachtet, sodass die Kinetik des Monomerverbrauchs einer einen dhnli-
chen Verlauf wie eine lebende Polymerisation aufweist. Der Prozess wird als ,.kontrollier-
te* und nicht als ,Jebende* Polymerisation bezeichnet, weil die lebende Polymerisation
Abbruchreaktionen ausschlieB3t. Die Chemoselektivitit und die Stereoselektivitit bei einer

bleiben jedoch wie die bei einer freien radikalischen Polymerisation 3

. Ky
P + T P-T
Kz
()
aktive Spezies schlafende Spezies

Schema 1.8: Gleichgewicht zwischen aktiver und schlafender Spezies in der [CRP

Das Gleichgewicht zwischen aktiver und schlafender Spezies in ist der
Hauptbaustein fiir alle kontrollierten radikalischen Polymerisationsarten.!4Y Dies kann
durch reversible Terminierung, z. B. Nitroxide mediated Polymerisation (NMP)*!' und
Atom Transfer Radical Polymerization (RTRP),"** oder durch reversiblen Kettentransfer,
z. B. Reversible addition—fragmentation chain transfer (RAFT),'** herbeigefiihrt wer-
den. Die reversible Terminierungsstrategie ist auf das persistent radical effect (PRE)-
Prinzip'** aufgebaut. Das PRE-Prinzip, das indargestellt wird, besteht aus ei-
ner selektiven Kreuzkupplung zwischen einem langlebigen Radikal R; und einem kurzle-
bigen Radikal R, . Die Bildung der Radikale muss jedoch gleichzeitig und gleich schnell
ablaufen. Das kurzlebige Radikal R, kann zwei verschiedene Reaktionen eingehen. Zum
einen kann es mit dem langlebigen Radikal R zum Kreuzkupplungsprodukt R; — R, rea-
gieren, zum anderen kann es zu Ry — R, dimerisieren. Da das langlebige Radikal R;  nicht
in der Lage ist zu dimerisieren, ist die Homokupplung R; — Ry nicht méglich, weshalb das
Kreuzkupplungsprodukt das einzige Produkt ist, das aus dem langlebigen Radikal entste-
hen kann. Das heif3t, dass das Produkt R; — R, in der Anfangsphase zum Produkt R, — R»
im Verhiltnis 2:1 steht. Die Konzentration des Radikals R,  nimmt jedoch mit der Zeit ab,

was zu einem Uberschuss des langlebigen Radikals Ry~ fiihrt und die Homokupplung R,
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1. Einleitung

— Ry verhindert. Als Resultat wird durch die Rekombination von langlebigen und kurzle-
bigen Radikalen das Produkt R; — R, dominieren. Werden jedoch die Radikale R und
R, aus einem gemeinsamen Vorldufer Ry — Ry erzeugt, kann im Verlauf der Reaktion

eine hohe selektive Riickbildung der Ausgangssubstanz festgestellt werden.

kurzlebiges Radikal
R—R, — —= R, + R,
das Produkt langlebiges Radikal Dimerisierung/
Disproportionierung
R,—R,

Schema 1.9: Allgemeine Darstellung des PREJ14>

Ein langlebiges Radikal ist im Prinzip ein stabiles Radikal. Ein typische Beispiel dafiir
sind Nitroxid!#® oder Kobalt-Porphyrin-Komplexe14” Die Aktivierung der schlafenden
Spezies P-T zur aktiven Spezies erfolgt thermisch, in Gegenwart von Licht oder eines
geeigneten Katalysators (wie bei der ATRP). Bei allen Systemen, die auf PRE beruhen,
wird eine ansteigende Rate der wachsenden Radikale eher durch Aktivierungs- und Deak-
tivierungsprozesse als durch Initiations- und Abbruchreaktionen — wie bei einer iiblichen
radikalischen Polymerisation — hervorgerufen. Zu diesen Systemen gehoren die Nitroxid-

vermittelte Polymerisation (NMP) und die Kobalt-vermittelte Polymerisation (CMRP).

Die zweite Strategie, um das Gleichgewicht in zu erreichen, ist der rever-
sible Kettentransfer. Als Kontrollreagenz werden Ketteniibertragungsmittel wie lodidver-
bindungen!*® oder Dithioesterverbindungen eingesetzt. Ein sehr bekanntes und verbreite-

tes Beispiel dafiir ist die RAFT-Polymerisation.
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1.5. Kontrollierte radikalische Polymerisation

1.5.1. RAFT-Polymerisation

Die Abkiirzung RAFT ist ein Akronym fiir Reversible Addition—Fragmentation Chain
Transfer (Reversible Additions-Fragmentierungs-Ketteniibertragung) und steht fiir eine
reversible Deaktivierung einer radikalischen Polymerisation (RDRP)14® RAFT-Makro-
monomer-Reagenzien wurden zum ersten Mal 1986 in der Literatur erwihnt.1>? Die erste
Anwendung von RAFT-Reagenzien zur Herstellung von Blockcopolymeren und Poly-

meren mit geringer Polydispersitit wurde 1995 veréffentlicht 121

Das Thiocarbonylthio-
RAFT-Reagenz wurde 1998 im Rahmen der kontrollierten radikalischen Polymerisati-
onsmethoden vorgestellt. Diese Polymerisationstechnik wurde 1998 von Rizzardo et all.

(CSIRO) weiterentwickelt.1+3

1.5.1.1. RAFT-Mechanismus

Der RAFT-Mechanismus wurde in dargestellt. Die ersten Polymerisations-
schritte (Radikalbildung, Startreaktion und Kettenwachstum) verlaufen analog zur kon-
ventionellen freien radikalischen Polymerisation ab. Die aktive Polymerkette Pn" wurde
vom RAFT-Reagenz 1 durch die C=S-Doppelbindung abgefangen und bildet das Addukt-
radikal 2. Im néchsten Schritt wurden durch -Abspaltung das Makro-RAFT-Reagenz 3
und ein neues aktives Radikal R™ gebildet. Die Umwandlung des RAFT-Reagenz 1 zu
Makro-RAFT-Reagenz 3 wird als RAFT-Prigleichgewicht bezeichnet. Als nichstes ent-
steht durch die Reaktion zwischen dem R -Radikal und weiteren Monomeren eine neue
wachsende Polymerkette R-Pm . Diese wurde erneut von der RAFT-Reagenz — dieses Mal
von der Makro-RAFT-Reagenz 3 — gefangen, was ein Bipolymer-Radikal-Addukt 4 er-
gibt. Durch -Abspaltung wird ein neues Makro-RAFT-Reagenz 5 und eine neue radikale
Polymerkette Pn" entstehen. Das Gleichgewicht zwischen (Pn’, Pm’) und dem Makro-
RAFT-Reagenz (3, 5) iiber das Addukt-Radikal 4 wurde als RAFT-Hauptgleichgewicht

bezeichnet. Dieser Mechanismus wurde durch die Identifizierung der intermedidren Ad-
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1. Einleitung

dukte 2 und 4, durch EPR-Spektroskopie*? und durch Endgruppenanalyse der entstan-
denen Polymere mittels NMR!4% bewiesen. In der Literatur wird oft der gesamte RAFT-
Prozess in einer Gleichung zusammengefasst. Dabei werden die irreversi-
blen Abbruchreaktionen nicht erwihnt, obwohl sie durch den RAFT-Prozess nicht voll-
standig verhindert werden konnen. Allerdings spielen die toten Polymerketten, die durch
Abbruchreaktionen entstehen, im Vergleich zur groBen Mehrheit der Polymerketten, die
an ihrem Ende eine Thiocarbonylthio-Gruppe tragen, nur eine untergeordnete Rolle.

Die RAFT-Polymerisation wird fiir zahlreiche makromolekulare Architekturen
(Homo-, Gradienten-, Blockco- und Sternpolymere) sowie fiir funktionalisierte Netzwer-
ke eingesetzt 123159 Neben der Optimierung der Reaktionsbedingungen ist es wichtig,
das geeignete RAFT-Reagenz fiir die Zielpolymere bzw. die eingesetzten Monomere zu

ermitteln.
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Ki
Radikalbildung o _ 1
Startreaktion I. + M Kst I—M
4 Kw °
Kettenwachstum I—M —_— I—P

Addition an RAFT-Reagenz

PT’] . + SYS‘R

M Z Z Z
Kp
1 2 3
Reinitiierung
. Kri .
R ——— > R-Pm

RAFT-Gleichgewicht

Abbruch

Kr

Pm + Pn tote Polymerketten

Schema 1.10: Allgemeiner RAFT-Mechanismus mit Dithiocarbonyl-RAFT-Reagenz.

S S

Schema 1.11: Gesamtprozess der RAFT-Polymerisation.
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1.5.1.2. RAFT-Reagenz-Design

Im Allgemeinen besitzen RAFT-Reagenzien eine Thiocarbonyl-Einheit und unterschei-
den sich durch die radikalische Abgangsgruppe R und die stabilisierende Gruppe Z (Ab-
bildung 1.11)1>7 Die Effektivitit des RAFT-Reagenz ist von den substituierenden Grup-

pen R und Z abhiéngig.

reaktive 3
Doppelbindung Jk .R =——— radikalische Abgangsgruppe

Z" 'S \
‘ schwache Bindung

aktivierende bzw.
stabilisierende Gruppe

Abbildung 1.11.: Allgemeine Struktur eines RAFT-Reagenz.

Die Z-Gruppe der RAFT-Reagenzien teilt diese in vier Klassen ein, wie in[Schema 1.12
zu sehen ist. Hierzu gehoren (a) Dithioester fiir Z = Acryl oder Alkyl, (b) Trithiocarbo-
nate fiir Z = substituierter Schwefel, (c) Xanthate (Dithiocarbonate) fiir Z = substituierter

Sauerstoff und (d) Dithiocarbamate fiir Z = substituierter Stickstoff.

Schema 1.12: Die RAFT-Reagenz-Klassen: a) Dithioester, b) Trithiocarbonate, ¢) Xant-
hate und d) Dithiocarbamate.

Die Auswahl der RAFT-Reagenzien hingen von den gewiinschten Monomeren ab (Ab-|
.15&159 Die Dithioester- und die Trithiocabonat-RAFT-Reagenzien sind fiir
die Polymerisation von reaktiven Monomeren geeignet, z. B. Methacrylsduremethylester
(MMA), Methacrylsiure (MAA), Hydroxypropylmethacrylamid (HPMAM)), Methyla-
crylat (MA), Acrylsiure (AAs), Acrylamid (AM), Acrylnitril (AN) sowie Styrol (St),

wihrend die Xanthat- und Dialkyldithiocarbamat-RAFT-Reagenzien fiir die Polymerisa-
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1.5. Kontrollierte radikalische Polymerisation

tion von weniger reaktiven Monomere, z. B. Vinylacetat (VAd), Vinylpyrrolidon (NVP)
und N-vinylcarbazol (NVC)), geeignet sind.

N N
Z: Ph >>SMe>£/)> \ >>£):o>OPh>OEt~ ~ > N(Et),
0 »
H N

VAc, NVP, NVC

-~ MMA, MAA, HPMAM

~——ST,MA,AALAM\AN —————— -

CH; CHy H

R:|[-CN~ }*Ph>’7Ph>’7COOEt>>F Jch3 FCN H}Ph> }*CH3 FCN }ph

CH; CHs; CN CHs; CHs CHs; CHs; CHs; CHs;

~—— MMA, MAA, HPMAM - ---- -
ST, MA, AA, AM, AN

SO — . VAGNVP,NVC — E—

Abbildung 1.12.: Richtlinien fiir die Auswahl eines RAFT-Reagenz. Bei Z nimmt die Ad-
ditionsgeschwindigkeit von links nach recht ab, wihrend die Geschwin-
digkeit der Fragmentierung des Adduktradikals von links nach rechts
steigt. Bei R nimmt die Geschwindigkeit der Fragmentierung von links
nach rechts ab.

1.5.1.3. RAFT-Reaktionsbedingungen

Die Reaktionsbedingungen einer RAFT-Polymerisation sind fast identisch mit denen der
freien radikalischen Polymerisation. Analog zur radikalischer Polymerisation muss die
RAFT-Polymerisation sauerstofffrei durchgefiihrt werden. Um den RAFT-Prozess opti-
mal zu kontrollieren, ist es wichtig, die Initiatorkonzentration im Verhéltnis zur RAFT-
Reagenz-Konzentration richtig anzusetzen1°® In der Literatur wurde die RAFT-Reagenz-
Konzentration mindestens fiinfmal hoher als die Initiatorkonzentration angewendet, so-
dass die Polymerisation eine akzeptable Geschwindigkeit hat und gleichzeitig minimale
tote Ketten aufweist. Eine enge Polydispersitit ist durch die RAFT-Polymerisation unab-
hingig von der Polymerisationsgeschwindigkeit zu erhalten. Es ist nicht notig, die Po-

lymerisation langsam ablaufen zu lassen, um eine gute Molekulargewichtsverteilung zu
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erhalten. Es ist aber sehr wichtig, die RAFT-Polymerisation rechtzeitig zu beenden, damit
das RAFT-Reagenz nicht unter dem Verlust durch freie Radikale leidet, was die Konzen-
tration der toten Ketten fordert. Es ist in der Literatur bekannt, dass das RAFT-Reagenz
vom Ende der Polymerkette durch zusitzliche Addition von freien Radikalen bzw. Initia-
toren abgespalten werden kann1%¥ Im Prinzip ist jede Quelle von freien Radikalen fiir
die RAFT-Polymerisation geeignet, darunter Azo-Verbindungen, die durch thermischen
Zerfall freie Radikale freisetzen konnen, aber auch Natriumpersulfat, Ammoniumperox-
odisulfat und Fotoinitiatoren. Viele Losungsmittel sind fiir die RAFT-Polymerisation ge-
eignet, z. B. organische Losungsmittel, Wasser und iiberkritisches Kohlenstoffdioxid. Es
ist aber wichtig, die Loslichkeit des RAFT-Reagenz zu optimieren und die Hydrolyseemp-
findlichkeit der RAFT-Reagenzien im polarem Medium und in Anwesenheit von Basen

zu beachten 123
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2. Ziel dieser Arbeit

Wie in der Einleitung bereits erldutert wurde, ist das Interesse an der Stammzellforschung
in den letzten Jahren stark gestiegen. Die Notwendigkeit, Stammzellen zu steuern, zu
manipulieren sowie gezielt zu differenzieren, zeigt den Bedarf nach einem vertieften Ver-
standnis der Rolle der natiirlichen Stammzellnische und die Herausforderung, wie sich
wichtige Eigenschaften der natiirlichen Stammzellnische mit synthetischen Materialien
imitieren lassen.

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung einer kiinstlichen extrazelluldren Matrix als ei-
ner der wichtigsten Komponenten der natiirlichen Stammzellnische, die eine Kontrolle

iber zelluldres Verhalten erlaubt, aber gleichzeitig deutlich weniger komplex ist als die

natiirliche EZM der Stammzellnische (siehe a) und b)).

a) Natiirliche Stammzellnische b) Biohybridhydrogel als
Synthetische Stammzellnische

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung der Zielsetzung. Von a) zu b): Imitierung einer
natiirlichen EZM durch Biohybridhydrogel.

Die vorliegende Arbeit unterteilt sich in drei Ergebniskapitel (Kapitel 3 bis 5). In Ka-
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pitel 3 soll das Initiatorsystem APS/TEMED in der RAFT-Polymerisation in Wasser bei
Raumtemperatur und bei 70 °C fiir zwei RAFT-Reagenzien und zwei wasserlosliche Mo-
nomere untersucht werden. In Kapitel 4 soll das Potential der 'H HR-MAS NMR Spek-
torskopiemethode zur Charakterisierung von gequollenen Polymernetzwerken genauer
analysiert werden. Im Rahmen der Untersuchungen soll mithilfe geeigneter Modellpo-
lymere geklirt werden, in wie weit diese Methode geeignet ist, die Zusammensetzung
von chemisch vernetzten Hydrogelen quantitativ zu bestimmen. In Kapitel 5 sollen che-
misch vernetzte Polyacrylamid-basierte Hydrogele mithilfe der freien radikalischen Poly-
merisation hergestellt werden. Nach Charakterisierung dieser Gele mittels Rheologie und
Quellungsuntersuchungen sollen diese Gele anschlieend als zweidimensionale Matrices
zur Charakterisierung des Verhaltens neuraler Stammzellen eingesetzt werden (in Koope-
ration mit Prof. Dr. A. Faissner, Ruhr-Universitdt Bochum). Im Zentrum der geplanten
Untersuchungen soll der Einfluss des Ladungszustands (neural oder kationisch) und der
Funktionalisierung mit RGD-Peptiden (RGD oder RGD + kationische Ladung) auf das
Adhisions-, Migrations- und Differenzierungsverhalten neuraler Stammzellen untersucht

werden.
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3. RAFT-Polymerisation

3.1. RAFT-Polymerisation in Wasser bei

Raumtemperatur mittels APS/TEMED-System

3.1.1. Einleitung

Aufgrund des degenerativen Transfermechanismus wird die RAFT-Polymerisation meist
durch herkommliche Radikalinitiatoren initiiert, z. B. durch einen thermischen Azoinitia-
tor wie AIBN. Daher wurde die RAFT-Polymerisation zwischen 60 und 80 °C durchge-
fiihrt. Jedoch ist die Durchfiihrung der RAFT-Polymerisation bei Raumtemperatur wiin-
schenswert, um die temperaturempfindlichen Materialien unversehrt zu polymerisieren. ¢!
Zu diesem Zweck wurden verschiedene neue Initiatoren entwickelt, die sich bei nied-
riger Temperatur zersetzen, beispielsweise die von der Firma Wako entwickelte Azo-
Verbindung 2,2’-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile) (7 , = 10 h bei 30 °C in
Toluol). Dieser Initiator wurde von Anthony et al. verwendet, um N-Isopropyl acrylamide
bei 30 °C zu polymerisieren 192 Jedoch sind thermische Initiatoren — besonders jene, die
sich bei niedrigen Temperatur zersetzen — schwer zu handhaben. Daher vermeiden vie-
le Forschungsgruppen ihre Verwendung. Die geringe Auswahl an wasserldslichen Azo-
Verbindungen stellt eine weitere Begrenzung der RAFT-Polymerisation in Wasser dar.

Stenzel et al. haben eine RAFT-Polymerisation mittels Gammastrahlung einer ®*Co Quel-

le erfolgreich bei Raumtemperatur initiiert.1® Eine weitere interessante Studie berichtet
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3. RAFT-Polymerisation

iiber die Anwendung von blauem LED-Licht, um die RAFT-Polymerisation bei Raum-
temperatur zu initiieren 1% Die sogenannte Photoelektronentransfer-RAFT (PET-RAFT)
wurde bei 25 °C durchgefiihrt. Beim PET-RAFT wird eine Kombination aus Iridium-
oder Rutheniumkatalysator und blauem Licht mit niedriger Energie verwendet, um Radi-
kale zu erzeugen 1 Obwohl diese Technik vielversprechend ist, sind Photopolymerisa-
tionen im Allgemeinen weniger fiir die Polymerisation von groBeren Polymermengen ge-
eignet, da die Lichtdurchdringung in der Reaktionslosungen begrenzt ist (Lambert’sches
Gesetz). Vor Kurzem wurde von Vandenbergh e? al. ein sdureinduziertes Cyclohexanon/
tert-Butylhydroperoxid-Initiierungssystem verwendet, um die RAFT-Polymerisation von
N-Isopropylacrylamid und Styrol in MeCN zu initiieren 16!

Ziel dieses Kapitels ist die Untersuchung der RAFT-Polymerisation in Wasser bei Raum-
temperatur (T = 20 °C) und bei 70 °C mithilfe des APS/TEMED-Systems als Initia-
tor. Das APS/TEMED-System hat gegeniiber thermischen Initiatoren den Vorteil, dass es
leicht handhabbar ist, eine gute Wasserloslichkeit bei Raumtemperatur aufweist und kein
Explosionsrisiko birgt, da der Zerfall nicht thermisch abléduft. Hierfiir wurden die RAFT-
Reagenzien 4-Cyano-4-[(dodecylsulfanylthiocarbonyl)- sulfanyl]pentansidure (CTA1) (Di-
thioester) und 2-Cyanopropan-2-yl N-methyl-N- (pyridin-4-yl) carbamodithioat (CTA?2)
(Tritiocarbonat) ausgew’cihlt,166 um Acrylamid (AA) und 2-Aminoethylmethacrylat (AE-
MA) zu polymerisieren (Schema 3.2). Die freien Radikale werden bei Raumtemperatur

im Wasser durch den Zerfall von Ammoniumperoxodisulfate produziert1%? Diese Radi-

kale werden dann vom RAFT-Reagenz abgefangen (Schema 3.1)).
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3.1. RAFT-Polymerisation via APS/TEMED-System
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1| \ Y
M V4 z V4 M

Schema 3.1: Moglicher Initiierungsmechanismus der RAFT-Polymerisation mittels
APS/TEMED-Systems.

3.1.2. Ergebnisse und Diskussion

3.1.2.1. Einfluss der Temperatur

Die Polymerisationen von Acrylamid (P-02 — P-05) und AEMA (P-06, P-07) (siehe
wurden bei Raumtemperatur und bei 70 °C durchgefiihrt. Es konnte beobachtet
werden, dass bei 70 °C der maximale Umsatz bereits nach 1 h erreicht wurde, wihrend die
Polymerisationen bei Raumtemperatur den maximalen Umsatz erst nach 8 bis 16 Stunden
erreichten. Dabei konnten geringfiigige Unterschiede zwischen M- und MYMR beob-
achtet werden. Bei Raumtemperatur sind sie jedoch geringer als bei 70 °C. Da Abbruch-

reaktionen durch Kombination hiufiger bei hoher Temperatur vorkommen, konnte dies

der Grund fiir die groBere Abweichung der M"°: von der MYMR sein (Tabelle 3.1)).
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3. RAFT-Polymerisation
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Schema 3.2: Verwendete Monomere und RAFT-Reagenzien.

Tabelle 3.1.: Ergebnisse der Polymerisation von P-02 bis P-07.

Monomer CTA (b= T(°C) Mo MYMR  MGPC p

Nr.
(g/mol) (g/mol) (g/mol)

P-02 AA CTA1 400 20 2,88-10* 241-10* 6,27-10* 1,2
P-03 AA CTA1 400 70 2,88-10* 1,38.10* 3,8-10* 13
P-04 AA CTA2 400 70 2,86-10* 1,51-10* 3,39-10* 1,1
P-05 AA CTA2 500 20  3,58-10* 312-10* 432-10% 1.2
P-06 AEMA CTA2 400 20  6,06-10* 58710 63-10* 1,3
P-07 AEMA CTA2 400 70  6,06-10* 5,76-10* 4,97-10* 1,3

Mtheo‘ — [M]O 'MM
" [RAFT]o
und die Dispersitit (D) in Wasser (Standard = Pullulan).

X+ Mpgarr. X =1, MQ’MR ermittelt durch 1H—NMR—Spektrum in D0, M,?PC

56



3.1. RAFT-Polymerisation via APS/TEMED-System

Die kinetischen Daten in[Abbildung 3.T|sind ein deutlicher Beleg dafiir, dass die RAFT-
Polymerisation mittels APS/TEMED-Systems als kontrollierte radikalische Polymerisa-
tion in Wasser ablduft. In weniger als 40 min wurde bei 70 °C ein 80 %iger Umsatz
erreicht. Die Messungen wihrend der ersten 10 min zeigten eine Verzégerung des Po-
lymerisationsverlaufs. Solche Abweichungen von der idealen RAFT-Polymerisation sind
literaturbekannt 125198 Eine der bekanntesten Abweichungen ist die Inhibierung in der
Anfangsphase der Polymerisation, durch die die Polymerisation zeitweilig unterbunden
wird, was eine Verzdgerung der Polymerisation zur Folge hat. Zahlreiche Artikel haben
die Verringerung der Polymerisationsgeschwindigkeit von Acrylaten in Gegenwart von
Dithiobenzoaten-RAFT-Reagenzien beschrieben 197170 Barner-Kowollik et al. vertreten
die These, dass die Ursache der beobachteten Verzogerung eine langsame Fragmentierung
des Adduktradikals sei (2, 4 in .177=178 Die Tatsache, dass die Phenyl- und
Benzyl-substituierten RAFT-Reagenzien (Z-Gruppen) eine deutlich gro3ere Verzogerung
der Polymerisation als die Methyl-substituierten RAFT-Reagenzien (Z-Gruppen) zeigen,
lassen Radom et al. auf eine Delokalisierung der Elektronen im aromatischen Ring schlie-

Ben, die zur Stabilisierung des entstehenden Radikals fiihren kann1” (Schema 3.3).

S, S.

S._S.
P Py Pm/SE RN G Pm/sEl >,

Schema 3.3: Mogliche Resonanzstrukturen des intermedidren RAFT-Adduktradikals mit
Dithiobenzoat-RAFT-Reagenz.

Die Ergebnisse zeigten ebenfalls, dass CTA2 ein geeignetes RAFT-Reagenz in Wasser
ist, wenn der pH-Wert im sauren Bereich liegt 18 Der protonierte Stickstoff im Pyridin-

ring des CTA2 macht dieses RAFT-Reagenz wasserloslich und Hydrolyse-stabil 181
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3. RAFT-Polymerisation
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Abbildung 3.1.: Kinetische Messung der RAFT-Polymerisation von AA mittels CTA2 in

Wasser bei 70 °C via APS/TEMED-System fiir ( %) = 200. Der Mo-

nomerverbrauch wurde mittels GC-MS ermittelt.

3.1.2.2. Polymerisation von Polyacrylamid

Polyacrylamid wurde mit zwei verschiedenen RAFT-Reagenzien (CTA1 und CTA2) mit-

hilfe des APS/TEMED-Systems bei 70 °C und bei Raumtemperatur mit verschiedenen

M]o

Monomer-zu-CTA-Verhiltnissen ( [CTA] ) polymerisiert. Die Ergebnisse sind in|Tabelle 3.1

und dargestellt.

Polymerisation mit Tritiocarbonat-RAFT-Reagenz (CTA1). Die kinetische Unter-

suchung (Abbildung 3.1} [Tabelle 3.1| und [Tabelle 3.2)) zeigt, das Polyacrylamid mithil-

fe des APS/TEMED-Systems und des RAFT-Reagenz CTA1 kontrolliert polymerisiert

werden kann. Das Hauptproblem des CTA1-Reagenz ist die geringe Wasserloslichkeit
aufgrund der Cj;-Kette. Da das CTA1-Reagenz eine Carboxylgruppe besitzt, wurde die-
ses Problem jedoch durch Verwendung einer TBE-Pufferlosung (pH 7,2) umgangen. Die
Carboxylgruppe wurde deprotoniert, sodass CTA1 unter diesen Bedingungen sehr gute
Wasserloslichkeit aufweist. Die Abweichungen der M"° von der M€ sind akzeptabel

und konnen auf die GPC-Kalibrierung mit Pullulan als Standardpolymer zuriickgefiihrt
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3.1. RAFT-Polymerisation via APS/TEMED-System

werden, wobei die Daten von MYMR ynd Mﬁlheo' nahe beieinanderliegen. Die Polydisper-
sitdtswerte weisen auf eine sehr gut kontrollierte Polymerisation mit D-Werten zwischen
1,1 und 1,3 hin.

Eine Erhohung der Monomerkonzentrationen gegeniiber den RAFT-Reagenzkonzentra-

M]o

tionen [CTA]

(siehe [Tabelle 3.2{und |Abbildung 3.2) fiihrt zur Erhohung des Molekularge-

wichts. Es wurden zwei verschiedene Monomerkonzentrationen gegeniiber CTA (%

= 250), (% = 1000) bei 70 °C und 20 °C mit mithilfe des APS/TEMED-Systems po-

lymerisiert. Die GPC-Messungen zeigen sehr gute Dispersitidten im Bereich von 1,2 an

Mo _
CTA] =

250 sowie bei 20 = 1000. Das MYMR zeigt bei P-08

fiir die Polymere mit CTA] =

hohere Molmassen als bei P-09, was auch durch die MSPC-Messungen bestitigt wurde

(Abbildung 3.2)). Der Grund dafiir ist die Polymerisationsgeschwindigkeit, die bei 70 °C

hoher als bei 20 °C ist. Bei grofleren Polymeren wurde mehr Zeit bendtigt. Diese Abwei-

chung wurde nicht bei P-10 und P-11 festgestellt.

Tabelle 3.2.: Ergebnisse der Polymerisation von P-08 bis P-11.

o Monomer CTA Cr TEC) M MYMR - pGPC
T.

(g/mol) (g/mol) (g/mol)

P-08 AA CTA1 1000 70 7,14-10*  593-10* 10-10* 1,2
P-09 AA CTA1 1000 20 7,14-10* 5,11-10* 7,2-10% 1.2
P-10 AA CTAl 250 70 1,85-10* 1,79-10* 3,5-10* 1,18
P-11 AA CTAl 250 20 1,85-10* 1,72-10* 4,0-10* 1,18

Mly-M,
Mﬁ,he"' = W X+ Mpapr. X =1, M,’;’MR ermittelt durch 1H—NMR—Spektrum in D,0O, MnGPC
0

und die Dispersitat (D) in Wasser (Standard = Pullulan).
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3. RAFT-Polymerisation
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Abbildung 3.2.:
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Molmasse [Da]

Verschiedene GPC-Messungen der RAFT-Polymerisationen von AA mit-

tels CTA1 im Wasser. Blau: % — 250 bei 20 °C, rot: % — 250 bei

70 °C, griin: &7t = 1000 bei 20 °C, schwarz: 47 = 1000 bei 70 °C.

Polymerisation mit Dithioester-RAFT-Reagenz (CTA2) Dithioester CTA2 ist ein

schaltbares RAFT-Reagenz,'®! das schon fiir viele Acrylat-Monomere und Vinylacetat

angewendet wurde 1% Diese Klasse der schaltbaren RAFT-Reagenzien wurde von Thang

et al. entwickel

t182

und ermoglicht es, reaktive (more activated monomers = MAM) und

weniger reaktive (less activated monomers = LAM) Monomere kontrolliert zu Poly(MAM)-

block-poly(LAM) zu polymerisieren. Dieses RAFT-Reagenz wurde von Keddie et al. in

Wasser verwendet, um N,N-Dimethylacrylamid zu polymerisieren!8!' In dieser Arbeit

wurde CTA2 mit TFA protoniert (pH = 1,5). Protoniertes CTA2 wurde verwendet, um

Acrylamid bei 70 °C und 20 °C zu polymerisieren (Tabelle 3.1). Die Kinetik, die Polydi-

spersitit des Polyacrylamids und die akzeptable Abweichung zwischen M"**: und MYMR

zeigen, dass Acrylamid mit CTA2 hervorragend kontrolliert polymerisiert werden kann

(ABbildung 3.1).
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3.1. RAFT-Polymerisation via APS/TEMED-System
3.1.2.3. Polymerisation von Poly-AEMA

Analog zu Polyacrylamid wurde PolyAEMA mit CTA2 mithilfe des APS/TEMED-Systems
in Wasser bei 20 °C und 70 °C polymerisiert (Tabelle 3.1). AEMA lisst sich bei
70 °C sowie auch bei 20 °C mit einer Dispersitit D von 1,3 polymerisieren. MYMR yon

P-05 und P-06 zeigen eine akzeptable Abweichung von M-,

3.1.2.4. Einfluss des pH-Werts auf die Polymerisation

Der pH-Wert spielt eine entscheidende Rolle bei der RAFT-Polymerisation und besonders
bei Polyacrylamid. Es ist literaturbekannt, dass Acrylamid hydrolyseempfindlich im ba-
sischen Medium ist '3 Das Nebenprodukt der Hydrolyse ist Ammoniak. Dieses kann so-
gar bei einer geringen Menge Dithioesters (CTA?2) in Thiole und Thiobenzamide spalten.
Durch einen niedrigen pH-Wert oder die Verwendung eines Puffersystems konnte dieses
Problem beseitigt werden. So wurde ein nucleophiler Angriff von Ammoniak auf den Di-
thioester vermieden 180 In dieser Arbeit wurde ein Puffersystem fiir CTA1 und eine starke
Saure (TFA) fiir CTA2 verwendet. Allerdings sind freie Radikale, die vom APS/TEMED-
Intermediat freigesetzt werden, von dem TEMED abhiingig. Es ist anzunehmen, dass die
Zerfallszeit des APS/TEMED-Intermediats sehr kurz ist. Dies ist ein Vorteil gegeniiber
einer Azoverbindung, die eine relativ lange Zerfallzeit (t; ;) hat. In dieser Arbeit wur-
de die Reaktionsmischung (Monomere, APS, TEMED, CTA) eine Minute lang reagieren
gelassen, bevor die Sdure oder das Puffersystem hinzugefiigt wurde, sodass es geniigend
Zeit fiir den Zerfall des APS/TEMED-Intermediats gab bzw. freie Radikale produziert

werden konnten.

3.1.3. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine RAFT-Polymerisation von Polyacrylamid

und Poly-AEMA mittels APS/TEMED-Systems als Radikalquelle in Wasser bei Raum-

61



3. RAFT-Polymerisation

temperatur und bei 70 °C erfolgreich durchgefiihrt. Alle Polymerisationen, die mit diesem
System durchgefiihrt wurden, zeigten einen kontrollierten radikalischen Polymerisations-
verlauf und einen Wert fiir die Polydispersitit kleiner als 1,5.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich mit diesem System gut definierte Polymere durch
RAFT-Polymerisation bei Raumtemperatur im Wasser herstellen lassen. Im Gegensatz zu
anderen Raumtemperatur-RAFT-Methoden erfordert die Polymerisation keine metallhal-
tigen Katalysatoren oder Lichtbestrahlung. Zudem bietet das APS/TEMED-System die
Moglichkeit, die Polymerisation von temperaturempfindlichen Materialien durch RAFT-
Polymerisation durchzufiihren. Jedoch kann dieses System ausschlieBlich in Wasser an-
gewendet werden und beschrinkt sich auf wasserlosliche Monomere bzw. wasserlosliche

RAFT-Reagenzien.
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

4.1. Verwendung von 'H-HR-MAS-Spektroskopie zur

Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

4.1.1. Einleitung

Hydrogele, die durch Copolymerisation mit multifunktionalen Monomeren synthetisiert
wurden, stellen eine groBe Bandbreite von Biomaterialien dar, die zunehmend fiir Zell-
kultivierung und Geweberegenerierung gebraucht werden 33187 Obwonhl in den letzten
Jahrzehnten viele verschiedene Methoden zu deren Herstellung entwickelt worden sind,
beruht die einfachste Herstellungsmethode auf der Polymerisation einer Mischung von
monofunktionellen Monomeren sowie einem Vernetzer, sodass sich in situ ein Polymer-
netzwerk bildet18371°Y Viele Hydrogele, die fiir die Gewebekonstruktion eingesetzt wer-
den, enthalten zusitzliche Monomere mit bioaktiven Anteilen, beispielsweise die von
Fibronektin!®!' abgeleitete bioaktive Peptidsequenz RGD zur Forderung der Zelladhisi-
on und -proliferation. Bei der in-situ-Vernetzungsmethode ist es schwierig, einen direk-
ten quantitativen (z. B. spektroskopischen) Nachweis zu erbringen, der bestitigt, ob die
gewiinschte Menge an Peptiden erfolgreich in das Hydrogel eingebaut wurde. Quanti-
tative Informationen iiber die Peptidkonzentration im Hydrogel sind jedoch von groBer
Bedeutung, da unterschiedliche Konzentrationen das Zellverhalten, u. a. die Zelladhi-

1921193

sion, beeinflussen. Aus diesem Grund wurden in der Vergangenheit verschiede-
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

nen Methoden entwickelt, die Peptid-Liganden-Konzentration im synthetischen Hydro-

194 der Einbau von Fluores-

gel bestimmen zu konnen, darunter die Aminosédureanalyse,
zenzmarkierungen in der Peptidsequenz, ' der Ninhydrin-Assay'“® und die Radiokenn-
zeichnung/Isotopenmarkierung der Peptidsequenz.'®? Obwohl diese Methoden brauch-
bare Ergebnisse liefern, erfordern sie oft die Entwicklung neuer arbeitsintensiver Prii-
fungsmethoden oder die Herstellung von zusitzlichen Proben fiir die Analyse. Eine ein-
fache Methode, die die Zusammensetzung und die bioaktiven Anteile des Hydrogels oh-
ne weitere Modifikationsschritte analysieren konnte, wire wiinschenswert. Vor diesem
Hintergrund war das Ziel dieses Kapitels, die HR-MAS-NMR-Spektroskopie als Me-
thode zu verwenden, um bioaktive Hydrogele in Bezug auf die Zusammensetzung der
Copolymere und die Quantifizierung des Peptidanteils zu analysieren. Materialien wie
kristalline Stoffe oder Feststoffe weisen ein dullerst breites NMR-Signal auf. Die Griin-
de dafiir sind umfangreiche Homo- und Hetero-Atom-Dipol-Kopplungen, die Anisotro-
pie der chemischen Verschiebung (chemical shift anisotropy (CSA)) sowie Quadrupol-
Wechselwirkungen. Eine Moglichkeit, diese Wechselwirkungen wenigstens teilweise zu
reduzieren, kann duch Quellung dieser Materialien erreicht werden. Die Erhdhung der
lokalen Mobilitit fiihrt zu einer Reduktion der Interaktionen, die in Festkorpern vorkom-

men 9%

Doch selbst im Falle einer gequollenen Probe ist die magnetische Suszeptibilitit
von der Struktur der Probe abhiingig, und das hat einen grofen Einfluss auf die Auflésung
des NMR-Spektrums. Es konnte gezeigt werden, dass die HR-MAS-NMR-Spektroskopie
mithilfe einer magnetischen Suszeptibilitdt-Matching-Probentechnologie eine gute Lo-
sung fiir dieses Problem ist1®? Die HR-MAS-Methode wurde in der Vergangenheit be-
reits fiir die Untersuchung von Harzen in der kombinatorischen Chemie,”%" fiir gequolle-

201lund Lipidsysteme?%? eingesetzt. In letzter Zeit sind weitere Anwen-

ne Polystyrolgele
dungsbereiche hinzugekommen, darunter die Verwendung dieser Technik fiir die direk-
te Uberwachung des hydrolytischen Abbaus von biologisch-abbaubaren vernetzten Po-

lymernetzwerken, %> die Abschitzung der Vernetzungsdichte von Poly(dimethylsiloxan)
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4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

(PDMS)-Netzwerken,2%* die Analyse der Polymerharz-Funktionalisierung?%> oder auch
die Untersuchung von Wasser/Polymer-Wechselwirkungen in einem Poly(ami-doamin)-
Hydrogel %% In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die ' H-HR-MAS-Spektroskopie fiir
die Bestimmung des Peptidgehalts in einem Polymernetzwerk (Hydrogel) in Abhédngig-

keit von der Vernetzungskonzentration bzw. der Gelfestigkeit verwendet.

4.1.2. Ergebnisse und Diskussion

Mittels freier radikalischer Polymerisation wurde eine Versuchsreihe von Hydrogelen
hergestellt, die sich aus folgenden Komponenten zusammensetzt: Acrylamid (AA), 2-
Amino ethylmethacrylat Hydrochlorid (AEMA), einem Peptidmonomer (PM) und N,N’-
Bis(acryl -oyl)cystamin als einem Disulfid-basiertem, spaltbaren Vernetzer. Alle Polyme-
risationen wurden mithilfe der freien radikalischen Polymerisation und APS/TEMED als
Initiator durchgefiihrt. Die Vernetzerkonzentration wurde von 1 bis 12 mol% variiert. Als
Losungsmittel wurde eine entgaste Ethanol/Wasser-Losung (25/75 w/w %) eingesetzt.
Nach 12-stiindiger Polymerisation wurden die Gele zwei Tage lang in Milli-Q-Wasser
dialysiert, um restliche Monomere und niedermolekulare Substanzen zu beseitigen (Sche-]

ma 4.1J).
4.1.2.1. Rheologische Charakterisierung

Bearbeitung des Gels fiir rheologische Messungen

Die Gelscheibe wurde 24 h lang in einer Phosphatpufferlosung platziert (Fisher BioRe-
agents — zwel Tabletten in 400 ml Milli-Q-Wasser ergeben 0,01 M Phosphatpufferlo-
sung, 0,0027 M KCI und 0,137 M NaCl, pH 7,4 bei 25 °C). Die Dicke der hergestellten
Hydrogele betrug etwa 1 mm. Damit die Titanplatte des Rheometers komplett mit der

Gelscheibe bedeckt wird, soll sie eine Fliche von mindestens 2.5 cm? aufweisen.
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—4<;: N\ APS, TEMED
e 0, 0
y:/io o ) NH RT, 12h, HoN
g ) (FRP)
(CHa)s 3
{ ° .
NH, NH s
+ (CH2)s
N © NH HN O<_N
2 GRGDSF {?:O QT;N
\

@] OHITI @]
|
VJ NH; GRGDSF
.S
S
v=1,2,3, 4,8, 12 mol%
Y =10 mol%
z =1 mol%
x = 100-(y+z+Vv)
DTT, 4h
pH =7

Schema 4.1: Herstellung Peptid-funktionalisierter Hydrogele (G1 — G6) mit einem spalt-
baren Disulfidvernetzer und der reduktiven Spaltung zur Erzeugung von 16s-

lichen Copolymeren.
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Abbildung 4.1.: Speichermodul G’ und Verlustmodul G” als Funktion (a) der Frequenz

und (b) Spannung.
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Fiir die Beschreibung der mechanischen Geleigenschaften wurden alle hergestellten
Hydrogele (G1 — G6) rheologisch untersucht. Zunichst wurde die dynamisch-mechanische
Analyse (DMA) durchgefiihrt, um die linear viskoelastische Region (LVR]) und die me-
chanische Stabilitit des Gels zu ermitteln (Abbildung 4.1|a). Sind das Speichermodul G’
und das Verlustmodul G” konstant, kann die LVR durch den maximalen Wert des Pla-
teaus bestimmt werden. Steigt die Verformung iiber die LVR, kann eine Abnahme des
Speichermoduls G’ beobachtet werden, was auf die partielle Zerstérung der Netzwerk-
struktur hindeutet. Die LVR ist der Grad der Gelfestigkeit. Es ist eindeutig zu erkennen,
dass die Erhohung der Vernetzermenge zu einer Erhohung der Gelfestigkeit fiihrt. In dem

daran anschlieenden rheologischen Oszillationsversuch (frequence-sweep-test), der in

IAbbildung 4.1] dargestellt ist, wurden 2, 4 und 8 mol% Vernetzerpolymer als Beispiel

zusammengefasst. Es wurde eine Deformation von 0,1 % angesetzt, um den Test an al-

len LVRs aller Gele durchzufiihren. Wie in [Abbildung 4.1| zu sehen ist, weist das Gel

ein Plateau-Speichermodul G;, auf und ein Verlustmodul GZ, das klar unterhalb des Pla-
teaumoduls liegt. Des Weiteren wurde eine starke Abhidngigkeit der Gelfestigkeit vom
Vernetzeranteil beobachtet, wie aus den Werten von G;, abzulesen ist. Dies belegt, dass
die untersuchten Gele chemisch vernetzt sind. Sowohl die Kurvenprofile als auch die ge-
messenen Werte korrelieren mit dhnlichen Gelen in der Literatur.2"’ zeigt die
eingesetzten Gelzusammensetzungen, Quellungsgrad (Q), Umsatz (U) und Speichermo-

dul[Glin Abhingigkeit von der Vernetzerkonzentration.
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4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

Tabelle 4.1.: Zusammensetzung und Geleigenschaften der Gele G2 bis G6.

AA:AEMA:PM: V Q? u¢ G
Gel
(mol%)® (%) (Pa)?

Gl 88: 10 :1:1 17,5 70,6 1312
G2 87: 10 :1:2 12,5 72,1 1359
G3 86: 10 :1:3 12,0 69,9 2079
G4 8: 10 :1:4 11,3 69,8 2294
G5 81: 10 :1:8 8,0 57,5 2541
Go6 77: 10 : 1 :12 7,2 48,9 2904

G1 bis G6 = (a) Hydrogele, AA = Acrylamid, AEMA = 2-Aminoethylmethacrylat-Hydrochlorid,
PM!' = Peptidmonomer, V = Vernetzer, (b) Q = Quellungsgrad, (¢) U = Umsatz der Polymerisation
in % und (d) G’ = Speichermodul.

4.1.2.2. Quellungsexperimente
Bearbeitung der Gele fiir Quellungsexperimente

Die Gele wurden zuerst in Milli-Q-Wasser 24 h dialysiert und bei 40 °C unter Vakuum
fiir 48 h getrocknet. Danach wurden die getrockneten Gele ziigig gewogen, da sie sehr
hydrophil sind und Luftfeuchtigkeit aufnehmen, was die Messung verfélschen kann. Die
Gele wurden in einer Plastikspritze mit Teflonfilter platziert und schlieBlich in 10 ml
Phosphatpufferlosung 24 h quellen gelassen. Nach 24 h wurde das Wasser herausfiltriert

und die Gele erneut gewogen. Der Quellungsgrad wurde mit der Gleichung . T|errechnet.

Die Ergebnisse sind in aufgelistet.

0- Gewicht des gequollenen Hydrogels - Gewicht des getrockneten Hydrogels

4.1
Gewicht des getrockneten Hydrogels “.D
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

4.1.2.3. NMR-Messungen

In [Abbildung 4.2| werden drei unterschiedliche NMR-Spektren fiir Polymer G2 mit

2 mol% Vernetzer gezeigt. Wihrend das 'H-NMR-Spektrum des vernetzten Polymers
ein typisch breites Signal aufweist (siehe a), zeigt das entsprechende HR-
MAS-Spektrum bei einer Drehgeschwindigkeit von 3,5 kHz bereits eine erheblich verbes-
serte Auflosung des Signals, sodass eine eindeutige Zuordnung aller aliphatischen CHj3-,
-CH;- und CH-Gruppen aus dem Polymerriickgrat zwischen 1,0 und 2,5 ppm ermdoglicht
wird. Des Weiteren sind die aromatischen Protonen im Peptidanteil zwischen 7,0 und
7,3 ppm sichtbar (siehe b). Da der Vernetzer eine Disulfidbindung besitzt,
kann diese zu freien Thiolgruppen reduktiv mit D,L-Dithiothreitol (DTT) gespalten wer-
den, was das Gel in 16sliche Copolymere umwandelt. Diese 16slichen Copolymere ermog-
lichen eine 'H-NMR-Analyse (siche ¢) und letztendlich die Bestimmung
der Copolymerzusammensetzung, die die chemische Zusammensetzung der vernetzten
Proben widerspiegelt.

Die Signale 8 bis 10 zwischen 7 und 7,3 ppm konnen dem aromatischen Phenyl-
ring der Peptidseitenkette zugeordnet werden. Die Signale zwischen 1,3 und 2,5 ppm
konnen der -CH,-Gruppe (1, 1,5-2,0 ppm), der CH3-Gruppe (3, 0,9-1,2 ppm) und der
CH-Gruppe 2 des Polymerriickgrats bei 1,9-2,3 ppm zugeordnet werden. 'H-'H COSY-,
'H-'H TOCSY-, 'H-'3C HSQC- und 'H-'3C-HMBC-Experimente (correlation spectros-
copy (COSY)), total correlated spectroscopy (TOCSY)), heteronuclear single quantum co-
herence (HSQC)), heteronuclear multiple bond correlation (HMBC)) von G4 wurden des
Weiteren durchgefiihrt, um die Signale 4 bis 7 der Methylengruppen der Vernetzersei-
tenkette und der AEMA-Seitenkette zuzuordnen. Die Spektren sind in bis
dargestellt (siche Anhang). Zusitzlich wurde eine 'H-'"N HSQC-Messung
fiir die Copolymere ohne Vernetzer durchgefiihrt siche Anhang), um das

NH-Amid dem Acrylamid zuzuordnen.
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4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen
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Abbildung 4.2.: a) 'H-NMR-Spektrum von G2 (in H,0/D,0), b) 'H-HR-MAS-NMR-
Spektrum von G2 bei einer Drehzahlgeschwindigkeit von 3,5 kHz (ge-
quollen in D,O mit Unterdriickung des Wassersignals) und ¢) 'H-NMR
von G2 nach Disulfid-Spaltung (gequollen D,O mit Unterdriickung des
Wassersignals).

Dies wurde bei 6,8 und 7,5 ppm detektiert. Die Ergebnisse zeigten ferner, dass die Me-
thylengruppen der AEMA-Wiederholungseinheiten nach der DTT-Spaltung nicht mehr

nachgewiesen werden konnen, wahrscheinlich aufgrund der Hydrolyse der Esterbindung.
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

In ist das '"H HR-MAS-NMR-Spektrum des Hydrogels G2 in H,O/D>0O
zu sehen. Bemerkenswert ist die gute Auflosung des Spektrums, die es erlaubt, jeder Wie-
derholungseinheit ein eindeutiges Signal zuzuweisen. Dies erlaubt einerseits eine Bestim-
mung der Copolymerzusammensetzung im Gel und die Quantifizierung des Peptidanteils,

der durch die aromatischen Signale 810 gekennzeichnet ist.

W

75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Abbildung 4.3.: 'H HR-MAS-NMR-Spektrum von G2 (in HyO/D,0).

Zur Errechnung der Copolymerzusammensetzung der Polymere G1-G6 wurden die
Protonen des Phenylrings 8-10, die Methyl-Gruppe des Polymerriickgrates 3 und die
Methylen-Gruppe 4 des Vernetzers herangezogen. Die Ergebnisse zeigen einen Peptid-

anteil in allen Gelen (G1 — G6) von 0,4 - 0,6 mol % an, der ca. 50 % geringer ist, als er

urspriinglich angesetzt wurde (siehe [Tabelle 4.2).
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4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

Tabelle 4.2.: Bestimmung der

Zusammensetzung  der

Gele

Spektroskopie nach Spaltung des Disulfidvernetzers.

mittels

'H.NMR-

AA:AEMA:PM:V

AA:AEMA:PM: V

Gel
(mol%) (mol%)

Gl 88: 10 :1:1 90,7: 6,7 :04: 272
G2 87: 10 :1:2 88,5: 7,6 :04: 34
G3 86: 10 :1:3 86,3: 7.9 :0,5: 5,3
G4 85: 10 : 1 :4 85,7: 8,0 :0,6: 5,7
G5 81: 10 :1:8 82,7: 6,7 :0,4:10,3
Go6 77: 10 : 1 :12 70,6: 8,2 :0,4:20,8

“ angesetzte Zusammensetzung der Gele, ” Zusammensetzung der Gele mittels 'H-NMR nach

Spaltung des Disulfidvernetzers.

In der nichsten Testreihe wurden die Polymere G1-G6 im gequollenen Zustand in

D,0 mittels '"H-HR-MAS-Spektroskopie analysiert (siehe |Abbildung 4.4). Wihrend die

aliphatischen Signale 1 und 2 (welche den -CH;- und CH-Gruppen entsprechen) des Po-

lymerriickgrates gut aufgelost sind, wird deutlich, dass die Methylgruppe 3 der AEMA-

Wiederholungseinheit eine verringerte Intensitit und Auflosung mit zunehmender Ver-

netzungsdichte aufweist. Des Weiteren konnen die Signale 4 und 5§ der Methylen-Gruppe

dem Vernetzer zugeordnet werden. Da beide Methylengruppen nah am unelastischen

Teil des Vernetzers bzw. nah am Vernetzungspunkt liegen, konnte durch 'H-HR-MAS-

Spektroskopie keine gute Signalauflésung erlangt werden.
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie
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Abbildung 4.4.: "TH-HR-MAS-Spektrum der Polymere G1 — G6 gequollen in D,O.

Die Signale der aromatischen Protonen (7,0-7,3 ppm) sind hingegen wieder gut von

allen anderen Signalen des Polymerriickgrats getrennt — der erste Beweis dafiir, dass das

Peptidmonomer in das Hydrogel eingebaut ist. Das Spektrum in |[Abbildung 4.4| zeigt

ebenfalls, dass die Intensitit des aromatischen Signals 8-10 mit Zunahme der Vernet-
zungsdichte abnimmt.

Neben der qualitativen Bestitigung, dass die Peptideinheit in das Gel eingebaut wurde,
wurden die 'H-HR-MAS-Spektren im Detail analysiert, um zu sehen, ob die verfiigbaren
Informationen fiir eine quantitative Analyse ausreichen. Insbesondere war es sehr wichtig,
den Peptidanteil im Hydrogel mittels 'H-HR-MAS-Spektren bestimmen zu konnen und
dies mit den statischen 'H-NMR-Daten der abgespaltenen Gele zu vergleichen. Da einige
aliphatische Signale des Vernetzers und der AEMA-Gruppe bei hoher Vernetzungskon-
zentration eine drastische Verringerung der Signalstirke aufwiesen, wurde entschieden,

die starken aromatischen Signale zwischen 7,0 und 7,3 ppm mit den starken aliphatischen
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4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

Signalen zwischen 0 und 2,5 ppm zu vergleichen.

Die Signalintensitit der aromatischen Region wurde fiir alle Polymere G1 bis G6 mit
fiinf Protonen als Referenz verwendet, weil fiinf Protonen einer Peptideinheit entspre-
chen. Dies wiederum wurden mit den aliphatischen Signalen zwischen 0 und 2,5 ppm
verglichen. Die Ergebnisse der 'H-HR-MAS-Spektren sowie der 'H-NMR-Spektren nach
der Disulfid-Spaltung werden in aufgelistet.

Tabelle 4.3.: Vergleich der aromatischen Signalstirke in Bezug auf die aliphatische Si-
gnalintensitit im Bereich von O von 2,5 ppm.

aromatische Signalintensitit: aromatische Signalintensitit:
Gel aliphatische Signalintensitit aliphatische Signalintensitit
(0-2,5 ppm) ¢ (0-2,5 ppm) »
G1 5:760,7 5:628,9
G2 5:596,4 5:642,6
G3 5:616,0 5:717,5
G4 5:513,8 5:728,3
G5 5:7717,2 5:876,2
Go6 5:681,4 5:1172

“ mittels ' H-NMR-Spektroskopie bestimmte 16sliche Copolymere nach der Spaltung des Disulfids,
b mittels '"H-HR-MAS-Spektroskopie bestimmt.

Wihrend mit steigender Vernetzungsdichte das Verhiltnis der aromatischen zur alipha-
tischen Signalintensitit der 16slichen Copolymere nahezu konstant bleibt, zeigen die HR-
MAS-Daten, dass das aliphatische Signal — verglichen mit dem aromatischen Signal mit
steigender Vernetzungsdichte — stirker wird. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die Mobilitéit der Peptideinheit bei erhdhter Vernetzungsdichte stirker abnimmt als bei

den aliphatischen Protonen des Polymerriickgrats (siehe [Tabelle 4.3|und [Abbildung 4.5)).
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie

Die Abweichung der beiden Trendlinien fiir die 'H-NMR- und die 'H-HR-MAS-Daten
in[Abbildung 4.5|wurde dazu verwendet, die Peptidmenge als Funktion der Vernetzerkon-
zentration zu berechnen, die durch HR-MAS-Spektroskopie quantifiziert werden kann.
Daher wurde der Quotient der aliphatischen Signalintensitit des HR-MAS-Spektrums und
des 'H-NMR-Spektrums fiir jede Vernetzermenge errechnet. Die Ergebnisse deuten dar-
auf hin, dass bei niedrigen Vernetzerkonzentrationen von 1 und 2 mol% der Peptidanteil
quantitativ mithilfe der 'H-HR-MAS-Spektroskopie aufgrund der hohen lokalen Mobi-
litdt in schwach vernetzten Hydrogelen detektiert werden kann. Mit zunehmender Ver-
netzerkonzentration bis zu 12 mol% reduziert sich die Signalintensitét der aromatischen
Protonen der Peptideinheit im Vergleich zum aliphatischen Riickgrat um etwa 62 %. Der
Grund hierfiir besteht darin, dass die Beweglichkeit der Peptideinheit mit zunehmender
Vernetzungsdichte stirker eingeschrinkt wird als die Beweglichkeit des aliphatischen Po-

lymerriickgrats.

76



4.1. TH-HR-MAS-Spektroskopie zur Charakterisierung von Biohybridhydrogelen

2 1400

5 + HR MAS

‘A

§ 1200 B 1H NMR (Exp) ¢

g

2 1000 1H NMR (theoret)

[a®

=

2

S 800

2

=

‘S 600

B m

7]

< 400 - 4

=

2

o

S 200

h

L

=

— o - : : : : i : :
0 2 4 6 8 10 12 14

eingesetzte Vernetzerkonzentration (mol %)

Abbildung 4.5.: 'H-HR-MAS-Daten: Vergleich des gemessenen aromatischen Protonen-
signals (7,1-7,3 ppm) mit dem gemessenen aliphatischen Protonensignal
(0-2,5 ppm) der Hydrogele G1 — G6 (4), 'H H-NMR-Daten nach Spal-
tung der Disulfidvernetzer: Vergleich des gemessenen aromatischen Pro-
tonensignals (7,1-7,3 ppm) mit dem gemessenen aliphatischen Protonen-
signal (0-2,5 ppm) der Hydrogele G1 — (m) und der theoretischen Be-
rechnung — basierend auf der eingesetzten Monomerzusammensetzung
bei der Hydrogelzubereitung (a).
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4. HR-MAS-NMR-Spektroskopie
4.1.3. Zusammenfassung

Die 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie wurde zur Bestimmung des bioaktiven Peptidan-
teils in einem vernetzten Hydrogel angewendet. Hierfiir wurden mittels freier radika-
lischer Polymerisation sieben Hydrogele mit unterschiedlichen Vernetzerkonzentratio-
nen von 1 bis 12 mol% hergestellt. Der eingesetzte Vernetzer besitzt eine Disulfidbin-
dung, die es ermoglicht, die Gele reduktiv in 16sliche Copolymere zu spalten, was ei-
ne Charakterisierung der Zusammensetzung mittels 'H-NMR-Spektroskopie erlaubt. Fiir
die Umwandlung des Hydrogels in 16sliche Copolymere wurden die Disulfid-basierten
Vernetzerstellen durch [DTT] zu freien Thiolgruppen reduziert bzw. gespalten. Der Pep-
tidgehalt der schwach vernetzten Hydrogele (1-2 mol% Vernetzer), der mittels 'H-HR-
MAS bestimmt wurde, entspricht dem Peptidgehalt der 16slichen Copolymere, der mittels
'"H-NMR-Spektroskopie bestimmt wurde. Mit der Erhohung der Vernetzerkonzentration
bis zu 12 mol% nimmt die Beweglichkeit der Peptidseitenkette immer weiter ab und die

Signalintensitit reduziert sich auf 62 % im Vergleich zum 16slichen Copolymer.
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5. Biohybridhydrogel-Zellexperimente

5.1. Synergistische Wirkung positiver Ladung und

GRGDSF in Hydrogelen auf das NSZ-Verhalten

5.1.1. Einleitung

Die Fihigkeit der neuralen Stammzellen, sich in einer bestimmten Mikroumgebung in ei-
ne spezialisierte Zelllinie zu differenzieren, ist fiir die regenerative Medizin von entschei-
dender Bedeutung. Um das Potenzial neuraler Stammzellen fiir regenerative Therapien
besser auszunutzen zu konnen, ist es wichtig, die Funktion der Mikroumgebung, die die
Stammzellendifferenzierung reguliert, zu erforschen und zu verstehen 12298209 Neurale
Stammzellen (NSZ) konnen sich in Neuronen und in Gliazellen differenzieren. Zu den
letzteren gehoren die Oligodendrozyten, die das Myelin bilden, und Astrozyten. Eine der
grofften Herausforderungen in Hinblick auf die Arbeit mit NSZ ist es, die Faktoren zu
identifizieren und zu optimieren, die das Uberleben von Zellen erhéhen und die Differen-
zierung der NSZ in Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten steuern.

Wie im theoretischen Teil dargestellt wurde, wird die Zelladhision in der kiinstlichen
EZM meistens durch die von Fibronektin abgeleitete, zelladhdsionsférdernde Peptidse-
quenz RGD unterstiitzt 3210 Diese Peptidsequenz ist in der Lage, eine spezifische Bin-
dung mit Integrinen einzugehen, die zu den Transmembranproteinen gehdren, insbeson-

dere mit den Integrinen oy B3 und o 25
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5. Biohybridhydrogel-Zellexperimente

Wihrend Polyethylenglykolgele bereits intensiv fiir zwei- und dreidimensionale Zell-
experimente verwendet worden sind, "’/ sind die auf Polyacrylamid basierten Gele durch
die Modifizierung der Geloberfldche mit einer bioaktiven Peptidsequenz (ohne Einfluss
auf die mechanischen Gel-Eigenschaften) fiir zweidimensionale Zellexperimente opti-
miert worden.*' Ein interessantes Beispiel, wie ein Substrat die NSZ-Adhision und
-Zelldifferenzierung beeinflussen kann, wurde kiirzlich von Wang et al. prisentiert. Poly-
L-Lysine zeigten z. B. einen deutlichen Effekt auf die Zelladhésion und Zelldifferenzie-
rung 211212 Wiihrend kationische Oberflichen bereits seit Jahrzehnten fiir die Forderung

der Zelladhision verwendet werden 217212

erkldarten nur wenige Studien den Mechanis-
mus hinter dieser Vorgehensweise. Neuere Studien weisen darauf hin, dass die Zelladhi-
sion auf kationischen Oberflichen sehr wahrscheinlich auf elektrostatische Interaktionen
zwischen der positiv geladenen Oberfldche und der negativ geladenen perizelluldren Ma-
trix (PZM) zuriickzufiihren ist21%27 Ein Hauptbestandteil der PZM ist die Hyalyronsiure
(HA), ein sehr wasserreiches, negativ geladenes Polysaccharid, das die perizelluldre Ma-
trix mit der Zellmembran verbindet.2!® Die PZM vermittelt eine Vielzahl von zelluliren
Interaktionen mit Substraten, wenn sich die Zellmembran noch weit von der adhésiven
Oberfliche entfernt befindet, deutlich bevor die Integrin-vermittelte Fokaladhidsion wir-

ken kann 2

Kiirzlich veroffentlichten Ding et al. eine Publikation tiber die Adhésion von NIH/3T3
Fibroplastzellen auf Glasoberflachen. Hierfiir modifizierten sie Glasoberflaichen mit ei-
nem zyklischen RGDfKKKK-Peptid. Diese Peptidsequenz enthilt ein zyklisches RGD
als spezifisches zelladhdsionsforderndes Motiv und drei Lysineinheiten, wobei die pro-
tonierte seitliche Aminogruppe des Lysins die Zelladhdsion als nicht spezifisches Zell-
adhisionsmotiv fordert (siehe [Schema 5.T)). Die Modifikation der Glasoberfliche mit der
Kombination von spezifischen und nicht-spezifischen Zelladhdsionsmotiven bzw. mit dem
zyklischen RGD und dem positiv geladenen Lysin forderte die Zelladhédsion mehr als bei

einer nur mit zyklischem RGD modifizierten Glasoberflache. Ding et al. begriindeten dies
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5.1. Synergistische Wirkung positiver Ladung und RGD in Gelen auf NSZ-Verhalten

damit, dass die initiale, nicht spezifische Zelladhédsion im Zusammenhang mit der elek-
trostatischen Anziehungskraft der negativ geladenen PZM und einer positiv geladenen
Substratoberfldche steht. Nach dieser anfidnglichen Zellanhaftung an die Oberflache kann

die Bildung von RGD Integrin-Interaktionen stattfinden.2

NH
H 0 H NwOH
H3NW\W \ N NH H
5 Hol HN
0% “NH H\(EO
N

H
® N H
NH5 HaN \‘( @)
NH
N AN J
' '
nicht-spezifisches Zelladhasionsmotiv spezifisches Zelladhasionsmotiv
protonierte Aminogruppe des KKK zyklisches RGD

Schema 5.1: Adhésionsfordernde Peptidsequenz RGDfKKKK (RGDfK in zyklischer
Form).

Aufgrund dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine solche Kombina-
tion von nicht spezifischen, elektrostatischen Interaktionen und spezifischen, auf Inte-
grin-Rezeptoren basierenden Interaktionen die Herstellung eines Hydrogelmaterials mit
einer sehr viel geringeren Menge an RGD-Peptiden erlaubt. Fiir neutrale Hydrogele liegt
der untere Grenzwert der RGD-Peptidkonzentration mindestens bei 5,3 pmol/cmz, um
die Zelladhision zu unterstiitzen sowie die anschliefende Proliferation und Differenzie-
rung > Das Ziel dieses Kapitel war es daher, den Einfluss des RGD-Peptids in einem
kationischen Hydrogel zu untersuchen, bei dem die RGD-Konzentration unterhalb der
Grenzwertkonzentration liegt. In einem derartigen Gel kann die initiale Zell-adhision nur
durch die Ladung der kationischen Oberfliche ausgelost werden. Des Weiteren wurde un-

tersucht, ob das RGD-Peptid in einem neutralen Gel einen Einfluss auf die Zelladhision,
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5. Biohybridhydrogel-Zellexperimente

Proliferation oder Differenzierung neuraler Stammzellen hat.

Zu diesem Zweck wurden drei verschiedene Gelgruppen hergestellt. Die erste Grup-
pe (G7-GY) enthielt die spezifische zelladhédsionsfordernde 6 Ahx6 AhxGRGDSF-Peptid-
sequenz mit einer Konzentration unterhalb des Grenzwertes von 5,3 pmol/cm?. Die zweite
Gruppe (G10-G12) wurde mit 10 mol% positiv geladenem AEMA als nicht spezifisches,
zelladhidsives Motiv ausgeriistet. Fiir die letzte Gruppe (G13-G15) wurde eine Kombi-
nation beider Zelladhdsionsmotive verwendet. Hierbei wurde die gleiche Konzentration
angesetzt wie in den Gruppen zuvor. Um die Rolle der Gelfestigkeit auf das Zellverhalten
zu untersuchen, wurde in jeder Gelgruppe die Vernetzer-Konzentration zwischen 2, 8 und

16 mol% variiert.

5.1.2. Ergebnisse und Diskussion
5.1.2.1. Peptidsynthese

Es ist literaturbekannt, dass einige Peptidsequenzen, die von den Proteinen der extra-
zelluldren Matrix abgeleitet sind, das Stammzellenverhalten, wie Adhésion, Proliferation
und Differenzierung, beeinflussen. Dazu gehoren die Sequenzen Arg-Gly-Asp (RGD),
Ile-Lys-Val-Ala-Val (IKVAV), Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR) usw. (siehe [Tabelle 5.1))%2
Im Vergleich zu nativen Proteinen sind Peptidsequenzen stabiler und einfacher zu synthe-
tisieren, und aufgrund ihrer relativ geringen Grofle im Vergleich zu Proteinen zeigen sie
weniger sterische Hindernisse.

Zu diesem Zweck wurde eine kleine Bibliothek von bioaktiven Peptidsequenzen, deren
biologische Aktivititen zum Teil literaturbekannt sind, hergestellt, um Hydrogele gezielt
biologisch aktivieren zu konnen (Tabelle 5.1)). Alle hergestellten Peptidsequenzen sind
von EZM-Proteinen abgeleitet, z. B. Fibronektin, Kollagen, Laminin und Tenascin. Die
Peptide wurden mittels Fmoc-Strategie hergestellt, mittels praparativer Hochleistungs-

fliissigkeitschromatographie (HPLC) gereinigt und schlieBlich via hochaufgelostem LC-
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MS charakterisiert.

Tabelle 5.1.: Hergestellte Peptidsequenzen mit ihren EZM-Stammproteinen und Funktio-

nen.
EZM-Protein Funktion Peptidsequenz Referenzen
Fibronektin Zelladhision 6Ahx6AhxGRGDSF [BOT72T0R22T1227]
Zelladhision, Differenzierung PHSRN [223H226]
Kollagen IV Differenzierung, Zelladhdision MNYYSNS [2412271228]
KollagenI  Differenzierung GTPGPQGIAGQRGVYV [2322712291230]

Laminin Zelladhision, Differenzierung YIGSR, SDPGYIGSR ~ [231-234]
Differenzierung IKVAV [27164190/233]

Tenascin-C  Differenzierung VWSRAPTA [228]

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Peptide auf einem 2-C1Trt-Harz (Novabiochem®)
mittels Peptidsynthesizer (Multisyntech SYRO II) sowie auch manuell durch Fmoc-Strategie

hergestellt.

5.1.2.2. Peptidbioaktivitit und ihr Einfluss auf das Zellverhalten

Die nachfolgenden Zellexperimente wurden von Dr. Nicole Brosicke, Lisa-Marie Prior,
Albert Job und Marvin Jarocki am Lehrstuhl fiir Zellmorphologie und molekulare Neuro-
biologie von Prof. Faissner an der Universitit Bochum im Rahmen der Zusammenarbeit
durchgefiihrt.

Das Ziel dieser Voruntersuchungen war es, den Effekt von 16slichen Peptiden auf die
Migration von neuralen Stammzellen zu untersuchen. Hierzu wurden ca. 5000 Zellen in
einer Neurosphire auf eine mit Fibronektin beschichtete Zellkulturplatte gegeben und un-

ter dem Videomikroskop beobachtet und dann die migrierten Zellen in
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bestimmten zeitlichen Abstinden gezihlt. Im ersten Versuch wurde die GRGDSF-Peptid-
sequenz in loslicher Form zu einer Neurosphirenkultur gegeben. Im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle ohne Peptidadditive ist ein starker Migrationsinhibierungseffekt zu sehen und

es konnte eine deutlich geringere Zahl migrierter Zellen beobachtet werden. (Diagramm

b, |Abbildung 5.2). Als zweites Peptid wurde die IKVAV-Peptidsequenz von Laminin

ebenfalls 16slich zu einer Neurosphirenkultur hinzugegeben b). Im Un-

terschied zur GRGDSF-Peptidsequenz verringerte sich die Anzahl der migrierten Zellen

im Vergleich zur Negativkontrolle ohne Peptidadditiv nicht. Die Erkldrung dafiir sind die
o, B3- und aisB-Integrine 233 An sie bindet das GRGDSF-Peptid selektiv und siittigt die-
se ab, was die Adhision von Stammzellen inhibiert, wihrend die IKVAV-Peptidsequenz
keine selektive Bindung mit adhisionsverantwortlichen Integrinen eingehen kann. Die
IKVAV-Peptidsequenz bindet vielmehr an 0L3[31-Integrine.|m Dadurch wird aber eher die

Differenzierung von neuralen Stammzellen unterstiitzt, nicht jedoch die Adhiision /237

Abbildung 5.1.: Exemplarische Aufnahme einer Neurosphére und migrierender Zellen in
einem Zeitraum von 0 bis 24 h.
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(a) Anzahl der migrierten neuralen Stammezellen in einem Zeitraum von 48 h.
Blau = Negativkontrolle mit einer Fibronektin-beschichteten Kulturplatte (oh-
ne Peptid-Additive), griin = GRGDSF-I6sliche Peptidadditive, gelb = IKVAV-
l6sliche Peptidaditive.
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(b) Anzahl der migrierten neuralen Stammzellen in einem Zeitraum von 48 h. Blau
= Negativkontrolle mit einer Fibronektin-beschichteten Kulturplatte (ohne Peptid-
Additive), griin = MNYYSNS-16sliche Peptidadditive, gelb = IKVAV-16sliche Pep-
tidaditive.

Abbildung 5.2.: Einfluss der 16slichen Peptide (GRGDSF, MNYYSNS und IKVAV) auf
die Migration von neuralen Stammzellen.
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Des Weiteren wurde die von Kollagen Typ IV abgeleitete Peptidsequenz MNYYSNS
getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Peptidsequenz ebenfalls einen starken Effekt
auf die Migration der neuralen Stammzellen hat. Die Anzahl der migrierten Zellen sank
nach 12 h ab b), was auf eine Integrin-Inhibierung zuriickzufiihren ist.
Die von Kollagen IV abgeleitete Peptidsequenz MNY YSNS konkurriert ebenfalls um das

o1 Bi-Integrin**® analog zum GRGDSF-Peptid, jedoch findet die Sittigung der Integri-

ne mit dem freien Peptid sehr viel langsamer statt (Abbildung 5.2). Dies legt die Ver-

mutung nahe, dass GRGDS und IKVAYV an unterschiedliche Integrine binden und daher
auch sehr wahrscheinlich unterschiedliche zellulidre Prozesse unterstiitzen, bzgl. Adhhisi-
on und Differenzierung. Das Kollagen IV Peptid zeigt einen dhnlichen Effekt und bindet
ebenfalls an ein oder mehrere Integrine, die von 16slichem IKVAV nicht blockiert werden.

Da der Zelladhisionsprozess die Basis fiir alle weiteren zellulidren Prozesse bildet, lag
der Fokus der weiteren Arbeiten darauf, Hydrogele herzustellen, die die Peptidsequenz

RGD enthalten in Kombination mit einer neutralen bzw. kationischen Gelmatrix.

5.1.2.3. Herstellung des Peptidmonomers

Nach der Herstellung der gewiinschten Peptidsequenz durch Festphasensynthese mit-
tels Fmoc-Strategie wurde der N-Terminus des Peptids entschiitzt. Danach wurde Me-
thacryloylchlorid angekuppelt. Das Peptid wurde mittels starker Sdure (TFA/H,O/TIS
95:2,5:2,5) vom Harz abgespalten. Das erhaltene Peptid ist bifunktionell (biologisch-
aktive Peptidsequenz und polymerisierbare Monomereinheit), wie auf Zu se-
hen ist.

Dieses Peptidmonomer kann mit anderen Monomeren im gewiinschten Verhiltnis po-
lymerisiert werden. Somit kann in einer Polymerkette die gewiinschte Anzahl von Peptid-
molekiilen eingebaut werden. Diese Strategie erlaubt den Einbau von Peptiden ins Hydro-
gel mittels freier radikalischer Polymerisation wie auch mittels kontrollierter radikalischer

Polymerisation.
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Schema 5.2: Allgemeine Herstellung eines Peptidmonomers PM.
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Der Fokus der nachfolgenden Arbeiten lag auf der Synthese der unterschiedlich funk-

tionalisierten Hydrogele.

5.1.2.4. Hydrogelsynthese und Charakterisierung

Alle Biohybridhydrogele wurden mittels freier radikalischer Polymerisation in entgaster
Wasserlosung bei Raumtemperatur fiir 12 h unter Verwendung des APS/TEMED-Systems
als Initiator hergestellt. Die Zusammensetzung der hergestellten Hydrogele wird in
zusammengefasst. Alle hergestellten Hydrogele G7-G15 waren transparent. Die

chemische Struktur der hergestellten Hydrogele ldsst sich in drei Gruppen einteilen: Grup-

pe I (G7-GY9), Gruppe 11 (G10-G12), und Gruppe III (G13-G1S5), (Schema 5.3).
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Schema 5.3: Darstellung der drei Biohybridhydrogelgruppen.

Um die mechanischen Eigenschaften der Gele zu analysieren, wurden alle hergestellten
Hydrogele (G7-G15) rheologisch untersucht.

Bei allen Gelen iibersteigt das Speichermodul G;, das Verlustmodul GZ und ist v. a. un-
abhingig von der Frequenz (b)). Des Weiteren wurde eine starke Abhin-
gigkeit der Gelfestigkeit von der Vernetzerkonzentration beobachtet, wie aus den Werten
von G;, abzulesen ist. Dies belegt, dass die untersuchten Gele chemisch vernetzt sind. So-

wohl die Kurvenprofile als auch die gemessenen Werte korrelieren mit dhnlichen Gelen,
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die auf Acrylamid und flexiblem Bisacrylatvernetzer mit 5-9 EO-Einheiten basieren ./

Tabelle 5.2.: Zusammensetzung und Geleigenschaften der Gele G7 bis G15.

AA:AEMA:PM!: V Qb G

Gel
(mol%)* (Pa)“
G7 97: 0 : 1 :2 22.34+0,6 6500
GS8 91: 0 : 1 :8 9,940,8 8500
G9 83: 0 : 1 :16 7,5+0,7 10000
G10 88: 10 : 0 :2 20,5+0,7 3200
G11 82: 10 : 0 : 8 10,5+1,1 9000
G12 84: 10 : 0 :16 7,4+0,9 13000
G13 87: 10 : 1 :2 212+1,2 4700
G14 81: 10 : 1 :8 9.6+0,9 8500
G15 73: 10 : 1 :16 6,840,9 13500

G7 bis G15 = experimentell eingesetztes Monomerverhiltnis der Hydrogele, AA = Acrylamid,
AEMA = 2-Aminoethylmethacrylat, PM' (Monomer-6Ahx6AhxGRGDSF), V = Vernetzer (Po-
ly(ethylenglycol)diacrylat, Mn = 575 g/mol), (a) in mol% angesetzte Monomerverhiltnisse, Q =
Quellungsgrad (b) Quellung bei RT in Phosphatpufferlosung bei pH = 7,2 und (c) [G = Speicher-
modul in Pa durch Rheologieversuche erhalten.

fasst alle Ergebnisse der Gele G7-G15 zusammen. Bei allen drei Hydro-
gelgruppen hatte die Anderung der Vernetzerkonzentration den groBten Einfluss auf das
Speichermodul [G'] wohingegen AEMA oder das Peptid-enthaltende Monomer PM' nur
einen geringen Einfluss auf die Gelfestigkeit und Quellungseigenschaften der Gele zeig-
ten. Rheologische Messungen zeigten eine Gelfestigkeit mit Speichermodulwerten
zwischen 3200 und 13500 Pa.

Der Beweis, dass die Gele durch das AEMA positiv geladen sind, liefert eine Zeta-

Potential-Analyse bei einem pH-Wert von 7,4. Hierzu wurden 16sliche Copolymere mit
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5. Biohybridhydrogel-Zellexperimente

der gleichen Zusammensetzung wie G8, G11 und G14 hergestellt. Der Vernetzer wurde
jedoch durch Acrylamid ersetzt. Die gewonnenen Werte lagen fiir G8 bei +4 + 2 mV, fiir
G11 bei +27,2 4+ 2,1 mV und fiir G14 bei +30 £ 2 mV, was zeigt, dass nur Polymere mit
AEMA kationisch geladen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten von Maus-embryonalen neuralen Stamm-
zellen auf Hydrogelen, die spezifische und nicht spezifische Zelladhdsionsmotive sowie
deren Kombination trugen, untersucht. Die Hydrogelgruppen wurden unter folgenden

Uberlegungen zusammengestellt:

i Die erste Hydrogelgruppe war neutral und mit 1 mol% GRGDSF-Peptid als spezifi-
sches, Integrin-abhingiges Zelladhédsionsmotiv modifiziert (G7-G9). Die verwen-
dete RGD-Konzentration lag nach einer Schitzung weit unterhalb des Grenzwertes

von 5,3 pmol/cm? 23? Daher dienten diese Gele als Negativkontrolle.

it In der zweiten Gelgruppe (G10-G12) wurden 10 mol% AEMA eingebaut, die bei
einem pH-Wert von 7.4 eine partielle kationische Ladung aufwiesen, um die Zel-

ladhision mittels elektrostatischer Interaktion herbeizufiihren 211212

iii Die dritte Gelgruppe (G13—-G15) enthielt beide zelladhisiven Motive. Das Polyme-
risationsgemisch enthielt 1 mol% GRGDSF und 10 mol% AEMA, um die Auswir-
kung des GRGDSF-Peptids in Verbindung mit einer kationischen Hydrogeloberfli-

che zu untersuchen.

iv Erst kiirzlich wurde berichtet, dass die Wachstumsrate von NSZ auf Hydrogelen, die
eine dhnliche Festigkeit haben wie Gehirngewebe (E-modulus ~ 3,5 kPa =[G’
1,2 kPa, mit E = 3[G)* optimal ist. Trotzdem zeigen andere Studien, dass NSZ
auch gut auf Substraten mit einem hoheren [G’FWert von 10 bis 250 kPa adhiirie-
ren und proliferieren konnen. > Nur sehr weiche Oberflichen mit einem [G'l Wert

von < 100 Pa unterstiitzen die Adhision und Migration von NSZ nicht.”> Daher
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betrug die Vernetzerkonzentration fiir jede Gelgruppe 2, 8 sowie 16 mol%, um die

Gelfestigkeit zu variieren.

Alle Hydrogele wurden mittels freier radikalischer Polymerisation und in-situ- Vernetz-
ung synthetisiert. Die Analysen zur Gelfestigkeit durch rheologische Messungen zeigten

typische [G'l Werte zwischen 3000 und 15000 Pa.

5.1.2.5. Kultivierung Maus-embryonaler neuraler Stammzellen

Die Stammzellexperimente wurden von Marvin Jarocki am Lehrstuhl fiir Zellmorpholo-

gie und molekulare Neurobiologie von Prof. Faissner an der Universitdt Bochum durch-

gefiihrt. Die hier angewandte Stammzellkultivierung wird in dargestellt.
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Abbildung 5.3.: Schematische Darstellung der Kultivierung von Maus-embryonalen
neuralen Stammzellen.

Nach Abtrennung des Neocortex und der Trennung der Zellen in einzelne Zellsuspen-
sionen wurden embryonale neurale Stammzellen unter dem Einfluss von Mitogenen zu
Neurosphiren kultiviert, um die Menge der Stammzellen zu erhohen. Nach 144 h Kul-
tivierung wurden die Neurosphiren in einzelne Zellsuspensionen dissoziiert und fiir die

Kultivierung auf das hergestellte Biohybridhydrogel gesetzt.
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5.1.2.6. In-vitro-Analyse der Adhision von Maus-embryonalen neuralen

Stammzellen auf Biohybridhydrogel

Embryonale NSZ wurden 72 h in vitro**0

auf Biohybridhydrogelen kultiviert. Die Zell-
adhdsionsexperimente, die an der Biohybridhydrogelgruppe 1 (G7 bis G9, Zelladhisi-
onsforderndes Motiv = 1 mol% 6Ahs6 AhxGRGDSF) durchgefiihrt wurden, zeigten nach

72 h keine messbare Zelladhédsion. Des Weiteren tendierten die Zellen dazu, zelluldre

Aggregate zu formen und den Kontakt mit der Hydrogeloberfliche zu minimieren (siehe

z. B. G8). Wie erwartet, forderte die geringe RGD-Konzentration in den

modifizierten Gelen G7 bis G9 die Zelladhésion nicht, weshalb diese Gele als Negativ-

kontrolle dienten (siche [Abbildung 5.4).

Abbildung 5.4.: Die Adhision von Maus-embryonalen neuralen Stammzellen auf der
Gelgruppe I (G7 bis G9, adhisionsforderndes Motiv = 1 mol%
GRGDSF), 72 h, immunzytochemische Doppelfarbung (Vinculin, Phal-
loidin). Die Zellen neigten zur Bildung zellulidrer Cluster und bildeten
keine netzwerkédhnliche Struktur. Der MaB3stabbalken entspricht 50 um.

Im weiteren Verlauf wurden die kationischen Gele G11 und G12 untersucht. Diese
zeigten bei der immunzytochemischen Doppelfirbung mit Phalloidin und Vinculin, dass

die Zellen infolge der Wechselwirkung der Zellen mit der Hydrogeloberfliche homogener

verteilt waren und netzwerkdhnliche Strukturen bildeten (siehe z. B. [Abbildung 5.6| (a)

G11). Lediglich das weiche Gel G10 unterstiitzt die Migration der neuralen Stammzellen
kaum. Auch hier tendierten die Zellen zur Bildung von zelluldren Aggregaten.
Anschlieend wurde die Zelladhision von Maus-embryonalen neuralen Stammzellen

bei der Gelgruppe III (G13-G1S5, zelladhisionsforderndes Motiv = kationisch geladene

92



5.1. Synergistische Wirkung positiver Ladung und RGD in Gelen auf NSZ-Verhalten

Aminogruppe des AEMAs und GRDGSF) untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine si-

gnifikante Steigerung der Anzahl der adhérierenden Zellen auf allen untersuchten Gelen

der Gelgruppe III im Vergleich zur Gruppe II (Abbildung 5.6| (c)). Um die Zelladhisi-

on quantitativ erfassen zu konnen, wurde die durchschnittliche Anzahl der Phalloidin-
und Vinculin-positiven Zellen auf einer Geloberfliche von 1,52 mm? nach 72 h gezihlt.
Waihrend sich bei den weicheren Gelen G10 und G13 keine groeren Unterschiede in der
Zelladhidsion zeigten, wurde eine signifikante Steigerung der Anzahl der adhirierenden
Zellen von 65 % bei Gel G14 mit zwei Zelladhisionsmotiven (AEMA und RGD und 8
mol% Vernetzeranteil) im Vergleich zu Gel G11 mit einem zelladhésionsfordernden Mo-

tiv (AEMA und 8 mol% Vernetzeranteil) festgestellt. Es wurde fast eine Verdopplung der

Zellanzahl von G12 zu G15 beobachtet (siche |[Abbildung 5.5). Das Biohybridhydrogel

forderte nicht nur die Zelladhision, sondern auch die Zellmorphologie und -verteilung

auf den Gelsubstraten: Wie in [Abbildung 5.6 (a) und (c) zu sehen ist, ist bei G14 ei-

ne beachtlich natiirlichere Verteilung des Zellwachstums sichtbar als bei G11. Auf der
Oberflache der bioaktiven Hydrogele G14 und G15 zeigten die Zellen eine ausgedehn-
te Form, waren homogener verteilt und bildeten ein netzwerkartiges Muster aus, das die
verbesserte Zelladhisionsbedingungen auf den Gelsubstraten beider Gelgruppen — der mit
nicht spezifischem kationischen Zelladhdsionsmotiv sowie mit dem bekannten GRGDSF-
basierten Zelladhésionsliganden — unterstreicht (b)). Die Ergebnisse zeig-
ten ebenfalls deutlich, dass auch geringe Mengen des GRGDSF-Peptids in der Lage sind,
die Adhdsion von Maus-embryonalen neuralen Stammzellen zu beeinflussen, wenn sie
zusammen mit einer kationischen Hydrogelmatrix eingesetzt werden, was zu einem star-
ken Anstieg der adhérierten Zellen von 65 % auf 99 % im Vergleich zu den kationischen

Gelen fiihrte (Abbildung ).
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Abbildung 5.5.: Statistische Quantifikation und Vergleich der Anzahl der adhésierenden
neuralen Stammzellen auf den Gelgruppen I und III. Die Anzahl der Zel-
len auf G10 und G13 (weiche Gele mit 2 mol% Vernetzer) wurde unter
200 Zellen detektiert. Die statistische Auswertung basierte auf fiinf unab-
hingigen Messungen (n=5) mit folgenden Werten: + Stichprobenfehler
und P-Werten von * P < 0,05 und ** P < 0,01 (Zweistichproben-t-Test
mit unabhéngigen Stichproben).

Eine Quantifizierung der Anzahl der anhaftenden Maus-embryonalen neuralen Stamm-
zellen auf den unterschiedlichen Gelen G10 — G15 ist in aufgefiihrt. Wie
erwartet, unterstiitzten die Gele G7 — G9 mit nur 1 mol% GRGDSF-Peptidmonomer im
Polymerisationsgemisch die Zelladhdsion und Migration nicht. Die Gelfestigkeit spielte
hier wegen der geringen RGD-Konzentration keine Rolle. Die adhirierten NSZ zeigten
vielmehr eine klare Tendenz, den Substratkontakt zu minimieren und grofere Aggregate
zu bilden (Abbildung 5.4). Auf der anderen Seite zeigte die Gelgruppe II (G10 — G12,
zelladhésionsforderndes Motiv = 10 mol% AEMA) ein ganz anderes Verhalten in den
Zelladhisionsexperimenten. Wihrend nur eine sehr geringe Anzahl an Zellen auf dem
weicheren Gel G10 anhafteten, war auf den hirteren Gelen G11 und G12 eine stark er-
hohte Anzahl von adhirierten Zellen vorzufinden (Abbildung 5.5). Dariiber hinaus wiesen
die Zellen auf dem weicheren Gel G10 kaum Migrationsverhalten auf. Bei den Gelen G11
und G12 hingegen wiesen die Maus-embryonalen neuralen Stammzellen auf der Gelober-
flache ein netzwerkdhnliches Muster auf. Obwohl die Gelfestigkeit von G10 ausreichend

sein sollte, um die Zelladhésion zu fordern, wurde in der Literatur darauf hingewiesen,
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dass stark gequollene Hydrogele bei geringer Festigkeit fehlerhafte Geloberflachen auf-
weisen konnen. Auf solchen unebenen Oberfldchen ist die Migration der Zellen deutlich
erschwert, was wiederum die Auswertung derart weicher Gele schwieriger macht.”% Wur-
den beide, spezifische und nicht spezifische Adhdsionsmotive im Hydrogel (G13-G15)
kombiniert, wurde ein dhnliches Verhalten auf dem weicheren Gel G13 beobachtet, was
aber keine Verbesserung bei der Zelladhésion ergab. Aulerdem stellte sich heraus, dass
das Gel G14 nach 72 h eine signifikant hohere Anzahl von adhirierten Zellen auf der
Geloberfliche aufwies als das kationische Referenzgel G11. Eine mogliche Erkldrung
fiir die starke Zelladhdsion auf der Oberflache der Gele G14 und G15 — die zwei adhi-
sionsfordernde Motive (AEMA und RGD) enthalten — konnte sein, dass die Zelladhi-
sion in einem frithen Stadium durch nicht spezifische elektrostatische Wechselwirkun-
gen zwischen der kationischen Geloberfliche und der negativ geladenen PZM der Maus-
embryonalen neuralen Stammzellen initiiert wurde. Die elektrostatischen Wechselwir-
kungen machen die geringe Konzentration von RGD wirksam. Dieser Effekt ist nicht bei
der Gelgruppe I vorhanden. Die geringe RGD-Konzentration kann die Zelladhésion nicht
fordern. Wegen der GroB3e der PZM konnen die elektrostatischen Wechselwirkungen der
kationischen Geloberflache schon einsetzen, wenn die Zellen noch betriachtlich weit von
der adhdsiven Oberflache entfernt sind, wihrend die Integrin-vermittelte Fokaladhésion
erst erst auf einer Distanz von 20 — 50 nm aktiv ist.2*1242 Diese Untersuchungsergebnisse
bestitigen die Ergebnisse von Wang et al., dass kationische Oberflichen ein exzellen-
tes Material sind, um die Adhésion der NSZ zu fordern, und dass die embryonalen NSZ
mit einer negativ geladenen PZM umgeben sind. Dariiber hinaus deuten die Ergebnis-
se darauf hin, dass die Zelladhision in einer zweistufigen Zellmaterial-Wechselwirkung
ablduft, wie es auch schon bei anderen Zelltypen wie Chondrozyten — aber noch nie
fiir neurale Stammzellen — beschrieben worden ist.21%243 Obwohl die GRGDSF-Peptid-
Konzentration weit unterhalb des Grenzwertes (RGD-Konzentration = 5,3 pmol/cm?)**

liegt, wie z. B. beim kationischen G14, fiihrte dies zu einer signifikant erhohten Anzahl
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5. Biohybridhydrogel-Zellexperimente

der adhérierten Zellen.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die RGD-Integrin-Wechselwirkungen zu einem spi-
teren Zeitpunkt wihrend des Zelladhédsionsprozesses der neuralen Stammzellen mit der
Hydrogeloberfliche einsetzen, nachdem schon der anfingliche Kontakt mittels elektro-

statischer Wechselwirkungen hergestellt wurde.
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Abbildung 5.6.: Bestimmung der Adhésion der Maus-embryonalen neuralen Stamm-
zellen auf kiinstlichem Hydrogelsubstrat mittels immunzytochemischer
Doppelfirbung ((a) und (c)) und Hellfeldmikroskopie ((b) und (d)) nach
72 h in vitro. In (a) und (c) wurden Antikorper gegen Phalloidin und
Vinculin fiir das Sichtbarmachen des Zytoskeletts und der zelluldren Fo-

kaladhision der adhirierten Zellen verwendet. Der Malstabbalken ent-
spricht 50 um.
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5.1.2.7. In-vitro-Analyse des Proliferationsverhaltens von embryonalen NSZ auf

Biohybridhydrogel

Die Proliferation der embryonalen NSZ wurde nur auf der kationischen Gelgruppe II
(G10-G12, zelladhdsionsforderndes Motiv = AEMA) und der Gelgruppe III (G13-G15,
zweil zelladhisionsfordernde Motive = AEMA und RGD) untersucht, da die Gele der
Gruppe I (G7-G9, zelladhisionsforderndes Motiv = RGD) die Zelladhédsion und Migra-
tion nicht wirkungsvoll forderten. Das Proliferationsverhalten der aufgetragenen Zellen
wurde durch den Einbau von BrdU nach 12 h mittels BrdU-Puls analysiert und ergab,
dass wihrend der Kultivierung auf dem Hyrdogelsubstrat mindestens eine Zellteilung ge-
schah. Neben dem zusitzlichen Wachstumsfaktor FGF2 und seinem Co-Faktor Heparin
wurde kein weiteres Medium wihrend der gesamten Kultivierungszeit hinzugegeben. Die
immunzytochemische Fiarbung mittels BrdU liel erkennen, dass die Hydrogele G10 bis
G15, die in dieser Studie verwendet wurden, einen dhnlichen Effekt auf die Zellprolife-
ration von embryonalen NSZ hatten, und dies nahezu unabhéngig von der Gelfestigkeit
und den eingebauten zelladhdsionsférdernen Motiven, die auf der Geloberfliche vorhan-
den waren (Abbildung 5.7). Die Gele G14 und G15 (mit den zwei adhésionsfordernden
Motiven AEMA + RGD) unterstiitzten ebenso wie ihre kationischen Kontrollgele G11
und G12 (mit einem adhisionsfordernden Motiv = AEMA) die Zellproliferation stark.
Nur die weicheren Gele fiihrten zu einer langsameren Zellteilung der NSZ. Die Zellen
aggregierten in Clustern, wie es zuvor bereits in den Zelladhésionsexperimenten zu sehen

war.
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Abbildung 5.7.: (a) Mikroskopische Aufnahmen von embryonalen neuralen Stammzel-
len, die mit Antikorpern gegen BrdU behandelt wurden, zeigten wihrend
der DNA-Replikation das eingebaute Thymidinanalogon. Der Mal3stab-
balken entspricht 50 um. (b) Statistische Quantifizierung und Vergleich.
Die statistische Auswertung basiert auf drei unabhingigen Messungen
(n=3) mit der Ausnahme von Hydrogel G12 (n=2) mit folgenden Werten:
£ Stichprobenfehler. (Zweistichproben-t-Test mit unabhidngigen Stich-
proben).
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5.1.2.8. In-vitro-Analyse des Differenzierungsverhaltens von embryonalen NSZ auf

Biohybridhydrogel

Um festzustellen, ob die Kombination einer kationischen Oberflache mit dem RGD-Motiv
einen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der embryonalen NSZ hat, wurden mit-
tels Doppelfarbung die drei Hauptzellarten des zentralen Nervensystems untersucht. Hier-
bei wurden Standardzellmarker fiir Neuronen (III B-Tubulin), Astrozyten (GFAP) und
Oligodendrozyten (O4) eingesetzt. Restliche Vorlduferzellen wurden mit Nestin sichtbar
gemacht. Wihrend die Mehrheit der Zellen nach drei Tagen (72 h) noch in einem undiffe-
renzierten Zustand blieb, was durch den Anteil der Nestin-positiven Zellen von ca. 75 %
deutlich wurde, konnten signifikante Unterschiede im Bezug auf die Verteilung der diffe-
renzierten Zellen in Abhédngigkeit der Gelfestigkeit sowie bei der An- und Abwesenheit

des GRGDSF-Motivs der kationischen Gele beobachtet werden.
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Abbildung 5.8.: Die auf dem Hydrogel kultivierten embryonalen neuralen Stammzellen
wurden hinsichtlich ihrer Differenzierung mittels immunzytochemischer
Doppelfirbung nach 72 h in vitro bestimmt. (a) Antikorper gegen III-[3-
Tubulin und GFAP wurden fiir die Mengenbestimmung von Neuronen
und Astrozyten unter den kultivierten Zellen verwendet. (b) Statistische
Quantifikation und Vergleich. Der MaBstabbalken entspricht 50 um. Die
statistische Auswertung basiert auf drei unabhingigen Messungen (n=3)
mit folgenden Werten: £ Stichprobenfehler und P-Werte von * P < 0,05
und ** P < 0,01 (two-way analysis of variance with Scheffé procedure for
post-hoc test).
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Abbildung 5.9.: Die auf Hydrogel kultivierten embryonalen neuralen Stammzellen wur-
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den hinsichtlich ihrer Differenzierung mithilfe von immunzytochemi-
scher Doppelfirbung nach 72 h in vitro bestimmt. (a) Antikorper gegen
O4 und Nestin wurden zur Mengenbestimmung bei den Oligodendro-
zyten und Vorlduferzellen unter den kultivierten Zellen verwendet. (b)
Statistische Quantifizierung. Die statistische Auswertung basiert auf drei
unabhingigen Messungen (n=3) mit folgenden Werten: + Stichproben-
fehler und P-Werte von *** P < 0,001 (two-way analysis of variance with
Scheffé procedure for post-hoc test).



5.1. Synergistische Wirkung positiver Ladung und RGD in Gelen auf NSZ-Verhalten

5.1.2.9. Diskussion der Proliferation und Differenzierung embryonaler NSZ

Die Proliferationsexperimente erbrachten keine auffallenden Unterschiede beim Prolife-
rationsverhalten der embryonalen NSZ nach 12 h auf den Gelen mit unterschiedlicher

Festigkeit, was mit vorherigen Ergebnissen iibereinstimmt %!

Im Falle der Zelldifferenzierung zeigten die Ergebnisse eine klare Tendenz beim Ver-
gleich mit den unterschiedlichen Gelfestigkeiten und der Anwesenheit kationischer Mo-
tive mit oder onne GRGDSF-basierten Peptidmotiven. Es ist bekannt, dass die Matrixela-
stizitdt die neurale Stammzellmorphologie und die Differenzierung in bestimmte Zell-
linien beeinflusst 22 Die Gele wiesen zwei Tendenzen auf: (1) Weichere Gele mit
= 3—4 kPa forderten die Differenzierung in Neuronen stirker als Gele mit einer Festig-
keit von 10-13 kPa. AuBBerdem war dieser Effekt bei den Gelen G14 und G135, die beide
Adhisionsmotive enthielten, stiarker ausgeprigt, als die rein kationischen Gele G11 und
G12. Auf der anderen Seite erhohte sich die Differenzierung in Astrozyten mit hoherer
Gelfestigkeit. Eine groBere Anzahl GFAP-positiver Zellen wurde auf den kationischen
Gelen G14 und G15 beobachtet, die ebenfalls das GRGDSF-Peptid enthielten (Abbil-|
[dung 5.8). Wihrend die erhohte neurale Differenzierungstendenz auf weicheren Matrix-

oberflichen mit fritheren Studien iibereinstimmt 22244245

zeigte die Arbeit von Saha und
Schaffer, dass eine solche klare Tendenz der NSZ-Differenzierung als Funktion der Ma-
trixfestigkeit bei RGD-modifizierten Substraten nicht beobachtet werden konnte. Statt-
dessen berichteten sie, dass keine wesentlichen Unterschiede der III-f-Tubulin-positiven
Zellen und GFAP-positiven Zellen (Astrozytenmarker) bei den unterschiedlichen Modu-
li beobachtet werden konnten”?' Fiir rein kationische PLL- oder MTAC-gepfropfte Ge-
le war die Tendenz fiir eine hohere Neuronendifferenzierung wenig ausgeprigt. Neuere
Ergebnisse zeigten eine stirkere Tendenz bei Neuronen auf festeren Gelen mit 10 kPa,

wihrend sich auf weicheren Gelen mit 1 kPa Astrozyten bevorzugt ausbildeten.2' Ahn-

lich wie bei den Zelladhésionsexperimenten zeigten die Ergebnisse deutlich, dass katio-
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nische Oberflachen sehr effektiv sind, um Zelldifferenzierungen in Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten zu fordern. Das Vorhandensein von zusitzlichem GRGDSF-Peptid
in den Gelen G13 bis G185 fiihrte — im Vergleich zu den kationischen Referenzgelen G10
bis G12 — zu einer erheblichen Steigerung der Neuronen zwischen 3,5 bis 55 %. Die
Erhohung der Anzahl der Astrozyten war sogar mit 24 bis 81 % noch groBer. Diese Er-
gebnisse unterstreichen die Bedeutung von externen Stimuli durch Komponenten der ex-
trazelluldren Matrix, um die Differenzierung der neuralen Stammzellen zu lenken. Des
Weiteren stimmen die Ergebnisse mit vorherigen Verdffentlichungen darin iiberein, dass
die Integrin-B1-Fibronektin-Oberflichenwechselwirkungen und die folgende Aktivierung
des Fak/Mek/Erk-Signalwegs essentiell sind, um die Differenzierung der NSZ in Neuro-

nen und Astrozyten zu steigern 20247

Zusammenfassend ist zu sagen, dass hier erstmals gezeigt wurde, dass eine Kom-
bination eines kationischen zelladhisionsfordernden Motivs mit dem GRGDSF-Peptid
in Hydrogelen die Adhision und Differenzierung von NSZ steigert, indem die zusam-
menwirkenden Prinzipien genutzt werden. Die Erklidrung dafiir besteht darin, dass der
Zell-adhdsionsprozess durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der kationi-
schen Oberfliche und der negativ geladenen PZM, die die embryonale Stammzelle um-
hiillen, gestartet wird. Derartig weitreichende Wechselwirkungen sind héchstwahrschein-
lich fiir die initialen Zelloberflichenkontakte verantwortlich, und dies, noch bevor die
Integrinrezeptor-Wechselwirkungen stattfinden konnen und so die fokale Adhésion einge-
leitet werden kann. Werden das kationische Motiv und das GRGDSF-Peptid kombiniert,
verdoppelt sich die Zelladhdsion beinahe. Des Weiteren weisen die Differenzierungser-
gebnisse darauf hin, dass sich die Anzahl der B-1II-Tubulin- und GFAP-positiven Zellen
erhoht, wenn beide Motive in einem Gel waren. Die Ergebnisse konnen Einblick in die
Entwicklung von Kultivierungssubstraten gewihren, um die Effizienz der Stammzellthe-

rapie in Zukunft zu erhohen.
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5.1. Synergistische Wirkung positiver Ladung und RGD in Gelen auf NSZ-Verhalten

5.1.3. Zusammenfassung

Es wurde das Verhalten von embryonalen neuralen Stammzellen (NSZ) auf verschiede-
nen Biohybridhydrogelen beobachtet. Dabei wurde nicht nur der Einfluss der Gelfestig-
keit auf das neurale Stammzellverhalten betrachtet, sondern auch der Einfluss der katio-
nischen Ladung, der 6Ahx6 AhxGRGDSF-Peptidsequenz und deren Kombination. Dafiir
wurden drei verschiedene Biohybridhydrogelgruppen mittels freier radikalischer Poly-
merisation durch in-situ-Vernetzungsstrategie hergestellt. Jede Gruppe enthielt drei ver-
schiedene Gele mit verschiedenen Festigkeiten (weich = 2 mol% Vernetzer, mittelhart
= 8 mol% Vernetzer, hart = 16 mol% Vernetzer). Die erste Gelgruppe G7 bis G9 war
mit 1 mol% 6Ahx6AhxGRGDSF-Peptidsequenz als Zelladhdsionsmotiv ausgeriistet. Die
zweite Gruppe G10 bis G12 enthielt 10 mol% AEMA als Zelladhésionsfaktor. Die dritte
Gruppe G13 bis G15 hatte eine Kombination von beiden Zelladhdsionsmotiven. Durch
die Variation der Vernetzerkonzentration mit 2, 8 und 16 mol% wurde die Hydrogelfe-

stigkeit in einem Bereich von 3 bis 13 kPa variiert.

Die Ergebnisse verdeutlichen die effektive und entscheidende Rolle der kationischen
Ladung sowie der Gelfestigkeit der Biohybridhydrogele bei der Zelladhésion. Die Ge-
le G13 bis G15 waren mit einer Kombination der positiv geladenen Aminogruppe von
AEMA (10 mol%) und der zelladhésionsférdernden Peptidsequenz RGD (1 mol%) aus-
geriistet. Diese Kombination erzielte eine Erhohung der Anzahl der adhésierten neuralen
Stammzellen von 64,5 auf 99 % im Vergleich zu den Gelen G10 bis G12, die nur mit 10
mol% AEMA ausgeriistet worden sind. Zur Negativkontrolle wurden die Zellexperimen-
te mit den Gelen G7 bis G9 mit 1 mol% der Peptidsequenz RGD als Zelladhdsionsmotiv
durchgefiihrt. Wie erwartet, reichte diese geringe Konzentration an Peptiden nicht fiir eine
erfolgreiche Zelladhision. Dieser positive Effekt der AEMA-RGD-Kombination wurde
nicht nur bei der Zelladhdsion beobachtet, sondern auch bei der Zelldifferenzierung. So

wurde z. B. eine 54%ige Erhohung der Anzahl der Neuronen, die sich von den neuralen
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Stammzellen differenzierten, bei Gel G13 mit der AEMA-RGD-Kombination gegeniiber
Gel G10 festgestellt.

Der Zelladhisionsprozess kann als zweistufiger Prozess beschrieben werden, bei dem
in der ersten Stufe die Zelladhdsion durch elektrostatische Wechselwirkungen der Gel-
oberfliche mit der Zellmembran initiiert wird. Darauf folgt dann in der nédchsten Stufe
die Interaktion des GRGDSF-Peptids mit Zelloberflichenrezeptoren, darunter den oty B3-
und o5 -Integrinen. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Adhdsion der NSZ durch elek-
trostatische Interaktionen zwischen der kationischen Geloberflache und der negativ gela-
denen PZM eingeleitet wird. Solche weitrdumigen Interaktionen sind hochstwahrschein-
lich verantwortlich fiir die ersten Zell-Oberflichen-Kontakte (noch bevor die Integrin-
Rezeptor-Interaktionen stattfinden konnen). Die im Folgenden gebildeten Fokaladhisi-
onsflecken deuten auf eine Zell-Rezeptoroberflichen-Interaktion bei einer ziemlich kur-
zen Distanz von 25-50 nm hin. Eine Erklidrung fiir die Ergebnisse konnte sein, dass die
elektrostatischen Interaktionen zwischen der kationischen Oberflache und der perizellu-
laren Matrix dafiir verantwortlich sind, Zellen in unmittelbare Nédhe zu bringen, um die
Integrin-Rezeptor-Interaktionen zu erleichtern. Die Ergebnisse konnten erkldren, warum
eine ziemlich geringe RGD-Konzentration wie in der Hydrogelgruppe III einen starken
Effekt speziell auf die Adhision von NSZ im Vergleich zu den Referenzgelen der Gel-

gruppen I und II zeigt.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung von Hydrogelen als
Substrate fiir die Kultivierung von Maus-embryonalen neuralen Stammzellen.

In Kapitel 3 wurden hierzu Untersuchungen zur RAFT-Polymerisation von wasserlds-
lichen Monomeren, wie Acrylamid (AA) und Aminoethylmethacrylat (AEMA), mithil-
fe des APS/TEMED-Systems bei Raumtemperatur und 70 °C durchgefiihrt. Als RAFT-
Reagenzien wurden ein Trithiocarbonatderivat (CTA1) und ein protonierbarer Dithioester
(CTA2) eingesetzt. Die kinetischen Untersuchungen zeigten, dass beide Monomere so-
wohl bei 20 °C als auch bei 70 °C mit guter Kontrolle iiber die Molmasse und Dispersi-
tat (b = 1,1-1,3) in Wasser bzw. in einem wissrigen Puffersystem polymerisiert werden

konnten.

s N
S | N \NJKSJ(
Hsc(HZC)szc.SJkSJC\WOH
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~
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CTA1 CTA2

0 0]
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s A, \‘)J\O
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Schema 6.1: Eingesetzte Monomere und RAFT-Reagenzien, die in der Polymerisation in
Wasser bei 20 °C bzw. 70 °C mit APS/TEMED untersucht wurden.

109



6. Zusammenfassung

In Kapitel 4 der Arbeit wurde die Eignung der 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie zur
Charakterisierung von vernetzen Polymeren untersucht. Das Ziel des Kapitels war es,
nicht nur eine qualitative Analyse der Polymerzusammensetzung mithilfe dieser NMR-
Methode vorzunehmen, sondern auch die Moglichkeiten einer quantitativen Bestimmung
der Polymerzusammensetzung zu untersuchen. Hierzu wurden sechs Hydrogele mit ei-
nem spaltbaren Disulfidvernetzer in unterschiedlichen Konzentrationen von 1 — 12 mol%
mit Acrylamid (AA), Aminoethylmethacrylamid (AEMA) und einem Peptid-funktionali-
sierten Monomer frei radikalisch copolymerisiert. AnschlieBend wurden die so erhaltenen
Polymere in D,O/H>O gequollen und mittels 'H-HR-MAS-NMR-Spektroskopie unter-
sucht. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden mit den "H-NMR-Messungen der 16slichen
Copolymere nach Spaltung der Disulfidgruppe verglichen. Besonderer Fokus der Unter-

suchungen lag auf der Quantifizierung des Peptid-funktionalisierten Monomers.
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Abbildung 6.1.: (a) Syntheseschema der Polymernetzwerke mit spaltbarem Disulfidver-
netzer und (b) "H HR MAS NMR Spektren der Polymere G1 — G6 ge-
quollen in D,O/H,0.

Die Ergebnisse zeigen, dass die 'H-HR-MAS-NMR-Methode hervorragend geeignet
ist, alle vier eingesetzten Monomere in den gequollenen Gelen eindeutig spektroskopisch
nachzuweisen. Dariiber hinaus zeigt die quantitative Analyse des Peptidanteils beim Ver-

gleich der '"H-HR-MAS-Spektren mit den 'H-NMR-Daten der 16slichen Copolymere,
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dass dieser Anteil von 1 mol% nur fiir die schwach vernetzten Polymere (1 — 2 mol%
Vernetzer) zuverldssig bestimmt werden kann. Mit stirker werdenden Vernetzung nimmt
jedoch das Verhiltnis der Intensitédt der aromatischen Protonen im Vergleich zu den ali-
phatischen Protonen immer weiter ab, vermutlich aufgrund der zunehmend eingeschrink-
ten Beweglichkeit der sterisch anspruchsvollen Peptidseitenkette.

Das Ziel des 5. Kapitels dieser Arbeit bestand darin, den Einfluss von kationischer La-
dung und RGD-Peptiden auf das Adhésions-, Proliferations- und Differenzierungsverhal-
ten Maus-embryonaler neuraler Stammzellen zu untersuchen. Dies erschien von besonde-
rem Interesse, da fast alle Materialien, die bis heute in diesem Zusammenhang untersucht
wurden, ausschlieBlich mit RGD-Peptiden modifiziert sind, um Zelladhidsion zu vermit-
teln. Lediglich eine Arbeitsgruppe hatte sich auch mit einfach kationischen Polymeren
auf der Basis von Poly(L-Lysin) als Substrat fiir neurale Stammzellen befasst. Aus die-
sem Grund wurden drei Hydrogeltypen mithilfe der freien radikalischen Polymerisation
hergestellt. Die erste Gruppe enthielt das RGD-Peptid in einer niedrigen Konzentration
von 1 mol%, die fiir Integrin-vermittelte Adhésion nicht ausreichend ist und als Negativ-
kontrolle diente. Die zweite Gruppe enthielt 10 mol% Aminoethylmethacrylat (AEMA)
als funktionelles Monomer und die dritte Gruppe enthielt die Kombination aus 1 mol%
RGD-Peptid und 10 mol% AEMA. Jede Gruppe dieser Hydrogele wurde mit je drei Ver-
netzerkonzentrationen hergestellt (2, 8 und 16 mol%). Nach Charakterisierung der Hydro-
gele mittels Rheologie und Quellexperimenten wurden diese Gele als zwei-dimensionale
Substrate eingesetzt, um das Verhalten Maus-embryonaler neuraler Stammzellen in Ab-

hingigkeit der chemischen Funktionalisierung zu untersuchen.
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Schema 6.2: Chemische Zusammensetzung der drei Polymernetzwerkegruppen.

Wie zu erwarten war, zeigten die Maus-embryonalen, neuralen Stammzellen keine Ad-
hision auf den Gelsubstraten der Gruppe I, da die laterale RGD-Konzentration unterhalb
des kritischen Schwellenwertes lag, wihrend die mit 10 mol% AEMA-funktionalisierten
Gele die Adhision und Migration der Stammzellen hervorragend unterstiitzten. Uberra-
schenderweise zeigten die Gele der Gruppe IlII, die eine Kombination aus RGD-Peptid
und AEMA enthielten noch mal eine deutliche Steigerung von 64,5 auf 99 % der Anzahl
der adherierten Stammzellen gegeniiber den einfach kationischen Gelen der Gruppe II

nach 72 Stunden.

Wihrend in den Experimenten der Proliferation dagegen kaum Unterschiede zwischen
den Gelen der Gruppe II (AEMA) und der Gruppe III (RGD + AEMA) zu sehen waren,
zeigten die Untersuchungen zur Zelldifferenzierung nach 72 Stunden ebenfalls Verin-
derungen in der Zellpopulation nach 72 h Differenzierung auf. Wihrend die Anzahl der
gebildeten Neuronen von 3,5 auf 55 % fiir die Gele der Gruppe III gegeniiber den AEMA-
funktionalisierten Gelen zunahm, erhohte sich die Anzahl der Astrozyten auf den Gelen
der Gruppe III von 24 auf 81 %. Im Gegensatz dazu sind kaum Verinderungen bei der An-
zahl der Oligodendrozyten festzustellen. Weitere Experimente mit ldngeren Differenzie-

rungszeiten wiren jedoch notwendig, um diesen Trend zu bestitigen. Diese Zunahme der
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Zelladhidsion auf Gelsubstrate der Gruppe III gegeniiber den AEMA-funktionalisierten
Gelen der Gruppe I hiingt vermutlich damit zusammen, dass der erste Schritt der Zellad-
hésion iiber nicht-spezifische elektrostatische Wechselwirkungen ablduft, wie dies bereits
fiir Chondrozyten beschrieben wurde. Verantwortlich fiir diese Interaktion der Zellen mit
der kationischen Oberflidche ist die perizelluldre Matrix, die groBtenteils aus negativ gela-
dener Hyaluronsédure besteht und mit kationischen Oberflichen schon aus Entfernungen
von mehreren hundert Nanometern in Wechselwirkung tritt. Diese ersten elektrostatischen
Wechselwirkungen sorgen dafiir, dass die Stammzellen bzw. deren Oberflachenintegrine
in Reichweite (ca. 20-25 nm) der Oberflichen-gebundene RGD-Peptide gelangen und
schlieBlich spezifische Integrin-Ligand Wechselwirkungen ausbilden konnen. Die nach-

folgende Abbildung veranschaulicht noch einmal die Modellvorstellung.

1) Elektostatische DRI
Wechselwirkungen AT L TS A

i 4 X id i -
:.._‘.“."*‘ I.‘.‘."’l"-“‘. ‘._:‘._
L ) oj e B
iEte o aeige
fe y (filey

2) RGD-Integrin
Wechselwirkungen

Abbildung 6.2.: Modell der zweistufigen Zelladhidsion Maus-embryonaler neuraler
Stammzellen. (1) Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der
negativ-geladenen perizelluldren Matrix und der kationischen Gelober-
flache und (2) Integrin-RGD Wechselwirkungen auf einer Distanz von
20-25 nm 23

Diese Ergebnisse konnen dazu beitragen, bei der Entwicklung neuer Gelsubstrate fiir

die zweidimensionale Kultivierung von Stammzellen den Fokus stdrker auf kationische
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6. Zusammenfassung

Oberflachen in Kombination mit bio-aktiven Peptiden zu legen, da dies zu einer deutlichen

Reduktion der bendtigten Peptidmenge fiihren kann.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Reagenzien, Losungsmittel und Analytikgeriite

Reagenzien und Losungsmittel

Alle Reaktionen wurden in gut ausgeheizten Apparaturen unter Argonschutzatmosphére
durchgefiihrt. Argongegenstrom oder Septem wurde bei der Hinzugabe von Substanzen
verwendet. Chemikalien und (abs.) Losungsmittel wurden kommerziell bezogen. Trockene,
absolute Losungsmittel (Dichlormethan, Dimethylformiat, Diethylether, Tetrahydrofuran)
wurden in einem Losungsmitteltrockenschranksystem der Firma MBraun des Typs SPS-
800 entnommen. Dieser wurde mit Argon als Inertgas, mit aktivierten Aluminiumoxid-
Sdulen und mit Losungsmitteln der Firma Fischer Scientific (HPLC Reinheit) betrieben.
Trockenes Acetonitril (99,9 %) wurde von der Firma Acros in Septumflaschen, iiber Mol-
sieb gelagert, bezogen. Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros,
Alfa Aesar, Sigma-Aldrich oder TCI bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Alle Losungsmittel, die fiir die Polymerisation bzw. die Herstellung der Hydrogele ein-
gesetzt wurden, wurden durch ein ,, Freeze-pump-and-thaw “-Verfahren entgast. Sdulen-
chromatographische Aufreinigungen wurden mittels Kieselgel der Firma Baker durchge-
fiihrt. Die PorengroBe des Gels betrug 40-70 yum. Um Substanzen mit Kieselgur zu filtrie-
ren, wurde das Produkt Celite® 521 der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Fiir die Her-

stellung von Diinnschichtchromatographie wurden DC-Platten (Kieselgel 60 F254) der
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7. Experimenteller Teil

Firma Merck benutzt. Neben UV-Detektion (254 nm) wurden Ninhydrin-Anisaldehyd-
oder Phosphomolybdinsdurelosung zum Anfirben der Reagenzien verwendet. Die sdu-
lenchromatographische Reinigung der Rohprodukte erfolgte in Glassdulen bei Normal-

druck. Als stationédre Phase diente Kieselgel 60 M der Firma Macherey-Nagel.

NMR-Spektroskopie

Die Spektren der 'H- und '*C-NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern DRX 400
und DRX 500 der Firma Bruker sowie mit einem 500 MHz NMR Spektrometer der Fir-
ma Unity INOVA ermittelt, das mit einer S mm Tripleresonance H(C,X) Sonde von Varian
Associates ausgestattet ist. 16 Transienten wurden mit 45 kb (data) bei 5500 Hz Spektral-
breite, einer Messzeit von 4,096 s, einer Relaxationsverzégerung von 2 s und mit einem
90-Grad-Puls von 9,5 us summiert. Die Werte wurden mithilfe einer Vorsittigung des Si-
gnals (Presaturation) gewonnen, um das Wassersignal zu unterdriicken. Die chemische
Standardverschiebung der verwendeten Losungsmittel betrug: CDCl3: dH = 7,26 ppm,
6C = 77,0 ppm; D,O 8H = 4,67 ppm; CD3;0OD: 8H = 3,31 ppm, 8C = 4,05 ppm;
DMSO-dg: 8H = 2,50 ppm, 8C = 39,5 ppm. Die hier verwendeten Abkiirzungen der
lH—NMR—Spektren sind wie folgt: (s) Singulett, (d) Dublett, (t) Triplett, (q) Quadruplett,
(m) Multiplett und (b) breit.

Massenspektrometrie

Hochaufgeloste Massenspektren wurden mit dem LTY Orbitrap Spektrometer der Firma
Thermo Electron Corporation aufgenommen. Mit dem Massenspektrometer der Firma
Agilent — Typ LCQ Advantage Max, Serie 1200 — wurden die LC-MS-Analysen durch-

gefiihrt.
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7.1. Reagenzien, Losungsmittel und Analytikgeriite

Chromatographien
Priparative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (Prip. HPLC)

Hierfiir wurde ein Smartline HPLC-Gerit Firma Knauer verwendet. Als Vorsdule wurde
eine Eurosphire II 300-10 C18 eingesetzt, als Sdule eine Eurosphire 11 300-1 C18 (Pumpe
Reihe SmartLine 50 ml, Fraktionssammler Foxy R1.12). Die Detektion erfolgte mit einem

SmartLine UV Detektor 2600.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Als Messgerite wurde der Agilent Technologies 1260 Infinity verwendet, als Vorsédule
eine 17369 TSKgel HHR-H Guardo 6,0 mm ID x 4,0 cm L, Col. No: HR HT0013 der
Firma TOSOH. Als Siule wurde eine 17392 TSKgel GMHHR-M 7,8 mm ID x 30.00 cm
L. Col. Sdule (No: MHRM90255042) der Firma TOSOH verwendet. Die Messungen wur-
den in Wasser (0,1 % w/v Essigsdure und 0,2 M Na,SQO,) als Laufmittel bei einem Fluss
von 0,5 ml/min und 100 ul Injektionsvolumen bei 30 °C durchgefiihrt. Die Probenkon-
zentration betrug 1 mg/ml. Die Auswertungen wurden mit dem Programm PSSWinGPC
Unity durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten an zwei Siulen (1. Vorsiule (1000 A),
2. Siule (10000 A)). Die Probenkonzentrationen wurden mit 1 mg/ml angesetzt. Als Ka-
librierstandard diente Pullulan. Die Messungen wurden bei 30 °C durchgefiihrt. Vor jeder

Messung wurden die Proben mit einem 0,2 um Teflon Filter (Fa. VWR) filtriert.

ATR-FT-IR-Spektroskopie

Fiir die IR-Spektren wurde das ATR-FT-IR-Spektrometer Tensor 27 Platinum der Fa. Bru-
ker verwendet. Fiir die IR-Spektren wurden die Polymere direkt als Feststoff oder die
Hydrogele in gequollenem Zustand eingesetzt. Dabei wurde eine Scanzahl von 32 Scans

gewihlt. Die Spektren-Auswertung erfolgte mit der Software OPUS.
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7. Experimenteller Teil
UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen wurden am Gerit Evolution 201 der Fir-

ma Thermo-Scientific bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

7.2. Materialien

4-Cyano 4[(dodecylsulfanylthiocarbonyl) sulfanyl] pentanoic -Sidure (CTA1), 2-Cyano-
propan -2-yl N-methyl-N-(pyridin-4-yl)carbamodithioat (CTA2), Acrylamid (Ml),
2-Aminoethyl methacrylat hydrochlorid (M2) Seite[56), Ammoniumpersul-
fate (APS), N,N,N,N'-Tetramethylethylenediamin (TEMED) und Chloroform-d
99,8 % D (Sigma-Aldrich). Die verwendeten Losungsmittel Wasser und Aceton wurden
nach Standard gereinigt und unter Argon gelagert (Argon 5.0, Griesheim GmbH). Wasser
wurde zusitzlich durch ein ,, Freeze-pump-and-thaw “-Verfahren entgast.*® Polyethylen-
glycol diacrylat (Mn = 575 g/mol) wurde als Vernetzer verwendet. N,N-bis(acryloyl)-
cystamin (Elektrophoresegrad, Bio-Rad, Richmond, CA), [DTT] (Elektrophorese-
grad, Bio-Rad, Richmond, CA) und 3-(2-Carboxyethyldisulfanyl)propansdure (DTDP])
(Aldrich, Milwaukee, WI) wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. 2-Aminoethyl me-
thacrylat Hydrochlorid (AEMA) (Acros Organics), Polyethylenglycol diacrylat (Mn =
575 g/mol), 99%, (HBTU), HOBT anhydrid (1-Hydroxybenzotriazol anhydrid (Moleku-
la), 1-Methyl-2- pyrrolidinon (NMP) biotechn. Grad, >99,5 % (alle Sigma-Aldrich), O-
(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphat (Apollo Scienti-
fic), N,N-Diisopro-pylethylamin (DIPEA) (Fisher Scientific) und Dimethyl formamid (DMF)
(Biosolve) wurden ohne weitere Reinigung verwendet. Aminosduren: (S)-2-(9- Fluore-
nylmethyloxycarbonylamino) -4- azidobutanoic acid (Fmoc-L-Ala-OH), N-alpha- (9-
Fluorenylmethyloxycarbonyl) -N’-2,2,4,6,7- pentamethyldihydrobenzofuran -5- sulfonyl-
L- arginine (Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH), N-alpha- (9- Fluorenylmethyloxycarbonyl)-N-beta-

trityl-L- asparagine (Fmoc-L-Asn(Trt)-OH), N-alpha- (9- Fluorenylmethyloxycarbonyl)-
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7.3. Herstellung der Polymere P-02 bis P-11

L- aspartic acid alpha t-butyl ester (Fmoc-L-Asp-OtBu), N-alpha- (9- Fluorenylmethy-
loxycarbonyl) - glycine (Fmoc-Gly-OH), N-alpha- (9- Fluorenylmethyloxycarbonyl) -
N- im-trityl-L- histidine (Fmoc-L-His(Trt)-OH), N-alpha- (9- Fluorenylmethyloxycar-
bonyl) -L- isoleucine (Fmoc-L-Ile-OH), N-alpha- (9- Fluorenylmethyloxycarbonyl) -
N- epsilon-t- butyloxycarbonyl- L-lysine (Fmoc-L-Lys (Boc) -OH), N-alpha- (9- Fluo-
renylmethyloxycarbonyl) -L-leucine (Fmoc-L-Leu-OH), N-alpha -(9- Fluorenylmethy-
loxycarbonyl) -L- methionine (Fmoc-L-Met-OH), N- alpha-(9- Fluorenylmethyloxycar-
bonyl) -L- proline monohydrate (Fmoc-L-Pro-OH*H,0), N-alpha-(9- Fluorenylmethy-
loxycarbonyl) -N-gamma-trityl- L-glutamine (Fmoc-L-GIn(Trt)-OH), N-alpha-(9- Fluo-
renylmethyloxycarbonyl) -O-t-butyl-L-serine (Fmoc-L-Ser(tBu)-OH), N-alpha-(9- Fluo-
renylmethyloxycarbonyl) -O-t-butyl-L-threonine (Fmoc-L-Thr(tBu)-OH), N-alpha-(9-
Fluorenylmethyloxycarbonyl) -L-valine (Fmoc-L-Val-OH), N-alpha-(9- Fluorenylmethy-
loxycarbonyl) -N-in-t-butyl-oxycarbonyl-L-tryptophan (Fmoc-L-Trp(Boc)-OH), N-alpha-
(9- Fluorenylmethyloxycarbonyl) -3-t-butyl-L-tyrosine (Fmoc-L-Tyr(3-tBu)-OH), N-(9-
Fluorenylmethyloxycarbonyl) -epsilon-amino-capronic acid (Fmoc-6-Ahx-OH). Alle Ami-

nosiuren stammen von Iris Biotech GmbH®.

7.3. Herstellung der Polymere P-02 bis P-11

Allgemeine Herstellungsmethode

Milli-Q-Wasser und TBE-Pufferlosung wurden extra nach dem ,, Freeze-pump-and-thaw “-
Verfahren mit Argon fiir 20 min beliiftet. Fiir die Polymerisation mit CTA1 wurden
10 mmol Monomer in 4 ml entgastem Wasser gelost. 0,025 mmol RAFT-Reagenz wurden
in 1,5 ml TBE-Pufferlosung geldst und zu der Monomerlosung gegeben. 0,0225 mmol
TEMED wurden hinzugegeben. 5 umol APS (APS:TEMED = 1:4,5) wurden in Milli-Q-

Wasser gelost und zu der Mischung gegeben. Nach 1-miniitigem Riihren wurden 2 ml
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Pufferlosung hinzugefiigt. Anschlieend wurde die Reaktionslosung in zwei gleich grolle
Mengen aufgeteilt. Die eine Reaktion wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt, die ande-
re bei 70 °C fiir 24 h.

Fiir die Polymerisation mit CTA2 wurden 10 mmol Monomer in 6 ml entgastem Milli-
Q-Wasser gelost. 0,025 mmol RAFT-Reagenz wurden in einer (1 ml H>O, 1,91 ul TFA)
Mischung fiir die Acrylamid-Polymerisation und in einer (1 ml H,O, 3,8 ul TFA) Mi-
schung fiir die AEMA-Polymerisation geldst, um die CTA2-Wasserloslichkeit zu erho-
hen. Die RAFT-Losung und TEMED wurden hinzugefiigt. Nach dem Hinzugeben der
APS-Losung und 1-miniitigem Rithren wurden 50 ul TFA hinzugefiigt, um die RAFT-
Reagenz zu stabilisieren. Die Reaktionszeit betrug 24 h. Die Polymerldsung wurde im
Vakuum eingeengt und in Milli-Q-Wasser fiir 24 h dialysiert (Dialyseschlauch: MWCO:
1000, Roth, Karlsruhe). Die dialysierte Polymerldsung wurde in 20 ml Aceton gefillt und

zentrifugiert. Das Polymer wurde unter Vakuum bei 30 °C getrocknet.

7.4. Peptidsynthese

Die allgemeine Herstellungsmethode lisst sich wie folgt beschreiben: Die erste Amino-
siure (2,0 Aq in Bezug auf die Beladung des Harzes) wurde in Dichlormethan (DCM)
gelost und mit Diisopropylethylamin (DIPEA) (4,0 Aq) zum Harz gegeben und 12 h ge-
schiittelt. Die Beladung wurde durch den Fmoc-Test ermittelt. Die Aminoséure (4,0 Aq
in Bezug auf den erhaltenen Beladungsgrad des Harzes) wurde stufenweise durch die
Kupplungsreagenzien O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’- tetramethyluronium hexafluoro-
phosphat (HBTU)/1-Hydroxybenzotriazol gekuppelt2>!

Das Peptid wurde unter sauren Bedingungen (Trifluoroessigsédure/ triisopropylsilane/
Wasser (95:2,5:2,5)) 3 h von dem Harz abgespalten sowie auch die seitlichen Schutzgrup-
pen entschiitzt. Das Losungsmittel wurde unter dem Rotationsverdampfer eingeengt und

in kaltem Diethylether ausgefillt. Die Reinigung wurde durch eine priparative HPLC-
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7.4. Peptidsynthese

Reversephase C 18 Siule (Knauer Eurospher II 300-10 C18 A 5-95%, Acetonitril) durch-

gefiihrt. Die Analyse wurde durch hochaufgeloste LC-MS ermittelt.

Relative Abundance

NH

HZNY

HN
N L. ¢ 11 R0
H o H "N o H N

Schema 7.1: 6Ahx6AhxGRGDSF-Peptidsequenz.

432.73200
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Abbildung 7.1.: HRMS (ESI-MS) von 6Ahx6AhxGRGDSF: gerechnet m/z: 863.45

C33Hg1N11012 gefunden m/z: 432,73 [M+2H] ™.
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Schema 7.2: MNY YSNS-Peptidsequenz.
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Abbildung 7.2.: HRMS (ESI-MS) von MNYYSNS : gerechnet m/z: 877,33
C37H51N9O14S gefunden m/z: 878,33 [M+H] ™.
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7.5. Herstellung der Peptidsequenz Monomer-6Ahx6AhxGRGDSF (PM)
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Schema 7.3: IKVKAV.
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Abbildung 7.3.: HRMS (ESI-MS) von IKVKAV : gerechnet m/z: 528,36 C,5H43NgOg
gefunden m/z: 529,37 [M+H] ™.

7.5. Herstellung der Peptidsequenz
Monomer-6Ahx6AhxGRGDSF (PM)

Die Herstellung der Monomer-6AHX6AHXGRGDSF-Peptidsequenz (PM)
wurde mittels Mehrstufensynthese durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die erste Ami-
nosdure — in diesem Fall Phenylalanin (F) — an das 2-C1Trt Harz gekuppelt.

Zwei Aquivalente (in Bezug auf das Chlortritylchlorid-Harz) der Fmoc-geschiitzten
Aminosiure wurden in trockenem DCM (1 ml pro 100 mg Harz) geldst und mit acht Aq.
DIPEA versetzt. Die Losung wurde auf das Harz gegeben und 12 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend wurde die iiberstehende Losung abfiltriert und das beladene

Harz jeweils dreimal mit 20 ml DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1), dreimal mit 10 ml DCM,
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Schema 7.4: Monomer-6AHX6AHXGRGDSFE.

zweimal mit 10 ml DMF und zweimal mit 10 ml DCM gewaschen (Angaben jeweils pro

100 mg Harz).

Im zweiten Schritt wurde der Beladungsgrad des Harzes mithilfe eines Evolution 201
UV-Visible Spectrophotometers der Firma Thermo Scientific bestimmt. Da das bei der
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe entstehende Piperidin-Dibenzofulven-Addukt im UV-
Vis-Bereich absorbiert, kann die Beladungsdichte durch Umstellung des Lambert-Beer’-

schen Gesetzes bestimmt werden (Gleichung [7.1).

5 mg einer Harz-Probe wurden mit 5 ml einer Stammlosung aus Piperidin (20 %)
in DMF versetzt und 15 min bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wurde die
UV-Absorption der iiberstehenden Losung beim Absorptionsmaximum des Piperidin-
Dibenzofulven (A = 301 nm) gemessen. Dazu wurde die Probenlosung um 1/5 mit der
Stammlosung verdiinnt, da die anschlieBende Berechnung des Beladungsgrads mithilfe
des Lambert-Beer’schen Gesetzes (Gleichung erfolgte, welches nur fiir stark ver-
diinnte Losungen gilt. Als Referenz diente die Stammldsung mit 20 % Piperidin in DMF

(Beladung von 2CI-Trt-F = 1,35 mmol/g).

AV

C=dtim

(7.1)
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7.5. Herstellung der Peptidsequenz Monomer-6Ahx6AhxGRGDSF (PM)

Beladung des Harzes

Absorption

Volumen der Probe

Breite der Kiivette

Extinktionskoeffizient (= 780 L - mol~!' - mm~! bei 301 nm)*"

Verdiinnungsfaktor

I = oA < > oA

Masse der Probe

Im dritten Schritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten. Das in DMF gequol-
lene Harz wurde mit Piperidin (40 % in DMF, 1 ml pro 100 mg Harz) versetzt. Nach
dreiminiitigem Schiitteln wurde die Losung abfiltriert. Dieser Vorgang wurde wiederholt,
allerdings mit Piperidin (20 % in DMF, 1 ml pro 100 mg Harz) und einer Reaktionszeit
von 10 Minuten. AnschlieBend wurde das Harz sechsmal mit DMF (1 ml pro 100 mg

Harz) gewaschen.

Den vierten Schritt stellte die Aminosdurekupplung dar. Zunédchst wurde die geschiitzte
Aminosiure (4 Aq. Aminosiure in Bezug auf den Beladungsgrad des Harzes) in DMF
(c = 0,42 mol/l) gelost und mit HOBt (2 Aq. pro Aminosédure, ¢ = 1 mol/l in DMF)
versetzt. Nach 20 min wurde die Losung auf das Harz gegeben. AuBlerdem wurden noch
HBTU (2 Aq. pro Aminosiure in DMF (c= 0,45 mol/l)) und DIPEA (4,4 Aq. DIPEA
pro Aminosdure in NMP (c = 1,6 mol/l)) hinzugefiigt und fiir 50 min geschiittelt. Die
Losung wurde abfiltriert. Das Harz wurde viermal mit DMF (2 ml pro 100 mg Harz)
gewaschen. Die Schritte 3 und 4 wurden wiederholt, bis die gewiinschte Peptidsequenz

erhalten wurde.

Im letzten Schritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe der N-terminalen Aminosdure wie im
dritten Schritt abgespalten. Um zu einem Monomer zu gelangen, wurden 2 Aq. Metha-

cryloylchlorid in 20 ml DMF gelost, auf etwa —75 °C gekiihlt und zum mit DMF aufge-
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quollenen Harz gegeben. Daraufhin wurden 8 Aq. DIPEA dazugegeben und 24 h geriihrt.
Das immobilisierte Monomer wurde viermal mit 40 ml DMF gewaschen. Anschlie3end
wurde das Harz dreimal mit DCM (2 ml pro 100 mg Harz) gewaschen. Es wurde dann
mit TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5; 3 ml pro 100 mg Harz) versetzt und drei h geschiittelt.
Die iiberstehende Losung wurde abfiltriert und das Harz wurde zusitzlich jeweils zwei-
mal mit TFA (0,5 ml pro 100 mg Harz) und DCM (0,5 ml pro 100 mg Harz) gewaschen.
Die erhaltene Losung wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand mit kaltem Diethyl-
ether versetzt und das Peptid als weiller Niederschlag zentrifugiert. Die iiberstehende L6-
sung wurde abdekantiert und der Feststoff in Wasser gelost. Letzteres wurde anschlieBend

durch Lyophilisation entfernt. Das erhaltene Peptid wurde mittels HPLC gereinigt und

mittels HRMS (ESI-MS) charakterisiert (Abbildung 7.4)).

932.48474
Ca42 Heg O13 N 11 = 932.48361
100 1.21435 ppm
90
80
70
60
50 934.49000

40

Relative Abundance

30

20
914.47385

900 905 910 915 920 925 930 935 940 945 950 955 960 965 970
m/z

Abbildung 7.4.: HRMS (ESI-MS) von Monomer-6Ahx6AhxGRGDSF : gerechnet m/z:
931,476 C42H65N11013 gefunden m/z: 932,484 [M+H]+.
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7.6. Herstellung der Biohybridhydrogele G1 bis G6

7.6. Herstellung der Biohybridhydrogele G1 bis G6

Die allgemeine Herstellungsmethode wird im Folgenden beispielhaft anhand von G1 be-
schrieben. Es wurde eine klassische freie radikalische Polymerisation wie folgt angewen-
det: 0,123 g (1,74 mmol) [AA] 0,0335 g (0,202 mmol) 2-Aminoethylmethacrylat Hydro-
chlorid (AEMA), 0,0184 g (0,02 mmol) [PM] und 0,0104 g (0,04 mmol) als Vernet-
zer (V) wurden in 2 ml 25%igen Ethanol gelst (25:75 Ethanol: Wasser, w/w). Da die Po-
lymerisation sauerstoffempfindlich ist, wurde die Losung mittels Freeze-pump-and-thaw
entgast, um jeglichen geldsten Sauerstoff zu entfernen. Insgesamt wurden 27,6 ul TEMED
zu der Reaktionsmischung hinzugefiigt. Nach der vollstandigen Losung des Monomers
wurde die Polymerisation durch Addition von 0,0046 g (0,02 mmol) APS initiiert und
iiber 12 h bei 25 °C fortgefiihrt. Die hergestellten Gele wurden aus den ReaktionsgefiBen

genommen und fiir 48 h in Milli-Q-Wasser dialysiert, um Restmonomere zu entfernen.

7.7. Reduktive Verfliissigung der monomerfreien Gele G1

bis G6

Fiir die Verfliissigung der Gele wurde [DTTbei einem Molverhiltnis von 10:1 des BAC/im
Hydrogel bei einem pH-Wert von 7 angewendet. Da die Reaktion sauerstoffempfindlich
ist, wurde das Reaktionsgemisch von 16slichem Sauerstoff entgast. Die Reaktionslosung
wurde daher 20 min vor Beginn der Reaktion mit Argon gespiilt. Dann wurde die Reak-
tion 4 h lang unter Argon durchgefiihrt. Nach vollstandiger Losung des Gels wurde die
Losung durch 10%iges (v/v) HCI bis zu einem pH-Wert von 4 angesduert, in einen Dialy-
seschlauch gegeben und in Milli-Q-Wasser fiir 24 h dialysiert. Danach wurde die wéssrige
Polymerlosung gefriergetrocknet. Das trockene Polymer wurde fiir 'H-NMR-Messungen

in D,0O gelost.
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7.8. Herstellung der Biohybridhydrogele G7 bis G15

Die allgemeine Herstellungsmethode wird im Folgenden beispielhaft anhand von G7
beschrieben. Eine radikalische Standardpolymerisation wurde wie folgt durchgefiihrt:
0,252 g (3,54 mmol) AA, 0,068 g (0,412 mmol) AEMA, 0,037 g (0,04 mmol) Monomer-
peptid PM! und 0,046 g (0,08 mmol) Polyethylenglycol diacrylat (Mn = 575 g/mol) als
Vernetzer wurden in 4 ml Milli-Q-Wasser gelost. Die Losung wurde durch Freeze-pump-
and-thaw entgast, um jeglichen wasserloslichen Sauerstoff vor Beginn der Polymerisati-
on zu entfernen. Insgesamt wurden 27,6 ul TEMED zu dem Reaktionsgemisch gegeben.
Nach der vollstindigen Auflosung der Monomere wurde die Polymerisation durch Zu-
gabe von 9,3 mg (0,04 mmol) APS gestartet und fiir 12 h bei 25 °C fortgefiihrt. Die
erhaltenen Polymergele wurden aus den Teflonbehiltern entfernt und, um restliche Mo-
nomere zu entfernen, fiir 48 h in Milli-Q-Wasser dialysiert. Danach wurde die GréBe der
Hydrogele durch Stanzen mit einer sterilen Kork-Trepan auf die Grofle von @ 15 mm ange-
passt, um weitere Bearbeitung mit einer 24-Well- oder einer 4-Well-Plate (beide Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) zu ermoglichen. Um Kreuzkontaminationen zu vermei-
den, wurden die Hydrogele mindestens 5 h in 70 % EtOH inkubiert (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Anschliefend wurden umfangreiche Waschschritte (mindestens dreimal fiir
jeweils 30 min) mit Milli-Q-Wasser und PBS durchgefiihrt, um restliches EtOH zu besei-
tigen. SchlieBlich wurden die hergestellten Hydrogele mit sterilen Mikrolabor-Spateln in

der Well-Plate platziert.

7.9. Hydrogelcharakterisierung

7.9.1. Rheologische Messungen

Die hergestellten Hydrogele hatten eine Dicke von etwa 1 mm und wurden durch rheo-

logische Messungen unter Verwendung eines Rheometrics-Fluid-Spektrometers (RFS2)
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von Rheometrics Scientific mit einer Platte/Platte-Geometrie untersucht. Der Durchmes-
ser der oberen Titanplatte betrug 25 mm. Die Messung der tatsidchlichen Dicke der Gel-
scheibe bestimmt den Abstand zwischen den beiden Platten. Um das Rutschen zwischen
der glatten Gelscheibe und den glatten Titanplatten zu vermeiden, wurden die Titanplatten
mit angerauten Klebestreifen modifiziert. Wihrend der rheologischen Messungen wurde
eine sinusformige Belastung auf die untere Platte aufgebracht und die induzierten Dreh-
momente durch die obere Platte gemessen. Aus der Phasendifferenz zwischen Spannung

und Dehnung und ihrer jeweiligen Amplituden wurde das [G| und das [G”] unter Verwen-

dung der Gleichungen und [7.4] berechnet.

tand = (7.2)

und
Y(t) = Ymax - sin(o.1) (7.3)
6(t) = Gax - sin(®-1 +9) (7.4)

Y Deformation
6 Schubspannung

o Kreisfrequenz

Fiir die rheologische Charakterisierung der Gele wurden zwei Arten von Messungen
durchgefiihrt. Ein Frequency-sweep-Test mit einer konstanten Dehnung (y = 0,1 %) gab
detaillierte Information iiber die Netzwerkeigenschaften, wihrend ein Amplitudentest bei
konstanter Frequenz (® = 1 rad/s) Informationen iiber die Stabilitit des Polymernetzwer-

kes lieferte.
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7.9.2. 'H-NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer der Firma Uni-
ty INOVA ermittelt, welches mit einer 5 mm Tripleresonance H(C,X) Sonde von Varian
Associates ausgestattet ist. 16 Transienten wurden mit 45 kb (data) bei 5500 Hz Spektral-
breite, einer Messzeit von 4,096 s, einer Relaxationsverzogerung von 2 s und mit einem 90
Gradpuls von 9,5 us summiert. Die Werte wurden mithilfe einer Vorsittigung des Signals

(Presaturation) gewonnen, um das Wassersignal zu unterdriicken.

7.9.3. 'H HR-MAS-NMR-Spektroskopie

Das gleiche Spektrometer, das zuvor eingesetzt wurde, wurde nun mit einer 4 mm Nano-
detektionssonde gH(X) verwendet. Um die Seitenbidnder auBlerhalb des relevanten Be-
reichs zu verschieben, wurde eine Drehgeschwindigkeit von 3500 Hz angesetzt. 32 Tran-
sienten wurden mit 90 kb (data) bei 11000 Hz Spektralbreite, einer Messzeit von 4,096 s,
einer Relaxationsverzogerung von 2 s und einem 90 Gradpuls von 7 us summiert. Die
Werte wurden mithilfe einer Vorséttigung des Signals (Persaturation) gewonnen, um das

Wassersignal zu unterdriicken.

7.9.4. Zeta-Potential

Fiir die Zeta-Potential-Messungen wurden drei 16sliche Copolymere P12, P13 und P14
mittels freier radikalischer Polymerisation hergestellt. Fiir die Zusammenstellung wurde
der Vernetzer der Gele G8, G11 und G14 durch Acrylamid ersetzt. Diese wasserlosli-
chen Copolymere mit einer ungefihren Grofle von @ 10 nm in Wasser wurden fiir die
Zeta-Potential-Messungen verwendet. Diese Messungen wurden mit dem Zetasizer Nano
Instrument (Malvern) mit einem 4 mW He-Ne Laser (633 nm Wellenlinge) bei einem
festgelegten Untersuchungswinkel von 173° durchgefiihrt. Fiir jede Probe (P12, P13 und

P14) wurde dann die Messungen zehnmal bei einer konstanten Temperatur von 25 °C
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durchgefiihrt.

7.9.5. Zellexperimente

Die Stammzellexperimente wurden von Marvin Jarocki am Lehrstuhl fiir Zellmorpho-
logie und molekulare Neurobiologie von Prof. Faissner an der Universitdt Bochum im

Rahmen der Zusammenarbeit durchgefiihrt 3>
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e Alle Abbildungen, wenn nicht anders vermerkt, sind Eigentum des Autors und diir-

fen nicht ohne schriftliche Genehmigung verwendet werden.

e Eidesstattliche Versicherung (siehe Seite[I39)
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Abbildung .5.: 'H-'"H COSY der Probe G4 mit 4 mol % Vernetzer.
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Abbildung .6.: 'H-'"H TOCSY der Probe G4 mit 4 mol % Vernetzer.
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Abbildung .7.: 'H-*C HSQC der Probe G4 mit 4 mol % Vernetzer (sensitive Phase: blau
fiir CH»-Gruppen und rot fiir CH- und CH3-Gruppen).
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Abbildung .8.: 'H-*C HMBC der Proben G4 mit 4 mol % Vernetzer.
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Abbildung .9.: 'H-'>'N HMBC des Copolymers der G4 ohne Vernetzer.
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Abbildung .10.: Adhédsion von NSC. Adhésion von embryonalen neuralen Stammzellen
nach 72 h in vitro Kultivierung auf kiinstlichem Hydrogelsubstrat.
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Abbildung .11.: Differenzierung von NSC. Differenzierung von embryonalen neuralen
Stammzellen nach 72 h in vitro Kultivierung auf kiinstlichem Hydro-
gelsubstrat.
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Abbildung .12.: Differenzierung von NSC. Differenzierung von embryonalen neuralen
Stammzellen nach 72 h in vitro Kultivierung auf kiinstlichem Hydro-
gelsubstrat.
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