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Kurzfassung

Kurzfassung

In den letzten Jahren erfolgte eine rasche Entwicklung selbstheilender Hydrogele fiir
Anwendungen in der Biomedizin, da diese eine einfache Methode zur dreidimensionalen (3D)
Verkapselung von Zellen darstellen. Die 3D-Verkapselung von lebenden Zellen hat aufgrund
ihrer vielfdltigen Anwendungen, wie beispielsweise fiir die Wiederherstellung funktioneller
Gewebe, die in vitro-Zellkultur, als vaskuldre Strukturen oder makroskopische Zellkonstrukte,
an Bedeutung gewonnen. Allerdings stellt die gezielte Anpassung der mechanischen und
chemischen Eigenschaften der Hydrogele an die Anforderungen der verschiedenen
Anwendungen eine Herausforderung dar.

Daher wurde in dieser Arbeit ein vollsynthetisches, selbstheilendes Hydrogel, dessen
Zusammensetzung gut kontrollierbar ist, entwickelt. Das Hydrogel basiert auf reversiblen Wirt-
Gast-Vernetzungen zwischen B-Cyclodextrin (B-CD) und Adamantan (Ad). Es wurden
Wirtpolymere hergestellt, indem B-CD an Poly(dimethylacrylamid-co-acrylamidohexanséure)-
Copolymeren immobilisiert wurde. Die Gastpolymere wurden durch einfache
Copolymerisation von Dimethylacrylamid, [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid
und dem Gastmonomer 6-Acrylamido-N-(adamantyl)hexanamid synthetisiert. Durch die
Variation der Parameter Vernetzungsdichte und Gesamtpolymerkonzentration konnten die
Steifigkeit, die Elastizitdt und die Selbstheilung der Hydrogele gezielt eingestellt werden.
Auflerdem konnte durch eine Kombination der Wirt-Gast-Vernetzung mit einer kovalenten
Vernetzung tliber Poly(ethylenglykol)diacrylat eine Erhohung der Steifigkeit auf das Neun- bis
Zehnfache der Wirt-Gast-Hydrogele bei gleichzeitigem Erhalt der Fahigkeit zur Selbstheilung
erzielt werden. Dariiber hinaus wurde das Hydrogelsystem erfolgreich iiber eine
Copolymerisation bzw. iiber eine polymeranaloge Immobilisierung von Peptidliganden
biofunktionalisiert. In 3D-Zellexperimenten wurde die Biokompatibilitit der Hydrogele sowie
eine Forderung der Adhésion von B16F1-Zellen durch RGD-Funktionalisierung der Hydrogele
nachgewiesen. Folglich erwiesen sich die in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele als geeignet

fiir eine potenzielle Anwendung in der 3D-Zellkultivierung.

3D Zell-Zell-Kontakt und Adhiésion
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Abstract

Abstract

In recent years, there has been a rapid development of self-healing hydrogels for biomedical
applications as they provide a straightforward method for three-dimensional (3D) encapsulation
of cells. The 3D encapsulation of living cells has gained importance due to its wide range of
applications such as functional tissue restoration, in vitro cell culture, as vascular structures or
macroscopic cell constructs. However, tailoring the mechanical and chemical properties of the

hydrogels to the requirements of the various applications remains a challenge.

Therefore, a fully synthetic, self-healing hydrogel with well controllable composition was
developed in this work. The hydrogel is based on reversible host-guest cross-links between -
cyclodextrin (B-CD) and adamantane (Ad). Host polymers were prepared by immobilizing [3-
CD on poly(dimethylacrylamide-co-acrylamidohexanoic acid) copolymers. The guest
polymers were synthesized by copolymerization of dimethylacrylamide, [2-
(acryloyloxy)ethyl]trimethylammonium iodide and the guest monomer 6-acrylamido-N-
(adamantyl)hexanamide. The combination of both polymers in aqueous solution led to the
successful formation of dynamic hydrogels. By varying the parameters crosslinking density and
total polymer concentration, the stiffness, elasticity and self-healing of the hydrogels could be
adjusted. Furthermore, by combining host-guest crosslinking with covalent crosslinking via
poly(ethylene glycol) diacrylate, an increase in stiffness of nine to ten times that of the host-
guest hydrogels was achieved while maintaining the ability to self-heal. In addition, the
hydrogel system was successfully biofunctionalized via copolymerization or polymer-analogue
immobilization of peptide ligands. In 3D cell experiments, the biocompatibility of the hydrogels
and the promotion of adhesion of B16F1 cells by RGD functionalization of the hydrogels were
demonstrated. Consequently, the hydrogels produced in this work proved to be suitable for

potential application in 3D cell cultivation.

3D cell-cell contact and adhesion
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Polymere in der Medizin

Polymere sind aus unserem Alltag nicht mehr wegzudenken. Neben ihrer Anwendung als
Verpackungs- und Beschichtungsmaterialien oder als Bestandteil von Kleidungsstiicken,
werden sie auch in der Medizin eingesetzt.'* Beispielsweise werden in der modernen Medizin
Einwegartikel wie Blutbeutel und Spritzen aus Kunststoff verwendet. Um fiir eine in vivo
Anwendung geeignet zu sein, miissen die polymeren Materialien eine gewisse mechanische

und thermische Stabilitit sowie eine Nicht-Toxizitdt aufweisen.’

Beispiele flir in vivo
einsetzbare polymere Materialien sind Polymethylmethacrylat (PMMA) als Knochenzement,
Polypropylen = (PP) als  Nahtmaterial  oder  polymere  Nanopartikel  als
Wirkstofftransportsysteme.®’ Des Weiteren kénnen die zur GefdBerweiterung verwendeten
Stents neben Polyethylenterephthalat (PET) und expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE)
auch auf bioabbaubaren, wirkstoftfreisetzenden Polymeren wie Poly-L-milchsédure (PLLA)
oder Polyglykolsiure (PGA) basieren.®’ Ein weiteres Beispiel fiir eine Materialentwicklung
fand im Bereich der Kontaktlinsen statt, indem das frither meist verwendete PMMA aufgrund
einer besseren Sauerstoffdurchldssigkeit gegen Tris(trimethysiloxysilan)-(TRIS)-basierte
Hydrogele ersetzt wurde.!®!! Hydrogele finden in der Medizin neben den Kontaktlinsen auch
in vielen anderen Bereichen wie z. B. der Wundversorgung oder der Zellkultivierung
Anwendung.'? In ihrer Funktion als Zellkulturplattform sind Hydrogele dazu in der Lage, die
in vivo Zellumgebung nachzuahmen und somit grundlegende, zellbiologische Untersuchungen,
Gewebekonstruktionen und regenerative Medizin zu ermdglichen.!®* Damit Hydrogele fiir diese
zellbiologischen Anwendungen in Frage kommen, miissen sie einige Anforderungen erfiillen.

Diese Anforderungen werden im Folgenden néher beschrieben.

1.2 Materialanforderungen in der Zellkultivierung

Das wichtigste Kriterium fiir die Anwendung eines Hydrogeles in der Zellkultivierung ist die
Biokompatibilitdt. Unter Biokompatibilitit wird die Nicht-Toxizitdt und Funktionalitdt in einer
Anwendung verstanden. Dies bedeutet, dass ein Material mit seiner biologischen Umgebung
interagiert, ohne selbst oder durch seine Abbauprodukte einen negativen Einfluss darauf

auszuiiben.’

Dariiber hinaus ist die gezielte Modifizierbarkeit der biophysikalischen Eigenschaften wie der

Steifigkeit, Elastizitit, Viskositit und Porositit der Hydrogele fiir eine Anwendung in
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Zellexperimenten essentiell, damit diese Eigenschaften gezielt an die jeweilige Anwendung
angepasst werden konnen. Studien zum Einfluss der Steifigkeit auf das Zellverhalten zeigten,
dass sowohl die Stammzelldifferenzierung als auch die Zellmigration und -adhésion'*!7 durch
die Steifigkeit der Hydrogele gesteuert werden konnen, denn Zellen sind dazu in der Lage,
mechanische Signale iiber Zelloberfldchenrezeptoren in chemische Signale umzuwandeln
(Mechanotransduktion) und so auf physikalische Anderungen ihrer Umgebung zu
antworten.'®!® Aktuelle Forschungsarbeiten verdeutlichen auBerdem die Bedeutung der
Viskoelastizitét fiir das Zellverhalten, denn das Aktin-Zytoskelett und die fokale Adhésion
reagieren sowohl auf die elastischen als auch auf die viskosen Eigenschaften des Hydrogeles.
Eine besonders sorgfiltige Abstimmung der viskoelastischen FEigenschaften der

Hydrogelmatrix kann iiber dynamische, reversible Vernetzungen erreicht werden.?*?!

Neben den biophysikalischen Eigenschaften sind auch die biochemischen Eigenschaften, die
die Zell-Matrix-Wechselwirkungen beeinflussen, von Bedeutung. Bei biologisch inerten
Materialien konnen Funktionalisierungen mit bioaktiven Peptidsequenzen, die aus Proteinen
der extrazelluliren Matrix (EZM) bekannt sind, eine Bioaktivitdt herbeibringen. Diese
Biofunktionalisierung der Materialien kann zum Beispiel iiber kovalente Bindung,??

photochemische Pfropfung® oder nicht-spezifische Adsorption** erfolgen.?

Auch der Syntheseprozess der Hydrogele ist entscheidend fiir einen erfolgreichen Einsatz in
Zellexperimenten, denn fiir eine gezielte Einstellung der biophysikalischen und biochemischen
Eigenschaften sollte die Charakterisierbarkeit der Zusammensetzung nach der Synthese
gegeben sein. Dariiber hinaus sollte der Syntheseprozess hinsichtlich einer 6konomischen
Tauglichkeit moglichst einfach und skalierbar gestaltet sein, um ausreichend grofle Mengen des

Hydrogeles herstellen zu kénnen.?®

1.3 Die extrazelluliare Matrix

Die Aufgabe von Hydrogelen in der Zellkultivierung ist es, die extrazelluldre Matrix (EZM) in
ihren strukturellen und mechanischen Eigenschaften nachzuahmen, daher wird in diesem
Abschnitt ndher auf die extrazellulire Matrix und deren Bestandteile eingegangen. Die
extrazelluldre Matrix ist ein komplexes, hierarchisch organisiertes, nicht-zelluldres Netzwerk,
das die Zellen im Gewebe umschlief3t und nicht nur als mechanische Stiitze dient, sondern auch
funktionale Eigenschaften besitzt. So nimmt die EZM Einfluss auf zellulire Prozesse wie
Wachstum, Migration, Adhision und Differenzierung.?’?° Die native EZM besteht je nach

Gewebetyp aus verschiedenen Bestandteilen, die Hauptkomponenten dabei sind Faserproteine,
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wie Kollagen und Elastin, und Adhésionsproteine, wie Fibronektin und Laminin. Das
Faserprotein Kollagen sorgt flir die mechanische Steifigkeit der EZM, wihrend Elastin die
Matrix mit Elastizitdt ausstattet.>*’! Die Proteine Fibronektin und Laminin enthalten
spezifische Aminosduresequenzen, die von Rezeptorproteinen (Integrinen) in der Zellmembran
als Bindungsstellen erkannt werden und somit die Adhédsion der Zelle an die EZM férdern
(Abbildung 1). Diese Erkennungssequenz in Fibronektin ist die RGD-Sequenz, abgeleitet von
den Ein-Buchstaben Codes der Aminosduren Arginin (R), Glycin (G) und Asparaginsédure (D).
Bei Laminin wurde die IKVAV-Sequenz als Erkennungssequenz identifiziert, bestehend aus den
Aminoséuren Isoleucin (I), Lysin (K), Valin (V) und Alanin (A).3234

\ Laminin

-
-
-

RGD Fibronectin - IKVAV

Integrin SRS

Y ’

Adhasion und Proliferation

Abbildung 1: Darstellung der Interaktion der RGD- und IKVAV-Sequenzen mit den Integrinen in der

Zellmembran (modifiziert aus *?).

Um die biologische Aktivitit der in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele zu fordern, wurden

diese mit RGD- und IKVAV-Peptiden funktionalisiert.

Zur moglichst optimalen Nachahmung der EZM wurden {iber die Jahre verschiedene Hydrogele
fiir die zwei- und dreidimensionale Zellkultivierung entwickelt. Die Vor- und Nachteile beider

Konzepte werden im folgenden Abschnitt diskutiert.
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1.4 2D versus 3D Zellkultivierung

Unter der zweidimensionalen (2D) Zellkultivierung wird das Kultivieren der Zellen auf der
Oberflache eines Substrats verstanden. Bei der dreidimensionalen (3D) Zellkultivierung
hingegen werden die Zellen vor der Gelbildung mit dem Hydrogel gemischt und wéhrend des
Gelierungsprozesses von dem Gel eingekapselt.>> StandardmiBig wurden in den letzten
Jahrzehnten zweidimensionale feste Substrate aus Polystyrol und Glas mit adhisionsférdernden
Beschichtungen verwendet, da sie eine einfache, kostengiinstige und reproduzierbare Methode
zur Zellkultivierung boten.*® Sie besitzen allerdings den entscheidenden Nachteil, eine bis zu
sechs GroBenordnungen hohere Steifigkeit als die meisten Gewebearten aufzuweisen.®’ Die
Entwicklung von 2D-Hydrogelen bot eine verbesserte Anpassung der Oberflachensteifigkeit
und -chemie, doch die Zellen erleben nach wie vor eine nicht-physiologische rdumliche
Umgebung. In typischen 2D-Kulturen sind die Zellen unnatiirlich polarisiert, da sie auf einer
Seite mit der Substratoberfliche und auf der anderen Seite mit dem wissrigen Medium in
Kontakt stehen. Diese konstante Polaritdt in normalerweise unpolaren Zellen kann die
Zellfunktionen wie z. B. die Proliferation und Apoptose beeinflussen.’® AuBerdem treten
Wechselwirkungen mit benachbarten Zellen nur lateral auf, wihrend in der dreidimensionalen
Umgebung zu allen Seiten Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen stattfinden
(Abbildung 2).

3D Hydrogel

3D Adhiésion und Zell-Zell-Kontakt
2D Hydrogel /

®) -~
Q

Polarisierung der Zellen

S :

(
Planare Adhésion und lateraler Zell-Zell-Kontakt

-
Kompatible Mechanik und keine Polaritdt

Abbildung 2: Kultivierung von Zellen auf einem 2D Hydrogel (links) und in einem 3D Hydrogel

(rechts) in Anlehnung an WILSON et al..*®

Ein weiterer Vorteil von 3D-Hydrogelen als Tragermaterial fiir Zellen ist die eingeschranktere
Moglichkeit zur Zellausbreitung und Migration. Dies hort sich zunichst nach einem Nachteil
an, entspricht aber eher den natiirlichen Umgebungsbedingungen der Zellen als die
ungehinderte Ausbreitung auf einem 2D-Substrat, da Zellen in natiirlichem Gewebe mit der

EZM interagieren und diese umstrukturieren miissen, um zu migrieren. Die pordse 3D-
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Hydrogelumgebung schrinkt aulerdem die Diffusion von Sauerstoff, Néhrstoffen und
Abfallprodukten ein, was in Konzentrationsgradienten von der Oberfliche bis zum
Hydrogelinneren resultiert. Diese Gradienten treten ebenfalls in natiirlichem Gewebe abhingig
von der Permeabilitidt der EZM und der Distanz zu Blutgefden auf und spielen eine wichtige
Rolle in physiologischen und pathologischen Prozessen. In 2D-Kulturen hingegen besteht ein
unbegrenzter Zugang zu Nihrstoffen und oftmals liegt der Sauerstoffgehalt in Inkubatoren
hoher als im Korper, wodurch Anderungen im Zellverhalten oder sogar Zellschiden ausgeldst

werden konnen.*?

Insgesamt konnen 3D-Hydrogelkonstrukte die natiirliche Gewebeumgebung von Zellen exakter
nachahmen als deren zweidimensionale Alternative.*' ™ Weitere Forschung mithilfe von
3D-Trigermaterialien kann daher genauere Einblicke in in-vivo-Zellfunktionen liefern und
fortschrittliche Anwendungen in der Geweberekonstruktion oder als Plattform fiir
Wirkstoffentwicklungen oder Toxizititstests ermdglichen.** Dariiber hinaus hat sich die 3D-
Zellkultivierung zu einem wichtigen Instrument fiir die Zelltherapie mittels 3D-Bioprinting

oder injizierbarer Hydrogele entwickelt.*>

Im Laufe der Jahre wurden sowohl fiir 2D- als auch fiir 3D-Zellkultivierungen zahlreiche
verschiedene Hydrogele entwickelt. Auf deren Bestandteile und Vernetzungsmethoden wird im

Folgenden nédher eingegangen.

1.5 Hydrogele

Hydrogele sind hydrophile Polymernetzwerke, die groe Mengen an Wasser aufnehmen
konnen und eine elastische Struktur aufweisen.*®* Die Fihigkeit der Hydrogele, Wasser zu
binden, beruht auf hydrophilen funktionellen Gruppen wie Hydroxyl-, Carboxyl-, Amino- und
Amidgruppen entlang der Polymerketten.”® Hydrogele kénnen nach verschiedenen Kriterien
wie der Herkunft, der Ladung, der Zusammensetzung, der Vernetzung oder der Besténdigkeit

klassifiziert werden (Abbildung 3).°!




Einleitung

Hydrogele
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Abbildung 3: Ubersicht iiber einige Klassifizierungsmoglichkeiten von Hydrogelen.’!

Nachfolgend sollen einige Hydrogelklassifizierungen und ihre Anwendung in

Zellexperimenten néher beleuchtet werden.

1.5.1 Natiirliche und synthetische Hydrogele

Werden Hydrogele nach ihrer Herkunft klassifiziert, wird zwischen natiirlichen, synthetischen
und semi-synthetischen Hydrogelen unterschieden. Natiirliche Hydrogele basieren auf
Biopolymeren, die selbst Bestandteile der EZM sind. Zu den Biopolymere, die auch
kommerziell zur Zellkultivierung eingesetzt werden, zihlen unter anderem Kollagen,>?
Alginate,> Hyaluronsiure® und Matrigel®. 3¢ Sie werden aufgrund ihrer guten
Biokompatibilitdit und der Moglichkeit des enzymatischen Abbaus bevorzugt fiir
Zellexperimente und in vivo-Anwendungen eingesetzt.!* Allerdings unterliegen natiirliche
Hydrogele aufgrund ihres tierischen Ursprungs groflen Chargendifferenzen, die sich negativ auf
die Reproduzierbarkeit von Experimenten auswirken. Das hiufig zur dreidimensionalen
Zellkultivierung eingesetzte Matrigel® beispielsweise, das aus Engelbreth—Holm—Swarm-
Sarkomen (EHS-Sarkomen) von Maéusen extrahiert wird, weist nur eine 53 %ige
Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Chargen auf und eignet sich daher nicht fiir
klinische Studien.’’*® Weitere Probleme, die von der Gewinnung aus natiirlichen Quellen
herriihren, sind die oft hohen Kosten und die Verunreinigung der Materialien mit tierischen
Pathogenen, die zur Ubertragung von Infektionen fithren konnen.® Dariiber hinaus besitzen
natiirliche Hydrogele begrenzte Moglichkeiten zur Modifikation und aufgrund von hohen

Abbauraten in zelluldrer Umgebung eine geringe Langzeitstabilitit.>®
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Diese Nachteile konnen mit synthetischen Hydrogelen umgangen werden, da diese zahlreiche
Moglichkeiten zur Variation der mechanischen und chemischen Eigenschaften bieten und dank
ihrer kontrollierbaren Zusammensetzung ein hohes Mal an Reproduzierbarkeit
ermdglichen.®®®! Synthetische Hydrogele, die in der Forschung Anwendung finden, werden
hiufig auf der Basis von Polyethylenglykol (PEG) oder Polyacrylamid hergestellt. SAWHNEY
et al. haben 1993 ein PEG-Hydrogel verdffentlicht, das ein interpenetrierendes Netzwerk mit
einem natiirlichen Gewebe ausgebildet hat, und haben damit den Grundstein fiir viele weitere
PEG-basierte Hydrogele gelegt.®%* 2002 zeigten BRYANT und ANSETH anhand von PEG-
Gelen, dass synthetische Hydrogele ohne integrinbindende Liganden als 3D-
Zellkulturplattform fungieren konnen.®® Sie kénnen die Lebensfihigkeit der Zellen erhalten,
allerdings fehlen ihnen die Faktoren, die das Zellverhalten beeinflussen.®®®” Diese Problematik
kann durch eine Funktionalisierung mit biologisch aktiven Liganden behoben werden. %%’ Eine
weitere Problematik synthetischer Hydrogele ist jedoch, dass sie toxische Verunreinigungen aus

der Synthese beinhalten kénnen und deswegen griindlich aufgereinigt werden miissen.”

Die Vorteile von natiirlichen und synthetischen Hydrogelen werden in den semi-synthetischen
Hydrogelen kombiniert. Dabei werden Biopolymere zusétzlich chemisch vernetzt, um die
mechanische Stabilitét natiirlicher Hydrogele zu verbessern und die Abbaurate zu senken. Die
Vernetzung kann z. B. iiber Copolymerisation, MICHAEL-Addition oder Disulfidbriicken
erfolgen. Eines der am stérksten erforschten semi-synthetischen Hydrogele fiir biomedizinische
Anwendungen basiert auf methacrylierter Hyaluronsdure, die iiber UV-Bestrahlung in
Gegenwart eines Photoinitiators vernetzt wird.”"””® Da die semi-synthetischen Hydrogele

hauptséchlich aus Biopolymeren bestehen, bleibt ihre gute Biokompatibilitit erhalten.*747>

Eine weitere Klassifizierungsmdglichkeit fiir Hydrogele stellt die Vernetzungsart dar, nach der

zwischen chemischen und physikalischen Hydrogelen unterschieden wird.

1.5.2 Chemische Hydrogele

Chemische Hydrogele bestehen aus Polymernetzwerken, die auf kovalenten Vernetzungen
beruhen. Diese kovalente Vernetzung der Polymere kann wihrend der Polymerisation oder
polymeranalog stattfinden und wird daher als in-situ beziehungsweise nachtragliche

Vernetzung bezeichnet.”

Bei der in-situ-Vernetzung werden Monomere mit einem bifunktionellen Monomer, dem
Vernetzer, copolymerisiert, wodurch sich wéhrend der Polymerisationsreaktion ein Hydrogel

ausbildet (Schema 1). Einer der am hdufigsten eingesetzten in-situ-Vernetzer ist N,N ‘-

7
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Methylenbisacrylamid (MBA), welches mit verschiedenen Monomeren copolymerisiert wurde
und Anwendung in der Biomedizin fand.””-’® Beispielsweise wird MBA in Kombination mit
Acrylamid seit 1959 als Elektrophorese-Gel zur Trennung von Proteinen verwendet.”

Ein Nachteil der in-situ Vernetzung ist, wie in Schema 1 gezeigt wird, der Verbleib von
niedermolekularen Verbindungen aus der Polymerisation im Hydrogel, die aufwendig entfernt
werden miissen. Aullerdem ist diese Vernetzungsmethode nicht mit 3D-Zellexperimenten
kompatibel, da toxische Monomere, Vernetzer und Initiatoren in der Synthese eingesetzt

werden, in deren Gegenwart Zellen ihre Integritit verlieren.

Aufreinigung

( Polymerisation
+ —_—
R

Monomer

Bifunktioneller
Vernetzer

In-situ vernetztes Hydrogel In-situ vernetztes Hydrogel
nach der Polymerisation nach der Aufreinigung

Schema 1: Synthese eines in-situ vernetzten Hydrogeles.”®

Abgesehen davon sind die in-situ vernetzten Hydrogele nicht 16slich, wodurch 16sungsbasierte
Analytikmethoden, wie die NMR-Spektroskopie, nicht genutzt werden konnen, um die genaue
Zusammensetzung der Polymere zu analysieren. Eine weitere Einschridnkung, die sich aus der
Unloslichkeit der Hydrogele ergibt, ist, dass alle Funktionalisierungen in Form von Monomeren
bei der Copolymerisation in das Hydrogel integriert werden miissen, um eine gleichméafige
Verteilung dieser zu erreichen. Allerdings koénnen Monomere mit biologisch aktiven
Verbindungen zu Ldslichkeitsproblemen oder Nebenreaktionen bei der Polymerisation

fithren. >80

Eine Moglichkeit, diese Nachteile zu umgehen, ist die Verwendung der nachtréglichen
Vernetzung, bei der zunichst Polymere synthetisiert und diese anschlieBend miteinander
vernetzt werden. Die Vernetzung der Polymere kann tliber zwei Polymere mit komplementiren
Gruppen oder iiber ein Polymer und einen bi- oder mehrfunktionellen Vernetzer erfolgen. Ein
Problem bei der Verwendung von Vernetzermolekiilen ist jedoch die Zytotoxizitdt von
niedermolekularen Vernetzern, die eine Anwendung in der 3D-Verkapselung einschrianken. Erst
ab einer Molmasse von 1000 Da koénnen die Vernetzer nicht mehr von Zellen aufgenommen
werden und weisen somit keine toxische Wirkung auf.8!-8?

Die Vernetzungsreaktionen zwischen den komplementéren Polymeren bzw. den funktionellen

Gruppen eines Polymers und eines Vernetzers basieren meist auf Click-Reaktionen.
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Beispielsweise konnen iiber Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloadditionen (CuAAC)
Hydrogele mit kurzen Gelierzeiten hergestellt werden.®> Hydrogele, die iiber die CuAAC
vernetzt werden, konnen allerdings aufgrund der zytotoxischen Wirkung des
Kupferkatalysators nicht fiir 3D-Zellexperimente verwendet werden. Eine zellkompatible
Alternative zur CuAAC stellt die strain-promoted Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC) dar, die
ohne einen Katalysator auskommt und stattdessen auf der Reaktivitit eines durch
Ringspannung destabilisierten Alkins basiert.®* Die SPAAC gehort zu den bioorthogonalen
Reaktionen, die sich durch hohe Selektivititen, die Abwesenheit toxischer Nebenprodukte und
Katalysatoren, hohe Umsédtze und niedrige Reaktionstemperaturen auszeichnen und dadurch
fiir die Synthese von Hydrogelen in Gegenwart von Zellen geeignet sind. Eine der am
haufigsten zur Hydrogelbildung eingesetzten bioorthogonalen Reaktionen ist die MICHAEL-
Addition, die zwischen Thiolen oder Aminen und a,f-ungesittigten Carbonylverbindungen wie
Maleimiden, Vinylsulfonen oder Acrylaten abliuft.3>3¢ Andere Beispiele fiir hiufig verwendete
bioorthogonale Reaktionen sind DIELS-ALDER-Reaktionen z.B. zwischen Furanen und
Maleimiden,®” Kondensationsreaktionen zwischen Aminen und Aldehyden®® oder die
STAUDINGER-Ligation zwischen Aziden und Triphenylphoshinen.*’

Die nachtrdgliche Vernetzung bietet neben der Ldslichkeit und der damit einhergehenden
Charakterisierbarkeit der Polymere den Vorteil, dass nicht nur die freie radikalische
Polymerisation, sondern auch kontrollierte Polymerisationsmethoden angewendet werden

konnen.

1.5.3 Physikalische Hydrogele

Physikalische Hydrogele werden iiber nicht-kovalente Bindungen, wie z.B. ionische
Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen vernetzt.
Diese Vernetzungen werden oft durch die Anderung duBerer Bedingungen wie z. B. des pH-
Wertes, der Temperatur oder der Konzentration hervorgerufen.”® Die physikalische Vernetzung
ist im Gegensatz zur chemischen Vernetzung reversibel und nicht permanent,”’ daher sind
physikalische Hydrogele 16slich und lassen sich iiber die géngigen Analysemethoden
charakterisieren. AuBerdem laufen bei der Vernetzung keine Reaktionen ab, fiir die toxische
Vernetzer oder Katalysatoren bendtigt werden, wodurch sich physikalische Hydrogele
besonders gut zur dreidimensionalen Einbettung von Zellen eignen.”? Physikalische Hydrogele
setzen sich bei der Entwicklung von Biomaterialien zunehmend durch, da sie sich durch
Eigenschaften auszeichnen, die fiir natiirliches Gewebe typisch sind wie z. B. ein dynamisches

Verhalten, denn ihre reversible Vernetzung erlaubt es ithnen, mechanische Beanspruchung auf
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molekularer Ebene durch das Brechen und Wiederherstellen von Bindungen zu dispergieren.*’
Zudem erleichtert eine dynamische Hydrogelstruktur die Migration, Ausbreitung und
Proliferation von Zellen, denn auch die extrazelluldre Matrix bietet den Zellen ein dynamisches
Netzwerk, durch das sie sich hindurchbewegen und permanent umstrukturieren kénnen.”
Beispielsweise konnen Fibroblasten iiber Fokaladhdsionen mit einer Zugspannung von

~5500 Pa an ihrer umgebenen Matrix ziehen,'%*1°!

AuBerdem eroffnet die Fahigkeit zur Selbstheilung eine einfache Injizierbarkeit und
Biodruckbarkeit der Hydrogele. Ein Nachteil der physikalischen Hydrogele gegeniiber
chemischen Hydrogelen ist ihre geringere Steifigkeit, da nicht-kovalente Bindungen schwécher
(2-250 kJ mol!) sind als kovalente Bindungen (100-400 kJ mol™!). Durch eine Kombination aus
beiden Vernetzungstypen konnen die Steifigkeit und Elastizitit von natilirlichem Gewebe

jedoch erfolgreich nachgeahmt werden.!'%?

Eines der bekanntesten physikalischen Hydrogele ist das Matrigel®, welches hauptsichlich aus
Laminin, Kollagen IV, Entaktin und Proteoglykan besteht und temperaturabhédngig geliert.
Wihrend es bei 4 °C als Fliissigkeit vorliegt, bildet es in einem Temperaturbereich von
22-37 °C irreversibel ein Gel aus. Dabei fungiert Entaktin als Vernetzer zwischen Laminin und
Kollagen IV.!® Auf Seiten der synthetischen Polymere ist Poly(N-isopropylacrylamid)
(PNIPAAm) ein bekanntes thermoresponsives Polymer, das beim Uberschreiten der unteren
kritischen Losungstemperatur (lower critical solution temperature, LCST) oder Unterschreiten

der oberen kritischen Losungstemperatur (upper critical solution temperature, UCST) ein Gel

bildet 104,105

Haufig in der 3D-Zellkultivierung verwendete ionische Hydrogele sind Alginat-Hydrogele.
Dabei werden die Alginat-Polysaccharide iiber die Wechselwirkung mit Calciumionen

vernetzt,>10

Eine physikalische Vernetzungsmethode, die vor allem auf hydrophoben Wechselwirkungen
beruht, ist die Wirt-Gast-Vernetzung. Verglichen mit den anderen nicht-kovalenten
Vernetzungen konnen mit Wirt-Gast-Vernetzungen hohere Bindungsstirken erreicht und somit
eine schnelle Gelierung ermdglicht werden.!” 1% AuBerdem stellt die Wirt-Gast-Vernetzung
aufgrund der genauen Anpassung der Gast- auf die Wirtmolekiile eine hoch selektive
Vernetzungsmethode dar.!'® Die meisten Wirt-Gast-Hydrogele basieren auf den

makrocyclischen Cucurbiturilen und zu einem noch gréferen Anteil auf Cyclodextrinen. Die

10
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Bevorzugung der Cyclodextrine ist vor allem in ihrer guten Biokompatibilitét, einfacheren

Funktionalisierbarkeit und niedrigen Kosten begriindet.!!!"!14

Da die Vernetzung der Hydrogele in dieser Arbeit iiber Wirt-Gast-Komplexe mit B-Cyclodextrin
realisiert werden soll, wird im Folgenden ndher auf die strukturellen Eigenschaften von

Cyclodextrinen sowie deren Eigenschaften als Komplexbildner eingegangen.

1.6 Cyclodextrine

Cyclodextrine (CDs) sind cyclische Oligosaccharide, die aus a-1,4-glycosidisch verkniipften

Glucoseeinheiten bestehen.'?®

Die Glucoseeinheiten besitzen jeweils zwei sekundére
Hydroxylgruppen in C2- und C3-Position, die aufgrund der *C;-Sesselkonfiguration alle auf
einer Seite des Molekiils angeordnet sind. AuBlerdem befinden sich in C6-Position der
Glucoseeinheiten primédre Hydroxylgruppen, die sich alle auf der anderen Seite des Molekiils
anordnen. Da der Umfang der beiden Hydroxylgruppenrinder unterschiedlich groB ist, ergibt

sich fiir die Cyclodextrine, wie in Abbildung 4 gezeigt, eine Kegelstumpfform.'®

OH2 OH3
a
—_— OH
—_——— / >
4 H,C6
a a=ca.500pm © 5 o o
780pm P a=ca. 620 pm 3
Yy a=ca.800pm HO \ 1 H H4
H5 OH
H3
o]
C6H OH6
2

Abbildung 4: Struktureller Aufbau von Cyclodextrinen.!'!”

Hergestellt werden Cyclodextrine durch den enzymatischen Abbau von Stirke mithilfe von
Cyclodextrin-Glucosyl-Transferasen  (CGTasen). Die CGTasen werden aus den
Mikroorganismen Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca oder Bacillus circulans gewonnen.
Bei der Behandlung der Stirke mit den CGTasen entstehen Cyclodextrine verschiedener
GroBen, die a-, B- und y-Cyclodextrine, die iiber verschiedene Technologien, z. B. die non-
solvent- oder die solvent-Technologie, nach oder wihrend der Produktion aufgetrennt werden
konnen. Mittlerweile stehen aber auch spezifische Enzyme zur Verfligung, die die
Cyclodextrin-Produktion erleichtern. a-Cyclodextrin besteht aus 6 Glucoseeinheiten, wihrend

sich B- und y-Cyclodextrine aus 7 bzw. 8 Glucoseeinheiten zusammensetzen (Abbildung
5),115.118,119
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Abbildung 5: Molekiilstruktur von a-, B- und y-Cyclodextrin.

In Abhidngigkeit der Anzahl an Glucoseeinheiten verdndern sich auch die Eigenschaften der
Cyclodextrine (Tabelle 1). Die GroBe der Kavitit beispielsweise liegt fiir a-CD bei 4,7-5,3 A,
fiir B-CD bei 6,0-6,5 A und fiir y-CD bei 7,5-8,3 A.!'® Je groBer die Kavitit der Cyclodextrine
ist, desto mehr Wassermolekiile konnen sich in die Kavitét einlagern. Die sich in der Kavitét
befindenden Wassermolekiile weisen aufgrund ihrer eingeschriankten Bewegungsfreiheit und
der geringeren Anzahl an Moglichkeiten, Wasserstoftbriicken zu anderen Wassermolekiilen zu
bilden, einen energetisch ungiinstigeren Zustand als Bulkwasser auf. Mit steigender Anzahl an
Wassermolekiilen in der Kavitdt nimmt der energetische Unterschied dieser Wassermolekiile
im Vergleich zum Bulkwasser ab.!?°

Wird die Wasserldslichkeit der drei Cyclodextrine verglichen, fillt die deutlich niedrigere
Wasserloslichkeit des p-Cyclodextrins auf. Bedingt ist diese Auffilligkeit durch die
Ausrichtung der sekundiren Hydroxylgruppen des B-Cyclodextrins zueinander, wodurch sich
ein Giirtel aus intramolekularen Wasserstoffbriicken bildet, durch den die Wechselwirkung der
Hydroxylgruppen mit den umgebenen Wassermolekiilen reduziert wird und das Molekiil eine

starre Struktur erhalt.'"

Tabelle 1: Eigenschaften von a-, - und y-Cyclodextrinen.

Parameter a-Cyclodextrin p-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Kavititsdurchmesser / A ' 4.7-5,3 6,0-6,5 7,5-8.3
Hohe des Kegelstumpfes / A 16 7,9+0,1 7.9+0,1 7.9+0,1
Kavititsvolumen / A3 116 174 262 472
Wassermolekiile in Kavitit '’ 6 11 17
Wasserloslichkeit / g/L 2! 0,120 0,017 0,180
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Die wichtigste Eigenschaft der Cyclodextrine ist ihre Fahigkeit, verschiedene als Gastmolekiile
bezeichnete Verbindungen in ihre Kavitit einzulagern und damit Wirt-Gast-Komplexe
auszubilden. Diese Fahigkeit beruht auf der Verteilung der hydrophilen und hydrophoben
Molekiilteile in den Cyclodextrinen, denn die hydrophoben Bereiche wie die C3-, C5- und C6-
Wasserstoffatome und die etherartigen glycosidischen Bindungen liegen im Inneren des
Molekiils, wodurch die Kavitdt einen hydrophoben Charakter erhédlt und daher bevorzugt
hydrophobe Gastmolekiile einlagert. Aulerdem sind die nichtbindenden Elektronenpaare der
Etherbindung in das Innere der Kavitdt gerichtet, was die Kavitdt mit einem Lewis-Base-

Charakter ausstattet.'!°

1.6.1 Cyclodextrine als Komplexbildner

Die Grundvoraussetzung fiir die Ausbildung eines Wirt-Gast-Komplexes ist die molekulare
Erkennung (molecular recognition), das heifit, das Gastmolekiil muss der Form und Grof3e nach
in die Kavitit des Cyclodextrins passen.'?? Cyclodextrine fungieren als einseitige Liganden,
denn die Einlagerung des Gastmolekiils erfolgt meist iiber die Seite mit dem groBeren Ring.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofle konnen a-, B- und y-Cyclodextrine verschiedene
Gastmolekiile in ihre Kavitdt einlagern. Sie bilden dabei je nach Gastmolekiil mehr oder
weniger stabile Einschlusskomplexe. Je besser das Gastmolekiil die Kavitéit ausfiillt, desto
stabiler ist der gebildete Komplex. a-Cyclodextrine sind beispielsweise dazu in der Lage,
Alkylketten oder Benzolderivate wie trans-Azobenzol einzulagern. Mit Ferrocen bilden sie 2:1-
Komplexe (a-CD:Ferrocen), wihrend B- und y-Cyclodextrine 1:1-Komplexe mit Ferrocen
ausbilden konnen. Wie anhand der in Tabelle 2 bereitgestellten Assoziationskonstanten K,
deutlich wird, ist der Wirt-Gast-Komplex aus B-CD und Ferrocen am stabilsten, gefolgt von
dem mit y-CD. Die niedrigste Assoziationskonstante weist Ferrocen mit a-CD auf. Dieselbe
Reihenfolge der Komplexstabilititen ist bei der Komplexierung des Adamantanderivates 1-
Adamantylcarboxylat zu erkennen. Der Grund dafiir ist die Ubereinstimmung der
Kavititsgrofe von B-CD mit der Grof3e der Gastmolekiile, wohingegen a-CD die Gastmolekiile
nicht vollstindig einlagern kann, da dessen Kavitét zu klein ist, und die Kavitét von y-CD nicht
vollstdndig von den Gastmolekiilen ausgefiillt wird, weil diese zu grof} ist. Auffillig ist die
besonders grofe Assoziationskonstante K, des Komplexes aus B-CD und dem
Adamantanderivat, die neben der perfekten Passform auch mit dem hydrophoben Charakter des
Adamantanderivates erkldrt werden kann. Mit anderen Adamantanderivaten konnen noch

groBere Assoziationskonstanten K, von bis zu 4 - 10° M™! erreicht werden.'??
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Tabelle 2: Assoziationskonstanten K, einiger Gastmolekiile mit a-, - und y-Cyclodextrinen.

Gastmolekiil Ka ocp/10° M Ko pcp/10° M Ka, y-cp/ 10° M?!
trans-Azobenzol * 4 6 4 -
Ferrocen ? '% 0,24 1,90 0,40
1-Adamantylcarboxylat ¢ 12 0,14 20 3

2 bestimmt mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC); ® bestimmt mittels Rotationsscheibenvoltametrie (RDV); ©

bestimmt iiber Mikrokalorimetrie bei pH 8,5.

Thermodynamisch kann die Komplexbildung als ein Gleichgewichtsprozess aus Assoziation
und Dissoziation des Cyclodextrins (CD) mit dem Gastmolekiil (G) betrachtet werden, wie in

Gleichung 1 dargestellt ist:

G + CD

[G-CD] (1)

Die Assoziationskonstante K, ldsst sich somit iiber Gleichung 2 berechnen.

c ([G-CD
Damit die Komplexbildung als ein spontaner Prozess abliuft, muss die Anderung der Gibbs-
Energie AG kleiner als 0 sein. AG beschreibt die Energie, die notwendig ist, damit die
Komplexbildung stattfindet. Sie setzt sich aus einem enthalpischen und entropischen Beitrag

zusammen, was in der GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung verdeutlicht wird:
AG=AH-TAS 3)

Darin stellt AH die Anderung der Enthalpie und AS die Anderung der Entropie dar. Die

Assoziationskonstante K, steht mit der Gibbs-Energie iiber die Gleichung 4 in Beziehung.'?’
AG=-RT - InK, 4)

Die Komplexbildung mit Cyclodextrinen wird zum Teil enthalpisch getrieben, indem sich VAN
DER WAALS-Wechselwirkungen und in einigen Féllen auch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen dem Cyclodextrin und dem Gastmolekiil ausbilden.'”® Vor allem ist die
Komplexierung aber durch den entropischen Beitrag des hydrophoben Effektes getrieben. Der
hydrophobe Effekt beschreibt die Aggregation hydrophober Molekiile in einem wéssrigen
Medium. Dabei werden die Wassermolekiile, die die hydrophoben Molekiile in einer entropisch
unglinstigen Hydrathiille umgeben, freigesetzt, wodurch eine Entropiesteigerung erlangt wird

(Schema 2).
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Schema 2: Schematische Darstellung des hydrophoben Effektes bei der Bildung eines Wirt-Gast-

Komplexes eines Cyclodextrins (modifiziert aus ''°).

Die Freisetzung der Wassermolekiile aus der Cyclodextrinkavitit fithrt neben dem entropischen
Beitrag zusitzlich zu einem enthalpisch giinstigeren Zustand, da die Wassermolekiile in der
Cyclodextrinkavitdt nicht nur in ihren Freiheitsgraden, sondern auch in der Anzahl an
Wasserstoffbriicken eingeschriankt und somit enthalpiereicher sind als das Bulkwasser. Durch
die Freisetzung dieser Wassermolekiile erlangen sie den niedrigeren Enthalpiewert des

Bulkwassers.'?’

AulBlerdem konnen Wasserstoftbriickenbindungen hydrophiler Molekiilteile des Gastmolekiils,
die aus der Kavitdt herausragen, mit den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins den Komplex
zusitzlich stabilisieren. Weitere Beitrdge zur Stabilisierung des Komplexes konnen durch
Konformationsdnderungen oder eine nachlassende Ringspannung des Cyclodextrins

hervorgerufen werden.!3%13!

Aus der Féhigkeit zur Komplexbildung ergeben sich fiir Cyclodextrine zahlreiche
Anwendungen wie z.B. als Konservierungsmittel in der Lebensmittelindustrie,''” als
Losungsvermittler,'3? zur Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen!3*!34

und als Vernetzer in Hydrogelen.

Im Folgenden wird auf Literaturbeispiele zur Vernetzung von Hydrogelen auf der Basis von [3-

Cyclodextrin eingegangen.
1.6.2 Stand der Forschung — B-Cyclodextrin als Vernetzer in Hydrogelen

Grundsétzlich bestehen zwei Moglichkeiten Cyclodextrin-basierte Hydrogele zu erstellen, zum
einen die Bildung von Pseudo-Polyrotaxan-Strukturen, bei denen sich lineare Polymerketten in
die Cyclodextrin-Kavitdt einlagern, und zum anderen die Ausbildung von

Einschlusskomplexen des Cyclodextrins mit kleinen Gastmolekiilen.!*> Da B-Cyclodextrin im

15



Einleitung

Gegensatz zu seinen Analoga o- und y-CD zu grof3 bzw. zu klein ist, um eine bzw. zwei
Polymerketten in dessen Kavitit einzulagern, existieren nur wenige Beispiele, in denen Pseudo-
Polyrotaxan-Strukturen mit f-CD zur Vernetzung von Hydrogelen genutzt wurden. In einigen
Fillen waren Poly(milchsiure)!*® und Poly(propylenglykol)'*” dazu in der Lage, Hydrogele auf

der Basis von Pseudo-Polyrotaxan-Strukturen mit 3-CD zu bilden.

In der Mehrheit der Fille werden Einschlusskomplexe von B-CD mit kleinen Molekiilen wie
Adamantan,'*® Ferrocen,'* Azobenzol,!''? Cholesterin®® und Cholsiure'* dazu verwendet,
Hydrogele zu bilden. Die genannten Gastmolekiile weisen hohe Bindungsaffinititen zu B-CD
auf, insbesondere Adamantan wird aufgrund seiner hohen Assoziationskonstante hdufig als
Gastmolekiil in B-CD-basierten Hydrogelen eingesetzt.!*! AuBerdem zeigen Adamantan/B-CD-
Komplexe reversible, warmeempfindliche Eigenschaften, da die Komplexe bei hoheren
Temperaturen dissoziieren.'!

Die Einschlusskomplexe der Gastmolekiile mit f-CD werden im 1:1-Verhéltnis ausgebildet.
Fiir die Bildung von Wirt-Gast-Hydrogelen auf der Basis dieser Einschlusskomplexe wurden
in den letzten Jahren verschiedene Systeme entwickelt. Zum einen wurden die Gastmolekiile
und die B-CD-Molekiile an separate Polymerketten gebunden und die Hydrogele durch Mischen
der beiden Polymerlosungen gebildet (Abbildung 6A). Eine Voraussetzung dafiir ist die

Wasserloslichkeit der Polymere, daher wurden bei dieser Synthesemethode héufig Polymere

143 ) 144 ) 145
b 3

wie Hyaluronsiure,'#? Alginate, Poly(vinylalkohol Poly(acrylsdure

Poly(methylvinylether-a/t-maleinsiure)'4

verwendet. Da einige der Gastmolekiile oder der
verwendeten Polymere auf externe Trigger reagieren, sind die Hydrogele beispielweise mit
redoxresponsiven (Ferrocen), lichtresponsiven (Azobenzol), thermoresponsiven (PNIPAAm)
oder pH-responsiven (Poly(acrylsdure)) Eigenschaften ausgestattet.

Eine zweite Methode zur Hydrogelbildung auf Basis der Wirt-Gast-Komplexe stellt die
Copolymerisation von Einschlusskomplexen zwischen acrylierten Wirt- und Gastmonomeren
dar (Abbildung 6B). Beispielsweise stellten KAKUTA et al. hoch elastische Hydrogele her,
indem sie B-Cyclodextrin-Acrylamid und N-Adamantan-1-yl-acrylamid in wéssriger Losung
zur Bildung von Komplexen brachten und diese anschlieBend mit Acrylamid
copolymerisierten.'#’

Andere Arbeitsgruppen nutzten Wirt- bzw. Gastvernetzer, um komplementire Gast- bzw.
Wirtpolymere miteinander zu verkniipfen (Abbildung 6C und 6D). Diese Vernetzer konnen bi-
oder multifunktionell sein.”>'*® Zum Beispiel vernetzten OOI et al. p-CD-funktionalisierte

Alginatpolymere sowohl mit einen bivalenten als auch mit einem vier- bzw. achtarmigem PEG-
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Adamantan-Vernetzer und stellten dabei steigende Bindungsaffinititen mit hdherer

Vernetzervalenz fest.'*

Eine weitere Methode zur Erstellung B-CD-basierter Wirt-Gast-Hydrogele verkorpert die
Verwendung amphiphiler B-CD-modifizierter Polymere, die zweischichtige Polymervesikel

bilden und damit ein Gast-funktionalisiertes Polymer vernetzen konnen (Abbildung 6E).!>°

Wirtpolymer Gastpolymer

B) Wirtmakromer

N N Copolymerisation / I . ,I ; [ ‘

Gastmakromer

o T T I Mischen I 111

Wirtpolymer Gastvernetzer ’l \L/L' 'L

D)

TﬁT + \ 1 Mischen

Gastpolymer
Wirtvernetzer

E)

§\§S&/4 . Mischen
mT + UL

Gastpolymer

B-CD-modifiziertes Vesikel

Hydrophiles Polymer Gastmolekiil g-CD

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Wirt-Gast-Hydrogelsysteme auf B-Cyclodextrin-Basis in

Anlehnung an FANG et al..'3*

Insgesamt basieren alle genannten Methoden auf dem Mischen von Wirt- und Gastmolekiilen
in einem wissrigen Medium.'* Aufgrund der reversiblen Wirt-Gast-Vernetzung besitzen die

Hydrogele selbstheilende Eigenschaften. Mit Hydrogelen, die iiber Adamantan und [-
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Cyclodextrin vernetzt wurden, konnte eine Selbstheilungseffizienz von bis zu 100 % erreicht
werden.'>1>2 Dynamische Polymernetzwerke wie diese dhneln der extrazelluliren Matrix und
heben sich dadurch im Bereich der 3D-Zellkultivierung von kovalent vernetzten Hydrogelen
ab, denn die reversiblen Vernetzungen kdnnen von Zellen zur Seite geschoben werden, sodass
diese innerhalb des Netzwerkes wachsen konnen. Beispielsweise war in einer Studie von YANG
et al. durch die reversiblen Vernetzungen eine Zellkraft-induzierte Reorganisation des
Netzwerkes moglich, die zu schnellem Wachstum, Assemblierung und Differenzierung der
eingebetteten Zellen beitrug.!'*!*° Das von YANG et al. verwendete Hydrogel bestand aus zwei
Hyaluronséurepolymeren, von denen eines mit Adamantylgruppen und RGD-Peptiden entlang
der Polymerkette modifiziert war und das andere kovalent mit B-Cyclodextrin funktionalisiert
wurde. Zum Vergleich wurden ein Hydrogel, bei dem Cholinséure anstelle von Adamantan am
Polymer immobilisiert wurde, und ein kovalent vernetztes Hyaluronsaure-Hydrogel hergestellt.
Diese drei Hydrogele wurden beziiglich des 3D-Zellverhaltens miteinander verglichen, wobei
das mit Adamantan/B-CD-Komplexen vernetzte Hydrogel die stirkste Adhdsion hervorbrachte,
da es die Vernetzung mit der kiirzesten Lebensdauer aufwies und somit von den Zellen am

einfachsten umzuorganisieren war (Abbildung 7).'4°

R Dynamic crosslink (CD-ADA
)‘//& 5_ Preor?::g:?“ 2:\-ADA yn s N Iil(elime ) f[uoresqnce staine_d\ cells

| ) i k

Kon,a0a=~10°M-'s°1 ) /’ W 7— =
e T e O R . -k )
Koss=~10°s" [ % D o €
e 18 hours. . ~
R 0 3 Days
- & ©
Konea=~10'MIst o L 77 g ®© ®© ©
fos kA ) f——— ‘; uv ®© -4
Konea=~107s" < ¢ Dynamic crosslink (CD-CA) .
Preorganized HA-CA .
with longer lifetime
macromer
. i E}:& s. R = RGD peptide for cell adhesion = = Ac-f-CD

Abbildung 7: Darstellung der von YANG et al. entwickelten Hyaluronsidure-Hydrogele, die tiber
Adamantan/B-CD-Komplexe bzw. Cholinséure/pB-CD-Komplexe vernetzt und zur 3D-Einbettung von

humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) verwendet wurden. !4

In weiteren Hyaluronsédure-basierten Hydrogelen, die iiber Adamantan/B-CD-Komplexe
vernetzt wurden, konnten ebenfalls 3D-Einbettungen verwirklicht werden, in einigen
Beispielen wurden diese wie bei YANG et al. mit Peptiden funktionalisiert.”” Viele der
Hyaluronsédure-basierten Hydrogele enthielten jedoch keine Peptide zur Erhéhung der

Bioaktivitat.'4%133154 In zwei Publikationen von RODELL et al. und einer weiteren von JEONG et
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al. wurden Hyaluronsiure-basierte =~ Adamantan/B-CD-Hydrogele mit integrierten
Peptidsequenzen hergestellt, diese wurden allerdings nicht fiir 3D-Zellkultivierungen, sondern
zur Injektion in Gewebe eingesetzt.'>>1>” Neben der Hyaluronséure, die ein hiufiger Vertreter
der natiirlichen Polymere in 3D-Zellexperimenten ist, haben sich auch andere natiirliche
Polymere wie Alginate und Gelatine als Polymerriickgrat fiir die Adamantan/B-CD-Vernetzung
in der 3D-Zelleinbettung bewihrt.!>* 16! Doch bei diesen ist die Modifikation mit Peptiden
entlang der Polymerkette selten in der Literatur zu finden. Synthetische Hydrogele mit
Adamantan/B-CD-Vernetzung, die in 3D-Zellexperimenten getestet wurden, sind im Vergleich
zu den natiirlichen Hydrogelen in der Unterzahl und nur wenige von ihnen werden mit Peptiden
modifiziert.'> In den meisten synthetischen Adamantan/B-CD-Hydrogelen werden weder
Peptide noch kationische Einheiten fiir die Biofunktionalisierung eingesetzt.!#6:163-165 Sowohl
bei den natiirlichen als auch bei den synthetischen Wirt-Gast-Hydrogelen wird eine kationische
Modifikation nur selten genutzt, obwohl dieser eine adhdsionsfordernde Eigenschaft
nachgewiesen wurde.!>1%® Eine Kombination aus Kationik und Peptiden in Adamantan/B-CD-
Hydrogelen ist zum heutigen Stand nicht bekannt. Daher sollten in dieser Arbeit Adamantan/(3-
CD-Hydrogele mit entsprechender Funktionalisierung entwickelt und in 3D-Zellkultivierungen

getestet werden.
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2. Zielsetzung

Hydrogele sind in der Zellbiologie als kiinstliche extrazellulire Matrix seit vielen Jahren
unersetzbar. Da synthetische Hydrogele den natiirlichen Hydrogelen durch ihre kontrollierbare
Zusammensetzung {iberlegen sind, sollten in dieser Arbeit vollsynthetische Hydrogele
entwickelt werden. Die Vernetzung dieser Hydrogele sollte auf den dynamischen Wirt-Gast-
Komplexen zwischen B-Cyclodextrin und Adamantan beruhen, um den Hydrogelen die
Fahigkeit zur Selbstheilung zu verleihen. Diese dynamische Netzwerkstruktur erleichtert die
3D-Zelleinbettung sowie die Zellproliferation und -migration. Dadurch sollen die in dieser
Arbeit hergestellten Hydrogele eine Alternative zu den derzeit verwendeten Materialien in der

3D-Zellkultivierung bieten.

Die Wirt-Gast-Hydrogele sollten durch kationische Comonomere mit adhdsionsfordernden
Einheiten ausgestattet werden. Aulerdem wurde eine Funktionalisierung der Hydrogele mit
biologisch aktiven Komponenten {iber eine Copolymerisation von Peptidmonomeren bzw. eine
polymeranaloge Peptidkopplung angestrebt (Schema 3A, Kapitel 3 und 4). Zusitzlich sollten
dual-vernetzte Hydrogele zur Erh6hung der Steifigkeit der Hydrogele bei gleichzeitigem Erhalt
der selbstheilenden Eigenschaften entwickelt werden (Schema 3B, Kapitel 5). Die
mechanischen Eigenschaften der physikalischen und dualen Hydrogele sollten durch die
Variation der Parameter Vernetzungsdichte und Gesamtpolymerkonzentration im Hydrogel
verdndert und iiber rheologische Methoden charakterisiert werden. Die daraus abzuleitenden
Struktur-Eigenschaftsbeziechungen sollen eine gezieltere Anpassung der mechanischen
Eigenschaften auf die gewiinschte Anwendung der Hydrogele ermoglichen.

Zur Bestimmung der Biokompatibilitit der Polymere sollten Zytotoxizititsassays durchgefiihrt
werden. Dariiber hinaus galt es, in 3D-Zellexperimenten den Einfluss der Steifigkeit, der
Peptidkonzentration und der Ladung der Hydrogele auf das Zellverhalten zu untersuchen.
Dadurch sollten die entwickelten Hydrogele hinsichtlich eines Einsatzes in der 3D-
Zellkultivierung optimiert werden, sodass sie die damit verbundenen Materialanforderungen
erfiillen. Zu diesen Anforderungen gehoren die Biokompatibilitit, die Modifizierbarkeit der
mechanischen und chemischen/biologischen Eigenschaften, die Charakterisierbarkeit der
Zusammensetzung und eine einfache und skalierbare Synthese der Hydrogele. Zudem ist die
Transparenz  der  Materialien eine  Grundvoraussetzung  fiir ~ mikroskopische

Untersuchungsmethoden in der Zellbiologie.
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A) + >
Gastpolymer = = 4
Physikalisches Hydrogel
N
B) + + >
Wirtpolymer Gastpolymer N
Kovalenter
Vernetzer

Duales Hydrogel

MR p-Cyclodextrin @ Adamantan \Peptid

Schema 3: Schematische Darstellung der physikalischen (A) und dualen (B) Hydrogelsysteme dieser
Arbeit.
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3. Synthese und Charakterisierung von Wirt-Gast-Hydrogelen

3.1 Entwicklung des Hydrogelsystems

Das physikalische Hydrogelsystem dieser Arbeit sollte aus zwei komplementiren Polymeren
bestehen, einem Wirt- und einem Gastpolymer, die beide I6slich und somit durch
Standardmethoden wie die 'H-NMR-Spektroskopie und die Gelpermeationschromatographie
(GPC) charakterisierbar sein sollten. Eine gute Charakterisierbarkeit der Polymere ist fiir die
gezielte Modifikation der chemischen und damit der mechanischen Eigenschaften essentiell.
Durch das Mischen der Wirt- und Gastpolymere in wissriger Losung sollten Hydrogele
ausgebildet werden. Die Wirt-Gast-Vernetzung wurde gewihlt, da sie eine dynamische
Vernetzung ermoglicht und im Gegensatz zu anderen physikalischen Vernetzungen eine hohere
Bindungsstirke bietet, wodurch auch physikalische Hydrogele mit hoheren Steifigkeiten
erzeugt werden konnen.'””"1% Das Wirtpolymer wurde mit B-Cyclodextrin als Wirtmolekiil
funktionalisiert, da B-CD sich im Vergleich zu anderen Wirtmolekiilen, wie Cucurbiturilen,
durch eine gute Wasserloslichkeit, kostenglinstige Synthese und sehr gute Biokompatibilitdt
auszeichnet.!!''™!!3 Da Adamantanderivate zu den Gastmolekiilen des B-CD mit der hdchsten
Assoziationskonstante zdhlen, sollten Adamantylamin-Acrylamide in das Gastpolymer
einpolymerisiert werden. In der Literatur wird ein GroBteil der iiber f-CD und Adamantan
vernetzten Hydrogele auf der Basis von natiirlichen Polymeren wie Alginaten und
Hyaluronsiure hergestellt,!4%143:135:158.167 djeg sollte in dieser Arbeit gedindert werden, indem ein

synthetischer Ansatz gewihlt wurde.

Da das Hydrogelsystem iiber eine mdglichst einfache Synthese hergestellt werden sollte,
wurden die Polymere basierend auf Acrylaten und Acrylamiden mittels der freien radikalischen
Polymerisation (FRP) synthetisiert. Die FRP besitzt den Vorteil, dass sie tolerant gegeniiber
vielen verschiedenen Monomeren und &dufBleren Einfliissen ist, somit ist wahrend des
Polymerisationsprozesses lediglich der Ausschluss von Sauerstoft und radikaliibertragenden
Verbindungen zu beachten. Dariiber hinaus kann die FRP unter milden Bedingungen
durchgefiihrt und einfach skaliert werden. Die Verwendung von Acrylaten und Acrylamiden ist
auBerdem dank ihrer groBen Monomervielfalt vorteilhaft.?>!®®  Aufgrund dieses
vollsynthetischen Ansatzes besteht anders als bei natiirlichen Polymeren keine Gefahr von
groBen Chargendifferenzen, zu hohen Abbauraten oder der Ubertragung von tierischen

Pathogenen.*®>’
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Die Polymere wurden mit Blick auf die zellbiologische Anwendung auf der Grundlage von
hydrophilen und biokompatiblen Monomeren entwickelt. Daher wurde als Hauptmonomer auf
das kommerziell erhiltliche und schon zahlreich in der Biomedizin angewendete Monomer
N,N-Dimethylacrylamid (DMA) zuriickgegriffen. DMA besitzt eine exzellente Loslichkeit in
Wasser und den meisten organischen Losungsmitteln und weist aufgrund seines tertidiren Amids
eine hohere Hydrolysestabilitit als Acrylamid auf.'® Es wurde hiufig zur Synthese von
Hydrogelen angewendet, die in Verbindung mit Zellen eingesetzt wurden.'””'7? Da die
Adamantanmolekiile tiber eine Copolymerisation in das Polymer integriert werden sollten,
wurde 1-Adamantylamin iiber einen Linker mit einer Acrylamidgruppe verbunden. Die Léange
des Linkers beeinflusst die spitere Komplexierung im Hydrogel maBgeblich. So stellten
KOOPMANS et al. eine 100-fach héhere Nullviskositit ihrer Wirt-Gast-Hydrogele fest, als sie
einen Hexyl-Linker verwendeten anstelle einer direkten Bindung der Adamantylgruppe an das
Polymerriickgrat. Die Verwendung eines Dodecyl-Linkers hingegen fiihrte wiederum zu einer
Verringerung der Nullviskositdt der Hydrogele. Analog dazu wiesen WANG et al. iiber NOESY-
Messungen eine schwichere Wechselwirkung zwischen B-CD-Protonen und Adamantyl-
Protonen in Abwesenheit eines Linkers als bei der Verwendung eines Hexyl-Linkers nach. Die
weitere Verlingerung des Linkers zu einer Dodecylkette fiihrte zu Wechselwirkungen der -
CD-Kavitdt mit den Linker-Protonen und einer schwécheren Wechselwirkung zwischen den
Adamantyl-Protonen und den B-CD-Protonen. Beide Arbeitsgruppen erkldren die schlechtere
Komplexierung ohne Linker mit einer sterisch storenden Wirkung des Polymerriickgrats,
wihrend der Linker die Zuginglichkeit der Adamantylgruppe verbessert. Mit steigender
Linkerldnge wird allerdings dessen Flexibilitit erhoht, wodurch dieser in die B-CD-Kavitét
eingelagert werden kann und somit in Konkurrenz zu der Adamantylgruppe steht.!”>174
AuBerdem beobachteten KRETSCHMANN et al. eine beschleunigte Rekomplexierung von
Adamantylgruppen und B-CD nach einer Dissoziation, wenn ein Hexyl-Linker anstelle keines
Linkers verwendet wurde.!” Diese Erkenntnis lisst auf eine schnellere Selbstheilung der
Hydrogele bei der Verwendung eines Linkers schlieBen. Basierend auf den Literaturergebnissen
wurde in dieser Arbeit eine Hexylkette als Linker gewéhlt, somit ergab sich 6-Acrylamido-N-

(adamantyl)hexanamid (AdHexAAm) als Gastmonomer.

Zusitzlich sollte ein kationisches Monomer in das Gastpolymer integriert werden, welches zwei
Funktionen zu erfiillen hatte. Zum einen sollte es die Wasserloslichkeit des Copolymers
erhohen, die besonders durch hohere Molanteile des hydrophoben Adamantanmonomers
reduziert werden kann. Zum anderen hatte das kationische Monomer die Aufgabe, die

Zelladhision zu verbessern. Die Zelladhésion ist ein Prozess, durch den Zellen an anderen
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Zellen oder der extrazelluliren Matrix haften. Diese Zellhaftung ist die Grundlage fiir die
Zellkommunikation und -regulation.!”® Verschiedene Forschungsarbeiten zeigten, dass Zellen
aktiv iiber grofe Adhisionskontakte, die Fokalkontakte, an ihrer Umgebung ziehen, um
dadurch Informationen iiber die mechanischen Eigenschaften ihrer Umgebung zu sammeln, die
fiir zelluliire Entscheidungsprozesse von Bedeutung sind.”*!'””17® Die Zelladhision kann durch
kationische Ladung unterstiitzt werden, da sich elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
der kationisch geladenen Oberfliche und der negativ geladenen Zellmembran ausbilden.!”
Bekannt sind in der Zellkultivierung kationische Oberfldchen auf der Basis von Poly-L-Lysin
und Poly(ethylenimin)-Beschichtungen, die die Zelladhdsion mithilfe der Ladung als
unspezifische Bindungsfaktoren vermitteln.!8%!8! In aktuelleren Arbeiten wurden acrylat- oder
acrylamidfunktionalisierte Alkylamine, die aufgrund ihrer Basizitit abhingig vom pH-Wert
protoniert vorliegen, eingesetzt, aber auch quartire Amine wurden zur Beeinflussung der
Zelladhidsion verwendet. Diese Variante besitzt gegeniiber den Beschichtungen den Vorteil,
dass die Menge an kationischer Ladung besser eingestellt und mit anderen biologisch aktiven
Einheiten wie Peptiden kombiniert werden kann.'®®!32-1%% Der Einbau von kationischen
Ladungen in die in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele sollte iiber eine Copolymerisation des
acrylatfunktionalisierten quartiren Amins [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid
(TMAEA) erfolgen, da dieses gegeniiber den nicht quartiren Alkylaminen permanent und pH-

Wert unabhingig kationisch geladen ist und sich zusitzlich als hydrolysestabiler erweist.?’

Aus den drei Monomeren DMA, AdHexAAm und TMAEA sollte das in Abbildung 8
dargestellte  Gastpolymer in verschiedenen Monomerverhdltnissen {iber einfache

Copolymerisation hergestellt werden.

Das Gastpolymer sollte ebenfalls hauptsidchlich aus dem hydrophilen Monomer DMA
aufgebaut sein. Das Wirtmolekiil B-Cyclodextrin sollte allerdings nicht wie das Gastmolekiil
als Monomer iiber eine Copolymerisation in das Polymer eingebaut werden, da dies, wie
beispielsweise in den Arbeiten von IKURA et al. gezeigt, zu einer dynamischen kovalenten
Vernetzung fiihren wiirde, indem das Polymer wéhrend der Polymerisation durch die B-CD-
Kavitit hindurchwichst.!®> Stattdessen sollte eine polymeranaloge Immobilisierung eines p-
CD-Derivates erfolgen. In der Literatur wird B-Cyclodextrin hdufig mit Ethylendiamin
monofunktionalisiert und iiber eine Amidkupplung an Carboxylgruppen-haltigen Polymeren,
meist Polysacchariden, immobilisiert.!**146186 [ singere Linker werden selten zusitzlich
eingebracht.!>*!%” Um die Hydrogele hinsichtlich der Vernetzungseffizienz und einer guten

Selbstheilungsfahigkeit zu optimieren, sollte hier ein Hexyl-Linker zwischen das
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Polymerriickgrat und B-CD gesetzt werden. Dafiir sollte das Monomer Acrylamidohexanséure
(HexAAm) mit DMA copolymerisiert und das Ethylendiamin-funktionalisierte B-CD (B-CD-
EDA) tiber eine Amidkupplung mit der Carboxylgruppe von HexAAm verbunden werden. Ein
Aspekt, der bei der Verwendung von HexAAm allerdings zu beachtet ist, ist die pH-Wert
abhingige Deprotonierung der Carboxylgruppen. Im protonierten Zustand bilden sich
Wasserstoffbriicken zwischen den Carboxyl- und den Amidgruppen des Monomers aus,
wiahrend im deprotonierten Zustand eine AbstoBung der negativ geladenen Carboxylatgruppen
stattfinden kann. Da PHADKE et al. basierend auf diesen Wechselwirkungen pH-Wert abhéngige
reversible Hydrogele herstellten,'® wurde in Vorexperimenten zu dieser Arbeit der Einfluss von
nicht vollstdndig mit B-CD-EDA umgesetzten HexAAm-Einheiten auf die mechanischen
Eigenschaften der Hydrogele wuntersucht. Dafiir wurden Hydrogele mit gleicher
Vernetzungsdichte und verschiedenen HexAAm-Anteilen hergestellt und rheologisch
charakterisiert. Dabei wurde kein signifikanter Unterschied der mechanischen Eigenschaften
zwischen Hydrogelen mit h6heren und niedrigeren HexA Am-Anteilen festgestellt, wodurch ein
nicht vollstindiger Umsatz von HexAAm fiir das in dieser Arbeit verwendete Hydrogelsystem
kein Problem darstellt, dennoch wurde in den nachfolgenden Polymer-Synthesen ein moglichst
guter Umsatz der HexAAm-Einheiten mit f-CD-EDA anvisiert. Das angestrebte Wirtpolymer

ist in Abbildung 8 zusammen mit dem Gastpolymer dargestellt.

C
stat 0O (o) stat,

® ,°
/T\
TMAEA
HexAAm @

(% % AdHexAAm

P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA)
Gastpolymer
O OH
H
o)
o ol
OH

HO
B-CDHexAAm

P(DMA-co-HexAAm-co-3-CDHexAAm
Wirtpolymer

Abbildung 8: Zusammensetzung der B-Cyclodextrin- und Adamantanpolymere fiir die Herstellung
von Wirt-Gast-Hydrogelen.
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Zur Charakterisierung des Hydrogelsystems basierend auf diesen beiden Polymeren und um zu
priifen, ob die Anforderungen fiir eine zellbiologische Anwendung erfiillt werden kdénnen,
werden in den folgenden drei Abschnitten die Modifizierbarkeit der mechanischen
Eigenschaften (Abschnitt 3.2), die Funktionalisierung mit biologisch aktiven Liganden sowie
deren Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften (Abschnitt 3.3) und die Biokompatibilitét
der Wirt-Gast-Hydrogele (Abschnitt 3.4) untersucht.

3.2 Einfluss der Vernetzungsdichte und Polymerkonzentration auf die

mechanischen Eigenschaften der Wirt-Gast-Hydrogele

Da die mechanischen Eigenschaften von Hydrogelen einen maBgeblichen Einfluss auf das
Zellverhalten haben und daher die gezielte Einstellbarkeit dieser Eigenschaften von Interesse
ist, soll in diesem Abschnitt die Abhéngigkeit der Steifigkeit, Elastizitit und der Selbstheilung
der Hydrogele von den Parametern Vernetzungsdichte und Gesamtpolymerkonzentration
untersucht werden. Dafiir wurden zunichst die Wirt- und Gastpolymere mit drei verschiedenen
Anteilen an Adamantan und p-Cyclodextrin hergestellt und anschlieBend die daraus

hergestellten Hydrogele rheologisch charakterisiert.

3.2.1 Synthese der Wirtpolymere

Fiir die Synthese der Wirtpolymere wurden zunéchst die Prapolymere P(DMA-co-HexAAm)
PPCD1-PPCD3 iiber eine freie radikalische Polymerisation von DMA und 6-N-
Acrylamidohexansdure (HexAAm) hergestellt (Schema 4).

189 {iber eine SCHOTTEN-

Das Monomer HexAAm wurde in Anlehnung an die Literatur
BAUMANN-Reaktion zwischen 6-N-Aminohexansdure und Acryloylchlorid synthetisiert und in
einer Ausbeute von 40 % erhalten. Die Struktur und Reinheit von HexAAm wurde iiber
"H-NMR- und "*C-NMR-Spektroskopie nachgewiesen. Die entsprechenden Spektren sind im
Anhang gezeigt (Abbildungen Al und A2). HexAAm wurde in den Molanteilen 5,1 mol%
(PPCD1), 7,6 mol% (PPCD2), und 10,1 mol% (PPCD3) zum Polymerisationsgemisch
hinzugegeben, um Polymere mit drei verschiedenen Vernetzeranteilen herstellen zu kdnnen.
Die Polymerisation wurde mit Azobis(isobutyronitril) (AIBN) als Initiator bei 70 °C in DMSO

durchgefiihrt. Anschlieend wurden die Polymergemische iiber eine Dialyse gegen Wasser

aufgereinigt und lyophilisiert.
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Schema 4: Synthese von 3-CD-EDA iiber f-CD-OTs sowie die Synthese und 'H-NMR-Spektren
(DMSO-dg) der Wirtpolymere PCD1-PCD3 mit der Zuordnung der Signale, iiber die die

Polymerzusammensetzung bestimmt wurde.

Die erhaltenen Zusammensetzungen der Pripolymere wurden iiber 'H-NMR-Spektroskopie
ermittelt und weichen nur geringfiigig von den eingesetzten Monomerverhéltnissen ab (Tabelle
3). AuBerdem wurden die mittleren Molmassen M, und Dispersititen D der Pripolymere iiber
Gelpermeationschromatographie (GPC) bestimmt. Die erhaltenen mittleren Molmassen der
Prapolymere liegen zwischen 151700 Da (PPCD1) und 62600 Da (PPCD3) und die
Dispersititen befinden sich in einem fiir eine freie radikalische Polymerisation niedrigen
Bereich. Um im nédchsten Schritt -CD an die Carboxylgruppen der Priapolymere kuppeln zu
kénnen, wurde es nach einem literaturbekannten Verfahren!®® zundchst mit p-

Toluolsulfonylchlorid (p-TsCl) zu Mono-(6-O-(p-tolylsulfonyl))-B-cyclodextrin (B-CD-OTs)
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umgesetzt. B-CD-OTs ist eines der wichtigsten Zwischenprodukte des B-Cyclodextrins, da die
Tosylgruppe im Gegensatz zur Hydroxylgruppe eine sehr gute Abgangsgruppe darstellt, die mit
verschiedenen Nukleophilen substituiert werden kann.'! Die Tosylierung liuft selektiv an den
primdren Hydroxylgruppen in C6-Position des P-Cyclodextrins ab, da die sekundéiren
Hydroxylgruppen fiir das sterisch anspruchsvolle p-TsCl schlecht zugénglich sind. AuBerdem
bildet sich ein Wirt-Gast-Komplex zwischen p-TsCl und B-CD aus, der das Reagenz in die
Nidhe der primidren Hydroxylgruppen bringt. Eine Mehrfachtosylierung wurde iiber die
Reaktionstemperatur und -zeit verhindert, sodass das monotosylierte Produkt mit einer
Ausbeute von 31 % erhalten und die Struktur {iber 'H- und '*C-NMR-Spektroskopie bestitigt
werden konnte (Abbildungen A8 und A9). AnschlieBend wurde B-CD-OTs mit 1,2-
Ethylendiamin zu Mono-6-deoxy-6-ethylendiamin-f-cyclodextrin (B-CD-EDA) in Anlehnung
an die Synthesevorschrift von KANG et al. umgesetzt'®? und nach Aufreinigung iiber
wiederholte Féllungsschritte mit einer Ausbeute von 87 % erhalten. Die Struktur von B-CD-
EDA wurde iiber 'H-NMR-, 3C-NMR- und Massenspektroskopie (MS) nachgewiesen
(Abbildungen A10-A12).

Die Kupplungsreaktion erfolgte schlieBlich, indem die Carboxylgruppen der drei P(DMA -co-
HexAAm)-Priapolymere PPCD1-PPCD3 mit HBTU aktiviert und die dabei entstandenen
Aktivester mit B-CD-EDA nukleophil substituiert wurden. Die Aufreinigung der erhaltenen
Wirtpolymere P(DMA-co-HexAAm-co-B-CDHexAAm) (PCD1-PCD3) fand iiber eine
viertdgige Dialyse gegen Wasser statt, um eine vollstindige Entfernung ungebundener B-CD-
EDA-Molekiile zu erreichen. Die vollstindige Entfernung der ungebundenen B-CD-EDA-
Molekiile ist fiir eine effiziente Hydrogelbildung essentiell, da die freien f-CD-EDA-Molekiile
eine Konkurrenz zu den immobilisierten B-CD-EDA-Molekiile darstellen wiirden. Die
erfolgreiche Synthese der Wirtpolymere wurde iiber 'H-NMR- und FTIR-Spektroskopie
nachgewiesen.

Das FTIR-Spektrum (Abbildung 9) der Wirtpolymere zeigt die charakteristischen Banden von
B-CD bei den Wellenzahlen v 946 cm™, 1025 cm™ und 1153 cm™. Die Bande bei 946 cm™ kann
der Geriistschwingung der R-1,4-Bindung von B-CD zugeordnet werden, wihrend die Banden
bei 1025 cm™ und 1153 cm™ der antisymmetrischen glycosidischen C-O-C-Schwingung und
der gekoppelten C-C/C-O-Streckschwingung  zuzuschreiben sind.!”*>  Auch die
Streckschwingung der Hydroxylgruppen von B-CD ist bei 3286 cm™ zu erkennen. AuBerdem
zeigen die FTIR-Spektren der Pri- und Wirtpolymere bei einer Wellenzahl ¥ von 1617 cm™ die
C=0-Streckschwingung der Amidgruppen.'*®
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Abbildung 9: Reprisentative FTIR-Spektren des Prapolymers PPCD2, des Wirtpolymers PCD2 und
des B-CD-Derivates f-CD-EDA.

Die Monomerverhiltnisse der Wirtpolymere wurden anhand der '"H-NMR-Spektren ermittelt.
Dabei wurde der B-CD-Anteil iiber das Signal der CH-Gruppe von B-CD in Position 1 bei einer
chemischen Verschiebung von 4,84 ppm und der DMA-Anteil anhand des Signals der CH3-
Gruppe bei 3,22-2,64 ppm nach Subtraktion der iiberlagernden Signale bestimmt (Schema 1).

Tabelle 3: Theoretische und experimentell ermittelte Zusammensetzung, mittlere molare Masse M,

und Dispersitit P der Pripolymere PPCD1-PPCD3 und der Wirtpolymere PCD1-PCD3.

Zusammensetzung DMA/HexAAm/B-CDHexAAm / mol% M,/

Polymer b’
theoretisch experimentell® Da"

PPCD1 94,9/5,1/0,0 94,2/5,8/0,0 151700 1,93

PPCD2 92,4/7,6/0,0 91,6/8,4/0,0 120600 1,93

PPCD3 89,9/10,1/0,0 88,7/11,3/0,0 62600 1,84
PCD1 94,9/1,1/4,0 94,2/2,7/3,1 -¢ =€
PCD2 92,4/1,6/6,0 91,6/4,0/4,4 -¢ =€
PCD3 89,9/2,1/8,0 88,7/3,7/7,6 =€ =€

2 bestimmt mittels '"H-NMR aus dem Verhiltnis der Methylprotonen von DMA (3,22-2,64 ppm) zu den Methylenprotonen
neben der Carboxylgruppe von HexAAm (2,19 ppm) und den Protonen in Position 1 von B-CD (4,84 ppm); ® bestimmt {iber
GPC-Messungen mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluenten und PMMA als Standard; ¢ Polymere waren nicht in dem GPC-Eluenten

16slich.

Die theoretischen und aus den 'H-NMR-Spektren bestimmten Zusammensetzungen der

Wirtpolymere sind in Tabelle 3 gezeigt. Da aus vorherigen Experimenten der nicht quantitative
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Umsatz der Kupplungsreaktion von B-CD bekannt war, wurde HexAAm in einem Uberschuss
copolymerisiert, um die gewlinschten Molanteile an -CD im finalen Polymer zu erreichen. Die
resultierten Molanteile an immobilisiertem B-CD liegen mit 3,1 mol% (PCD1), 4,4 mol%
(PCD2) und 7,6 mol% (PCD3) fiir die nachfolgenden Experimente ausreichend nah an den
theoretischen Werten. Die GPC-Daten der Wirtpolymere PCD1 bis PCD3 konnten aufgrund

der schlechten Loslichkeit der Polymere in dem GPC-Eluenten nicht bestimmt werden.

3.2.2 Synthese der Gastpolymere

Die Gastpolymere P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA) (PAd1-PAd3) wurden {iber eine
freie radikalische Polymerisation von DMA, 6-Acrylamido-N-(adamantyl)hexanamid
(AdHexAAm) und [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid (TMAEA) synthetisiert
(Abbildung 10). Dabei sollte das Gastmonomer AdHexAAm in den Molanteilen 4 mol%
(PAd1), 6 mol% (PAd2) und 8 mol% (PAd3) copolymerisiert werden, um mdglichst dhnliche
Anteile an Adamantanmolekiilen in den Gastpolymeren wie B-CD-Molekiilen in den
Wirtpolymeren zu erhalten. Zundchst wurde AdHexAAm anhand der Synthesevorschriften von
RITTER et al. und YAMADA et al. aus HexAAm, Ethylchlorformiat und 1-Adamantylamin

dargestellt (Schema 5).
1. Ethylchlorformiat,

EtsN, 2. Adamantylamin
0°C, THF, 40 min 0°C (2h), RT (24 h) /@
Y hon -2y oA - MJL

-EtzN-HCI -CO,

-EtOH
HexAAm AdHexAAm

Schema 5: Synthese des Monomers AdHexAAm aus HexAAm und Adamantylamin nach Aktivierung
der Carboxylgruppe mit Ethylchlorformiat.

Ethylchlorformiat diente dabei zur Aktivierung der Carboxylgruppe von HexAAm unter
Bildung eines Anhydrids, welches anschlieBend nukleophil mit 1-Adamantylamin substituiert
wurde. AdHexAAm konnte mit einer Ausbeute von 71 % isoliert werden. Die Synthese des
Monomers TMAEA erfolgte iiber eine Methylierung von Dimethylaminoethylacrylat
(DMAEA), bei der das Produkt in einer 99 %igen Ausbeute erhalten wurde. Die Struktur der
Monomere wurde iiber 'H- und '*C-NMR-Spektroskopie nachgewiesen (Abbildungen A3 und
A4).
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Abbildung 10: Freie radikalische Polymerisation von DMA, AdHexAAm und TMAEA zum
Gastpolymer P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA) und ein exemplarisches 'H-NMR (DMSO-ds,
400 MHz) des Gastpolymers PAd3 mit den Zuordnungen der Signale.

Die Copolymerisation der Monomere fand in DMSO bei 70 °C mit AIBN als Initiator statt. Die
anschlieBende Charakterisierung der hergestellten Gastpolymere PAd1-PAd3 iiber 'H-NMR-
Spektroskopie bestitigte ein erfolgreiches Erreichen der gewliinschten Zusammensetzung der
drei Copolymere (Tabelle 4). Der Anteil an AdHexAAm wurde {iber die Protonensignale der
Adamantylgruppe bei 2,05-1,84 ppm, der Anteil an TMAEA iiber das Methylprotonensignal
bei 3,20 ppm und der Anteil an DMA {iber das Methylprotonensignal bei 3,11-2,60 ppm
bestimmt. Zur weiteren Charakterisierung der Gastpolymere wurden GPC-Messungen
durchgefiihrt. Die dabei ermittelten mittleren molaren Massen der drei Polymere lagen mit
Werten zwischen 158400 Da und 178600 Da nah beieinander, was eine gute Vergleichbarkeit
der Polymere ermdoglicht. Die Dispersitéiten der drei Gastpolymere liegen in einem fiir die freie

radikalische Polymerisation typischen Bereich.
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Tabelle 4: Theoretische und experimentell ermittelte Zusammensetzung, mittlere molare Masse M,

und Dispersitdt D der Copolymere PAd1-PAd3.

Zusammensetzung DMA/AdHexAAm/TMAEA / mol%

Polymer M,/Da* D°
theoretisch experimentell®
PAd1 91/4/5 91,8/3,6/4,7 178600 2,00
PAd2 89/6/5 89,8/5,5/4,7 143100 1,89
PAd3 87/8/5 87,1/8,2/4,7 158400 2,21

2 bestimmt mittels 'H-NMR aus dem Verhéltnis der Methylprotonen von DMA (3,11-2,60 ppm) zu den Methylprotonen von
TMAEA (3,20 ppm) und den Adamantylprotonen von AdHexAAm (2,05-1,84 ppm); ° bestimmt iiber GPC-Messungen mit
DMF + 5 g/L LiBr als Eluenten und PMMA als Standard.

3.2.3 Synthese der Wirt-Gast-Hydrogele

Fiir die Synthese der Wirt-Gast-Hydrogele wurden die -CD- und Ad-Polymere zunéchst in
Wasser gelost. AnschlieBend wurden die beiden Polymerlosungen zusammengegeben und
griindlich vermischt (Schema 6). Dabei wurden PAd1 mit PCD1 (G1-G4), PAd2 mit PCD2
(G5-G8) und PCD3 mit PAd3 (G9-G12) in jeweils vier verschiedenen
Gesamtpolymerkonzentrationen (5 = 4, 6, 8, 10 Gew.-%) kombiniert, sodass insgesamt zwolf

verschiedene Hydrogele erhalten wurden.

f‘g“"“% SO

Mischen _
_|_ — ——

. Hydrogel
Wirtpolymer- Gastpolymer-

Losung Losung

Schema 6: Schematische Darstellung der Hydrogelsynthese aus wissrigen Wirt- und

Gastpolymerldsungen.

Die Polymere wurden in einem Mengenverhéltnis gemischt, das ein 1:1-Verhiltnis der B-CD-
und Ad-Einheiten ergab. Das 1:1-Verhéltnis von Wirt- und Gastmolekiil ermdglicht laut
vorausgegangener Studien die effizienteste Vernetzung.!”>!1°#1%> Da die B-CD-Anteile in den
Polymeren unterhalb derer der Adamantanmolekiile liegen, sind sie limitierend fiir die
Gesamtvernetzungsdichte der Hydrogele, die somit fiir G1 bis G4 bei 3,1 mol%, fiir G5 bis G8
bei 4,4 mol% und fir G9 bis G12 bei 7,6 mol% liegt. Die Zusammensetzungen und

Gesamtpolymerkonzentrationen der Hydrogele sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 5: Gesamtpolymerkonzentration  und Zusammensetzung der Hydrogele G1-G12.

Hydrogel f/ mg/mL Gastpolymer Wirtpolymer

G1 4 PAd1 PCD1
G2 6 PAd1 PCD1
G3 8 PAd1 PCD1
G4 10 PAd1 PCD1
GS 4 PAd2 PCD2
G6 6 PAd2 PCD2
G7 8 PAd2 PCD2
G8 10 PAd2 PCD2
G9 4 PAd3 PCD3
G10 6 PAd3 PCD3
G11 8 PAd3 PCD3
G12 10 PAd3 PCD3

Die hergestellten Hydrogele sind in der Abbildung 11A) dargestellt. Die Hydrogele zeigten bei
ihrer Herstellung eine sofortige Zunahme der Viskositit. Dennoch wurden die Hydrogele, um
die vollstindige Ausbildung der Vernetzungen sicherzustellen, erst nach einer mindestens
zwolfstlindigen Wartezeit charakterisiert. Als ein erster Test auf Gel- bzw. Fliissigkeitscharakter
wurden die Probengldser auf den Kopf gestellt (Vial-Inversion-Test). Da alle Gele am
Glasboden haften geblieben und nicht nach unten geflossen sind, deutet der Test auf einen

Gelcharakter aller Hydrogele hin.
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Abbildung 11: Bilder der Wirt-Gast-Hydrogele G1-G12 im Vial-Inversion-Test (A) und des
Hydrogeles G11 zur Verdeutlichung der Transparenz (B).

Dariiber hinaus verdeutlicht Abbildung 11B) die Transparenz der Hydrogele, die fiir viele
Anwendungen, wie beispielsweise Mikroskopieexperimente, von Bedeutung ist.
Fiir die genauere Untersuchung der Struktur-Eigenschaft-Zusammenhénge wurden die Wirt-

Gast-Hydrogele mit rheologischen Methoden charakterisiert.
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3.2.4 Rheologische Charakterisierung der Wirt-Gast-Hydrogele

Uber oszillatorische Amplitudentests sollten der linear-viskoelastische Bereich (LVE-Bereich)

sowie das Speichermodul G” und der Verlustfaktor tand = G"'/G" im LVE-Bereich bestimmt

werden. Mithilfe von G'Lve und tandive lassen sich Aussagen iiber die Steifigkeit

beziehungsweise die Elastizitit der Hydrogele treffen.

Die in Abbildung 12A)-C) dargestellten Amplitudentests der Hydrogele G1-G12 zeigen bei

niedrigeren Scherdeformationen einen Plateaubereich, den linear-viskoelastischen Bereich, der

bei allen Gelen bis zu einer Scherdeformation, der sogenannten Nachgebgrenze yy, von

mindestens 24 % anhélt.
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Abbildung 12: Amplitudentests der Hydrogele G1-G4 mit 3,1 mol% Vernetzer (A), G5-G8 mit

4,4 mol% Vernetzer (B) und G9-G12 mit 7,6 mol% Vernetzer (C) gemessen bei einer konstanten

Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Innerhalb des LVE-Bereiches weisen alle hergestellten Hydrogele einen Gelcharakter auf, da
der Wert des Speichermoduls G den des Verlustmoduls G'” {ibersteigt. Dies bedeutet, dass
schon die niedrigste verwendete Vernetzungsdichte von 3,1 mol% ausreichend war, um ein
Hydrogel zu bilden. Bei stirkerer Scherdeformation ist fiir alle hergestellten Hydrogele ein
Abfall des Speicher- und des Verlustmoduls zu beobachten, der auf eine Zerstérung der Wirt-
Gast-Vernetzungen hindeutet, die letztlich zum Verlust der Gelstruktur fiihrt. Dieser Verlust der
Gelstruktur ist an dem Schnittpunkt von G" und G, der sogenannten FlieBgrenze, zu erkennen,
die bei allen hergestellten Hydrogelen bei einer Scherdeformation von >100 % liegt und somit
auf eine gute Netzwerkstabilitét hindeutet im Vergleich zu anderen Wirt-Gast-Hydrogelen, die

iiber B-CD und Adamantan vernetzt sind. 46158194

Zur besseren Verdeutlichung der Abhéngigkeit der Steifigkeit und der Elastizitit der Hydrogele
von der Vernetzungsdichte und der Gesamtpolymerkonzentration f wurden die Mittelwerte von
G'rve und tandrve im LVE-Bereich der Amplitudentests bestimmt und in den Abbildungen 16A)
und 16B) gegen die Gesamtpolymerkonzentration f aufgetragen.
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Abbildung 13: Mittelwerte des Speichermoduls G 1ve (A) und des Verlustfaktors tandive (B) der
Hydrogele G1-G12 als Funktion der Vernetzungsdichte und Gesamtpolymerkonzentration bestimmt

im LVE-Bereich der Amplitudentests gemessen bei einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

Die drei verwendeten Vernetzungsdichten wurden in den Abbildungen durch farbliche
Abstufungen markiert. In der Abbildung 13A) ist ein Anstieg des Speichermoduls G'rve und
damit der Steifigkeit der Hydrogele mit der Gesamtpolymerkonzentration zu erkennen. Ein
Einfluss der Vernetzungsdichte auf die Steifigkeit ist erst ab einer Gesamtpolymerkonzentration
von 8 Gew.-% zu beobachten. Bei den 4 Gew.-%igen Hydrogelen (G1, G5, G9) lagen die
Steifigkeiten mit 156-233 Pa und bei den 6 Gew.-%igen Hydrogelen (G2, G6, G10) mit 626-
677 Pa nah beieinander. Bei den 8 und 10 Gew.-%igen Hydrogelen steigt G'Lve und damit die
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Steifigkeit der Hydrogele mit zunehmendem Molanteil an Vernetzermolekiilen. G12 besitzt als
Gel mit dem  groBten  Vernetzeranteil (7,6 mol%) und der  hochsten
Gesamtpolymerkonzentration f (10 Gew.-%) das mit G'rve=1240+171Pa groBite
Speichermodul. Dadurch wird bestétigt, dass ein groBerer B-CD- und Adamantan-Anteil im
Polymer zu mehr Vernetzungen im Hydrogel fiihrt.

Die Auftragung des Verlustfaktors tandive in Abhéngigkeit der Gesamtpolymerkonzentration
und der Vernetzungsdichte in Abbildung 13B) zeigt, dass die Elastizitdt der Hydrogele von der
Vernetzungsdichte abhdngt und unabhéngig von der Gesamtpolymerkonzentration ist. Je hoher
der B-CD- und Adamantan-Anteil ist, desto hoher ist die Vernetzungsdichte und desto grofer
ist die Elastizitdt. Dies zeigt, dass bei den Hydrogelen G1-G12 die Deformationsenergie in der

elastischen Dehnung des Polymernetzwerkes gespeichert wird.

Dartiiber hinaus wurden oszillatorische Frequenztests durchgefiihrt, um den Einfluss der
Polymerkonzentration und der Vernetzungsdichte auf das dynamische viskoelastische Verhalten
der Hydrogele zu untersuchen. Die in Abbildung 14A)-C) gezeigten Frequenztests wurden im
linear-viskoelastischen Bereich bei konstanter Scherdeformation von y=1 % und in einem
breiten Frequenzbereich von 0,1-100,0 Hz durchgefiihrt. In den Abbildungen ist fiir alle zwolf
Hydrogele eine Frequenzabhéngigkeit des Speicher- und des Verlustmoduls zu erkennen,
welche eine typische Eigenschaft von reversibel vernetzten Hydrogelen ist. Die
Frequenzabgingigkeit der Hydrogele nimmt mit steigendem B-CD- und Adamantan-Anteil ab,
denn wihrend G1-G4 einen Schnittpunkt von G" und G** (Sol-Gel-Ubergang) aufweisen, liegt
das Speichermodul G" bei den Hydrogelen G5-G12 iiber den gesamten gemessenen
Frequenzbereich oberhalb des Verlustmoduls G*'. AuBerdem ist der Abstand zwischen G” und
G’ bei den Gelen G9-G12 grofer und die Steigung der Graphen geringer als bei den Gelen
G5-G8. Die sinkende Frequenzabhdngigkeit der Hydrogele deutet auf eine stirkere Vernetzung
hin und ist damit ein weiterer Nachweis der hoheren Vernetzungsdichte durch groflere
Molanteile an f-CD und Adamantan in den Polymeren.

Die Gesamtpolymerkonzentration hingegen fiihrt nicht zu einer Anderung der
Frequenzabhiingigkeit der Hydrogele, denn die Frequenz am Sol-Gel-Ubergang fco der Gele
G1-G4 bleibt trotz der Erhohung der Gesamtpolymerkonzentration nahezu konstant
(Abbildung 14A)), Tabelle Al). Auch die Steigung der Graphen in den Abbildungen 14B) und
14C) dndert sich nicht mit der Gesamtpolymerkonzentration, was in Ubereinstimmung mit der
Auswertung der Amplitudentests (Abbildung 13B)) verdeutlicht, dass die Erhoéhung der
Gesamtpolymerkonzentration nicht zu mehr elastischen Vernetzungen fiihrt, aber zu mehr

Steifigkeit durch starkere Fiillung.
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Abbildung 14: Frequenztests der Wirt-Gast-Hydrogele G1-G4 mit 3,1 mol% Vernetzer (A), G5-G8

mit 4,4 mol% Vernetzer (B) und G9-G12 mit 7,6 mol% Vernetzer (C) gemessen bei einer konstanten

Scherdeformation y von 1 % und 25 °C.

Die Amplituden- und Frequenztests haben gezeigt, dass die Netzwerkstruktur der hergestellten

Hydrogele iiber die Molanteile an B-CD und Adamantan in den Polymeren und die

Gesamtpolymerkonzentration eingestellt werden kann. Diese Ergebnisse stimmen mit

Erkenntnissen von RODELL et al., die Wirt-Gast-Hydrogele auf Hyaluronsidure-Basis hergestellt

und rheologisch charakterisiert haben, iiberein.!>! AuBerdem konnen die in dieser Arbeit

hergestellten Hydrogele Steifigkeiten von 156 Pa bis 1240 Pa erreichen und somit die

Gewebesteifigkeiten von beispielsweise Hirn (1000-3000 Pa),'”® Lungengewebe (840-

1500 Pa)!*” und der Linse (200-10300 Pa)!*®!® nachahmen, wodurch sie potenziell als

kiinstliche Kulturplattform fiir Zellen aus derartigem Gewebe genutzt werden konnen.
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Um die Selbstheilungsfihigkeit der Hydrogele nach einer Deformation, wie beispielsweise
einer Injektion durch eine Spritze zu untersuchen, wurden die Hydrogele Zeitmessungen bei
abwechselnd hoher (500,0 %) und niedriger (0,5 %) Scherdeformation iiber vier Zyklen
ausgesetzt. In Abbildung 14A) ist die Zeitmessung von G4 exemplarisch gezeigt. Die Phase der
hohen Deformation fiihrt zur Zerstorung der Gelstruktur von G4, da G" und G"” in dieser Phase
deutlich sinken und G” unterhalb von G"” liegt. Das Material liegt in dieser Phase folglich als
viskoelastische Fliissigkeit vor. In der anschlieBenden Erholungsphase bei niedriger
Deformation ist fiir G4 ein Riickgang von dem Fliissigkeits- zum Gelcharakter zu beobachten,
da G" den Wert von G"* wieder iibersteigt. Diese Erholung der Gelstruktur ist nach allen vier
Zerstorungsphasen zu erkennen.

Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Selbstheilungsfahigkeit der Gele wurden die Mittelwerte
des Speichermoduls G’ in den Phasen niedriger Scherdeformation in Prozent umgerechnet.
Dafiir wurde der Mittelwert des Speichermoduls G” vor der ersten Zerstérung (Zyklus 0) auf
100 % gesetzt und die Mittelwerte von G” in den nachfolgenden Erholungsphasen im Verhiltnis
zu Zyklus 0 in Prozent angegeben. Die Erholung von G” sowie die Verlustfaktoren tano in den
einzelnen Erholungsphasen sind fiir die Gele G1-G12 in den Abbildungen 15B)-D) dargestellt.
Bei allen zwolf Gelen ist eine partielle Erholung des Speichermoduls iiber vier Zerstorungs-
Erholungs-Zyklen und somit eine Selbstheilungsfdhigkeit zu erkennen. Das Speichermodul
sinkt bei allen Gelen in dem ersten Zerstorungs-Erholungs-Zyklus am stdrksten und in den
nachfolgenden Zyklen nur geringfiigig. Eine Ausnahme davon bilden die 4 Gew.-%igen
Hydrogele G1, GS und G9, bei denen die Selbstheilungsfihigkeit von G mit jedem Zyklus
weiter sinkt. Bei G1 sinkt die Selbstheilungsfahigkeit von G” von Zyklus 1 bis Zyklus 4 um
weitere 25 %, bei G5 um 15 % und bei G9 um 24 %. Auffillig ist auch der Anstieg des
Verlustfaktors tand der 4 Gew.-%igen Hydrogele mit jedem Zerstérungs-Erholungs-Zyklus,
besonders bei GS und G9, wihrend die Verlustfaktoren der {ibrigen Hydrogele iiber alle vier
Zyklen nahezu konstant bleiben. Die Verlustfaktoren der 4 Gew.-%igen Hydrogele steigen ab
Zyklus 2 auf>1, das heif3t, der Gelcharakter dieser Materialien geht verloren. Dies deutet darauf
hin, dass in jedem Zyklus weitere Wirt-Gast-Komplexe irreversibel dissoziieren. Zusétzlich ist
ein Anstieg der Selbstheilungsfahigkeit von G mit zunehmender Gesamtpolymerkonzentration
der Hydrogele zu beobachten, denn von G1 mit 4 Gew.-% bis G4 mit 10 Gew.-% steigt die
Selbstheilungsfahigkeit von G” im ersten Zyklus von 50 + 16 % bei G1 auf 75 + 7 % bei G4.
Bei den Gelen GS (4 Gew.-%) bis G8 (10 Gew.-%) ist ein Anstieg der Selbstheilungsféhigkeit
von G" im ersten Zyklus von 27 +£27 % (GS) auf 62+ 0 % (G8) und bei den Gelen G9
(4 Gew.%) bis G12 (10 Gew.-%) von 32 % auf 42 + 11 % zu verzeichnen. Dieser Anstieg der
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Selbstheilungsfahigkeit mit der Gesamtpolymerkonzentration kann mit einer hdéheren

Stofwahrscheinlichkeit der Wirt- und Gastmolekiile bei hoherer Konzentration erklart werden.

Die Wiederausbildung der Vernetzungen kann folglich schneller erfolgen als bei niedrigerer

Polymerkonzentration. Auch KOOPMANS et al. stellten eine schnellere Rekomplexierung von

B-CD und Adamantanderivaten bei hoherer Konzentration beider Komponenten fest, wodurch

die hier erhaltenen Ergebnisse bestitigt werden.'”
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Abbildung 15: Exemplarischer Selbstheilungstest von G4 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und

500,0 % Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C (A). Prozentuale

Erholung des Speichermoduls G” im Vergleich zu Zyklus 0 und der Verlustfaktor tand in den

Erholungsphasen bestimmt aus den Selbstheilungstest der Hydrogele G1-G4 mit 3,1 mol% Vernetzer
(A), G5-G8 mit 4,4 mol% Vernetzer (B) und G9-G12 mit 7,6 mol% Vernetzer (C).

AuBerdem wird in den Abbildungen 15B)-D) deutlich, dass die Gele mit der geringsten

Vernetzungsdichte von 3,1 mol% (G1-G4) die beste Erholung von G” aufweisen, gefolgt von

den Hydrogelen mit der mittleren Vernetzungsdichte von 4,4 mol% (G5-G8). Die niedrigste
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Erholung von G zeigen die am stédrksten vernetzten Hydrogele mit 7,6 mol% Vernetzung (G9-
G12). Auch der Anstieg des Verlustfaktors tand der 4 Gew.-%igen Hydrogele ist bei geringerer
Vernetzungsdichte weniger stark ausgeprigt, denn bei G1 steigt der Verlustfaktor bis Zyklus 4
auf tand = 1,12, bei G5 auf tand = 1,64 und bei G9 auf tand = 2,61. Dies deutet ebenfalls auf
eine bessere Selbstheilung mit geringerer Vernetzungsdichte hin. Diese Beobachtungen konnen
mit der weicheren Struktur der weniger vernetzten Hydrogele erklart werden, durch die eine
bessere Energiedissipation besteht und die Hydrogele somit weniger stark zerstort werden.
AuBerdem sind schnellere Molekularbewegungen moglich, wodurch die Wiederausbildung der
reversiblen Vernetzungen beschleunigt wird.?”-200-201

Insgesamt kann fiir die untersuchten Gele mit Ausnahme der 4 Gew.-%igen Hydrogele eine
gute Selbstheilungsfahigkeit festgestellt werden, da die Verlustfaktoren tand {iber vier
Zerstorungs-Erholungs-Zyklen nahezu konstant bleiben und die Gele folglich ihre

urspriingliche Elastizitdt nach der Zerstérung wiederherstellen konnen. Lediglich die Steifigkeit

der Gele kann in dem gemessenen Zeitraum von 50 s nur zum Teil wiederhergestellt werden.

Die Fahigkeit zur Selbstheilung der hergestellten Hydrogele wurde zusétzlich in Schema 7
visualisiert. Schema 7 zeigt zwei Hydrogelstiicke, eines davon rot eingefarbt, die direkt
nebeneinandergelegt wurden und sich dann durch Ausbildung reversibler Wirt-Gast-Komplexe
an der Grenzfliche innerhalb weniger Sekunden zu einem Hydrogel vereint haben. Das
Anheben des neu gebildeten Hydrogeles von einer Seite bestdtigt die erfolgreiche Vernetzung

der beiden Hydrogele an der Grenzflache.

Schema 7: Visualisierung der Selbstheilung von G4. Der mit Phenolrot angeférbte und der nicht
angefarbte Teil des Hydrogels G4 wurden vereint und nach wenigen Sekunden Wartezeit mit einer

Pinzette angehoben.

3.2.5 Morphologie der Hydrogele

Zur weiteren Charakterisierung der inneren Struktur der Wirt-Gast-Hydrogele wurden
rasterelektronenmikroskopische =~ (REM)-Aufnahmen der lyophilisierten = Hydrogele

durchgefiihrt. Die Rasterelektronenmikroskopie stellt eine Methode zur Untersuchung der
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Oberflichentopographie und zur Aufklirung der Netzwerkstruktur dar.?°>?% Hydrogele, die in
3D-Zellexperimenten eingesetzt werden, sollten eine pordse innere Struktur aufweisen, die eine
ausreichend schnelle Diffusion von Néhrstoffen, die im Zellkulturmedium enthalten sind, sowie
den ziigigen Abtransport von metabolischen Abfallprodukten erlauben. Das typischerweise in
Zellkulturmedien enthaltene und fiir die Néhrstoffaufnahme der Zellen bendétigte fotale
Rinderserum (FBS) enthilt verschiedene Proteine wie beispielsweise Albumin und Globulin
mit Stokes-Radien Rs von 3,5nm und 13,2 nm.?**?% Die Hydrogele sollten daher eine

Porengrof3e besitzen, die die Diffusion von Molekiilen solcher GroBe zuldsst.

WS-TA-G1-10wt_1000x Mag: 1000x Y
26.03.2024 SE HV: 1 kv WD: 8 mm — 10 pm M§126.03.2024 SE

WS-TA-G1-10wt_2000x

Abbildung 16: REM-Aufnahmen der Hydrogelmorphologie des gefriergetrockneten Hydrogeles G4
in 1000-facher (links) und 2000-facher VergroBerung (rechts).

Abbildung 16 zeigt eine exemplarische REM-Aufnahme des Hydrogeles G4 in 1000-facher
und 2000-facher VergroBerung. Die Aufnahmen zeigen eine pordse Mikrostruktur in dem
lyophilisierten Hydrogel. Die Porengrof3en liegen im Bereich von 10-20 pm und bieten daher
ausreichend Moglichkeiten fiir den Transport von Nahrstoffen oder die Migration von Zellen
bei einer biologischen Anwendung der Hydrogele.?°®*"7 Allerdings ist bei der Betrachtung von
REM-Ergebnissen zu beachten, dass die ermittelte Mikrostruktur stark von dem
Lyophilisierungsprozess des Hydrogeles abhéngig ist und die Poren im gequollenen Gel grof3er

sein konnen als im lyophilisierten Gel.

3.2.6 Abschnittszusammenfassung

Insgesamt konnte die Synthese von rein synthetischen Wirt-Gast-vernetzten Hydrogelen auf
der Basis von B-Cyclodextrin-Adamantan-Komplexen realisiert werden. Durch Herstellung der
Hydrogele  mit  drei  verschiedenen  Vernetzungsdichten in  jeweils  vier
Gesamtpolymerkonzentration konnten insgesamt zwdlf Hydrogele hinsichtlich ihrer

mechanischen Eigenschaften untersucht und Struktur-Eigenschaftsbeziehungen festgestellt
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werden. So zeigten die Hydrogele einen Anstieg der Steifigkeit mit der
Gesamtpolymerkonzentration und der Vernetzungsdichte. Die Elastizitit der Hydrogele
hingegen lieB sich ausschlieBlich mit der Vernetzungsdichte erhdhen. Die
Selbstheilungseffizienz  der  Hydrogele  konnte  iiber die  Steigerung  der
Gesamtpolymerkonzentration erhéht werden und die Hydrogele mit geringerer
Vernetzungsdichte wiesen eine bessere Selbstheilung auf als die stirker vernetzten Hydrogele.
Mithilfe dieser Ergebnisse ist eine gezielte Modifikation der Steifigkeit, Elastizitdt und
Selbstheilung der Hydrogele moglich.

Da neben der Anpassung der mechanischen Eigenschaften der Hydrogele fiir die gewiinschte
zellbiologische Anwendung auch die Biofunktionalisierung der Hydrogele von Bedeutung ist,
soll in Abschnitt 3.3 das bestehende Polymersystem um Peptidliganden erweitert werden. Die
Ergebnisse des Abschnitts 3.3 wurden im Rahmen des Wahlpflichtpraktikums von Maria

Beerbaum erhalten.

3.3 Copolymerisation von Peptidliganden und deren Einfluss auf die

mechanischen Eigenschaften der Wirt-Gast-Hydrogele

3.3.1 Einleitung und Zielsetzung

Wihrend die kationische Ladung der TMAEA-Monomere lediglich die Zelladhésion fordert,
konnen Peptide Einfluss auf die Adhésion, Proliferation und Migration von Zellen nehmen.
Daher soll in diesem Abschnitt der Einbau von Peptidliganden in das Wirt-Gast-
Hydrogelsystem untersucht werden. Generell bestehen zwei Moglichkeiten zum Einbau von
Peptiden in ein Polymer — die polymeranaloge Kupplung von funktionalisierten Peptidliganden
oder die Copolymerisation von Peptidmonomeren. Beide Methoden besitzen ihre Vor- und
Nachteile. Probleme, die bei der Verwendung der Copolymerisation auftreten, sind der Einfluss
der sterisch anspruchsvollen Peptidmonomere auf die mittlere molare Masse und Dispersitét
der Polymere sowie die Entstehung eines Peptidgradienten entlang des Polymers als Folge einer
nicht statistischen Copolymerisation. Ein Vorteil hingegen ist die Einfachheit der Synthese, da
nicht wie bei der polymeranalogen Kupplung nach der Polymerisation weitere
Kupplungsreaktionen notwendig sind, die eventuell unvollstindig ablaufen und bei denen
toxische Kupplungsreagenzien eingesetzt werden, die nach abgelaufener Reaktion entfernt

werden miissen.
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Ein grundsitzliches Problem der Peptidfunktionalisierung von Polymeren ist, dass eine
Modifikation des Polymers in der Regel auch zu einer Anderung der mechanischen
Eigenschaften der Hydrogele fiihrt, die ebenfalls einen Einfluss auf das Zellverhalten haben.?%
Wiinschenswert fiir die Untersuchung des Peptideinflusses auf die Zelleigenschaften wire eine
unabhingige Variation der Peptidkonzentration und der mechanischen Eigenschaften. Daher ist
es von Interesse, den Einfluss der Peptidkonzentration auf die mechanischen Eigenschaften zu

untersuchen.

Die Anzahl an Literaturbeispielen, in denen B-Cyclodextrin-Adamantan-vernetzte Hydrogele
mit Peptid-Liganden funktionalisiert wurden, ist liberschaubar. Die Nutzung der Wirt-Gast-
Komplexierung fiir den Einbau von Peptiden in Hydrogele ist dagegen haufiger zu finden.
Dabei wird meist ein B-Cyclodextrinderivat am Polymer immobilisiert und ein Adamantan-
modifiziertes Peptid tiber Wirt-Gast-Komplexierung an das B-CD-Polymer gebunden. Die
Vernetzung dieser Hydrogele erfolgte dabei liber andere physikalische Methoden oder iiber
kovalente Bindungen.?”*!° AuBerdem bestehen Arbeiten, in denen Hydrogele iiber B-CD- und
Adamantan-modifizierte Peptidamphiphile vernetzt werden. Da diese Hydrogele mehrheitlich
aus Peptiden bestehen und iiber diese vernetzt sind, bietet sich ein Vergleich mit dem in dieser
Arbeit beschriebenen Hydrogelsystem allerdings nicht an.?!'2!3 Arbeiten, in denen die
Hydrogele iiber Komplexe zwischen Adamantan und B-CD vernetzt sind und zusétzlich Peptide
integrieren, fokussieren ihre Analytik meist auf das Zellverhalten und vernachlissigen die

mechanischen Eigenschaften'¢>2!4

oder handeln nur von einem einzigen Gel, das rheologisch
charakterisiert wird, wodurch die Untersuchung des Peptideinflusses auf die mechanischen
Eigenschaften nicht moglich ist.!”” Ein Literaturbeispiel, welches die mechanischen
Eigenschaften von Hydrogelen, die mit zwei verschiedenen Peptidsequenzen modifiziert
waren, vergleicht, stammt von RODELL et al.. Die Arbeitsgruppe funktionalisierte zum einen
Hyaluronsédure-Polymere mit f-CD-Derivaten und zum anderen wurde Adamantan iiber zwei
verschiedene Peptidlinker mit Hyaluronsiure verbunden. Aus diesen Polymeren wurden zwei
Hydrogele, die sich folglich in den Peptidlinkern unterschieden, gebildet und rheologisch
charakterisiert. Allerdings wurde kein Kontrollgel ohne Peptid untersucht. Aulerdem weist das
Hydrogelsystem von RODELL et al. einen entscheidenden Nachteil auf, denn mit diesem System

ist es nicht mdglich, die Vernetzungsdichte und die Peptidkonzentration separat einzustellen. !>

Dies soll in den hier hergestellten Wirt-Gast-Hydrogelen moglich sein.

Um das Einbringen der Peptide in das Polymersystem moglichst einfach zu gestalten, sollten

Methacrylamid-funktionalisierte Peptidsequenzen iiber eine freie radikalische Polymerisation
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in das Adamantan-Polymer integriert werden. Fiir die Copolymerisation wurde das Adamantan-
Polymer und nicht das B-CD-Polymer gewihlt, weil durch die sterisch anspruchsvollen
Peptidliganden entlang des Prapolymers eine Beeintrachtigung der Kupplung der ebenfalls

sterisch anspruchsvollen B-CD-Derivate erwartet wurde.

Als Peptidsequenzen sollten zwei der am hiufigsten in Hydrogelen verwendeten Sequenzen —
die RGD- und die IKVAV-Sequenz — eingesetzt werden. Die aus dem EZM-Protein Fibronektin
stammende Peptidsequenz RGD ist dazu in der Lage, die Adhésion, Verbreitung, Proliferation

213216 wihrend die aus dem EZM-Protein Laminin

und Migration von Zellen zu fordern,
abgeleitete Sequenz IKVAV die Adhdsion und Viabilitidt von Zellen unterstiitzt.*2!"-*'8 Bei dem
RGD-Peptid wurden als flankierende Aminosduren Glycin (G) und Serin (S) verwendet, da
diese in der natiirlichen RGD-Sequenz des Fibronektins enthalten sind und zu einer Steigerung
der Bindungsaffinitit beitragen.?!>*?° Zur einfacheren Bestimmung des RGD-Anteils iiber 'H-
NMR-Spektroskopie wurde zusétzlich die Aminosdure Phenylalanin (F) aufgrund ihrer
charakteristischen Signale im aromatischen Bereich eingefiihrt. Bei der IKVAV-Sequenz diente
die Aminosduresequenz GGAS zusitzlich als ein hydrophiler Spacer, der die Zuginglichkeit
und Effektivitit der IKVAV-Sequenz erhoht.??! Als polymerisierbare Einheit wurden die
Peptidsequenzen am N-Terminus mit der Methacrylamid-Gruppe (MAAm) funktionalisiert,

sodass sich die Peptidmonomere MAAmM-GGRGDSF und MAAm-GGASIKVAYV ergaben.

Um im Folgenden die Steifigkeit, Elastizitit, Deformierbarkeit, Selbstheilung und
Mikrostruktur der Hydrogele in Abhingigkeit der Konzentrationen der IKVAV- und RGD-
Liganden untersuchen zu konnen, sollten die IKVAV- und RGD-Monomere jeweils in zwei
verschiedenen Konzentrationen in das Gastpolymer einpolymerisiert sowie ein
Kontrollpolymer ohne Peptid hergestellt werden. Das Wirtpolymer sollte, wie in Schema 8
gezeigt ist, analog zu dem in Abschnitt 3.2 verwendeten Wirtpolymer aufgebaut sein und die

Vernetzungsdichte sollte konstant gehalten werden.
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Schema 8: Schematische Darstellung der Synthese von peptidfunktionalisierten Wirt-Gast-
Hydrogelen aus einem B-CD-Polymer und RGD- bzw. IKVAV-funktionalisierten Ad-Polymeren.

3.3.2 Synthese der Wirt- und Gastpolymere

Die Synthese und Charakterisierung der Monomere und des Wirtpolymers erfolgten analog zu
den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Vorschriften. Fiir das Wirtpolymer wurde ein f-CD-Anteil
von 5 mol% angestrebt. Erreicht wurde mit 4,6 mol% ein B-CD-Anteil (PCD4), der nah an dem
gewiinschten Wert liegt. Die mittlere molare Masse des Wirtpolymers konnte aufgrund der
schlechten Loslichkeit in dem GPC-Eluenten nicht bestimmt werden. Fiir das Prépolymer
PPCD4 hingegen konnte eine GPC-Analyse durchgefiihrt und Werte von 129800 g/mol und
2,27 fiir die mittlere molare Masse bzw. die Dispersitét erhalten werden. Die Polymerisation
der Gastpolymere wurde zunichst ebenfalls unter denselben Reaktionsbedingungen wie in
Abschnitt 3.2 durchgefiihrt, lediglich die Peptidmonomere Methacrylamid-GGRGDSF und
Methacrylamid-GGASIKVAV wurden zusitzlich in den Molanteilen 2,2 mol% (PRGDI,
PIKVAV1) und 5,0 mol% (PRGD2, PIKVAV2) zur Polymerisationsreaktion hinzugegeben.
Ein Gastpolymer wurde ohne Peptidanteil (PAd4) synthetisiert, um daraus ein Kontrollgel zu
erstellen. Alle fiinf Gastpolymere sollten einen TMAEA-Anteil von 5 mol% und einen
Adamantan-Anteil von 5 mol% im Polymer aufweisen, um hinsichtlich des Peptideinflusses
miteinander vergleichbar zu sein. Die Synthese der peptidfunktionalisierten Gastpolymere

stellte sich allerdings zunédchst problematisch dar, da wunter den gewihlten
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Reaktionsbedingungen keine Polymerisationsreaktion ablief. Durch Erhéhung der
Initiatormenge von 1 Aq. auf 4 Aq. konnte die Polymerisationsreaktion wie gewiinscht
ablaufen. Der Grund fiir das Ausbleiben der Polymerisation bei einer Initiatormenge von 1 Aq.
war die geringe Ansatzgrofle, die bei diesen Reaktionen gewihlt wurde. Dadurch wurde nur
eine geringe Menge an Initiator abgewogen, die schon vor Reaktionsbeginn zerfallen und mit
Luftsauerstoff abreagiert ist.

Zur Bestimmung der Zusammensetzung der letztendlich erhaltenen Gastpolymere wurden die
'"H-NMR-Spektren herangezogen. Die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums des
Kontrollpolymers PAd4 erfolgte analog zu dem in Abschnitt 3.2 beschriebenen Vorgehen.
Dabei konnte ein Monomerverhiltnis von 90,6/4,3/5,1 (DMA/AdHexAAm/TMAEA) ermittelt
werden, das dem eingesetzten Monomerverhéltnis gut entspricht (Tabelle 6). Die
Zusammensetzung der erhaltenen RGD- und IKVAV-haltigen Polymere wurde iiber die in den
Abbildungen 17 und 18 markierten Signale der 'H-NMR-Spektren bestimmt.
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Abbildung 17: Exemplarisches "H-NMR des RGD-funktionalisierten Polymers PRGD2 in DMSO-dj
(400 MHz).

Fiir die Bestimmung des AdHexAAm- und des TMAEA-Anteils im Polymer wurden die

Signale bei den chemischen Verschiebungen von 1,90 und 1,98 ppm beziehungsweise 3,19 ppm
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verwendet. Mithilfe des charakteristischen Signals der fiinf Phenylprotonen des Phenylalanins
bei 7,19 ppm konnte der RGD-Anteil im Verhiltnis zu den anderen Monomeren ermittelt
werden. Der DMA-Anteil im Polymer wurde {iber das Signal bei 3,12-2,62 ppm nach Abzug
der iiberlagernden Signale einer CH>-Gruppe von AdHexAAm, der CH>-Gruppe in 6-Position
des Arginins und der CH>-Gruppe des Phenylalanins berechnet.

Bei der Bestimmung der Monomerverhiltnisse der IKVAV-funktionalisierten Gastpolymere ist
zu beachten, dass unter den zur Berechnung verwendeten AdHexAAm-Signalen das Signal der
CH-Gruppe des Valins liegt, welches zundchst abgezogen werden muss. Aullerdem iiberlagert
das DMA-Signal mit dem Signal einer CH>-Gruppe des Lysins. Zur Ermittlung des
Verhiltnisses des IKVAV-Monomers zu den anderen Monomeren im Polymer wurde das Signal
bei 0,82 ppm verwendet, welches den Methylprotonen des Valins und des Isoleucins zugeordnet

werden kann.
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Abbildung 18: Exemplarisches 'H-NMR des IKVAV-funktionalisierten Polymers PIKVAV2 in
DMSO-ds (400 MHz).

Die aus den '"H-NMR-Spektren erhaltenen Molanteile an TMAEA und AdHexAAm liegen bei
allen vier peptidfunktionalisierten Gastpolymeren anndhernd bei den theoretischen Werten

(Tabelle 6). Die copolymerisierten RGD-Anteile weichen mit 1,2 mol% und 2,9 mol% statt
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2,2 mol% und 5,0 mol% stirker von den theoretischen Werten ab. Die IKVAV-Anteile im
Polymer entsprechen mit 2,0 mol% und 3,8 mol% anndhernd den angestrebten Werten. Eine
Erklarung fiir die geringe Copolymerisation der RGD-Monomere liefert ein Blick auf das im
Anhang gezeigte 'H-NMR-Spektrum des RGD-Monomers (Abbildung A26), denn darin ist
eine nur 50 %ige Funktionalisierung der RGD-Peptide mit den Methacrylamid-Einheiten zu
erkennen. In dem 'H-NMR-Spektrum des IKVAV-Monomers kann eine 80 %ige
Funktionalisierung der IKVAV-Peptide mit den Methacrylamid-Einheiten festgestellt werden
(Abbildung A27). Unter Einbezug dieser Funktionalisierungsgrade kann die Copolymerisation

beider Peptidmonomere als vollstidndig betrachtet werden.

Tabelle 6: Theoretische und experimentell ermittelte Zusammensetzung, mittlere molare Masse M,
und Dispersitdt D der RGD- und IKVAV-funktionalisierten Gastpolymere PRGD1/2 und PIKVAV1/2,
des Kontrollpolymers PAd4, des Prapolymers PPCD4 und des Wirtpolymers PCD4.

Zusammensetzung
Polymer DMA/AdHexAAm/TMAEA/Peptid / mol% M,/Da¢ D°¢
theoretisch * experimentell
PRGD1 87,8/5,0/5,0/2,2 89,3/4,3/5,2/1,2 114400 2,17
PRGD2 85,0/5,0/5,0/5,0 86,8/4,5/5,9/2,9 69700 1,89
PIKVAV1 87,8/5,0/5,0/2,2 88,3/4,3/5,5/2,0 57000 2,08
PIKVAV2 85,0/5,0/5,0/5,0 86,5/3,9/5,8/3,8 39100 7,42
PAd4 90,0/5,0/5,0/0,0 90,6/4,3/5,1/0,0 161600 2,47
DMA/HexAAm/B-CDHexAAm / mol%
PPCD4 92,4/7,6/0,0 91,1/8,9/0,0 129800 2,27
PCD4 92,4/2,6/5,0 91,1/4,3/4,6 -4 -4

2 bei der Synthese eingesetzte Monomerverhiltnisse; ® bestimmt mittels 'H-NMR-Spektroskopie; © bestimmt iiber GPC-
Messungen mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluenten und PMMA als Standard; ¢ das Polymer war nicht in dem GPC-Eluenten
16slich.

Die Gastpolymere wurden zusitzlich iiber GPC-Messungen hinsichtlich ihrer mittleren
Molmassen M, und Dispersititen D charakterisiert (Tabelle 6). Dabei konnte eine Verringerung
der mittleren molaren Masse mit steigendem Peptidanteil beobachtet werden, was darauf
hindeutet, dass die Peptidmonomere zu mehr Abbruchreaktionen oder zu einer Verlangsamung
der Polymerisation aufgrund ihrer Gro3e und der erhéhten Viskositét fiihren. Die Dispersititen
der Gastpolymere liegen um den Wert zwei, was fiir eine freie radikalische Polymerisation
einen guten Wert darstellt. Eine Ausnahme davon bildet das IKVAV-funktionalisierte Polymer
mit dem groBeren IKVAV-Anteil (PIKVAV2), welches eine Dispersitit von 7,42 aufweist. Die
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Ursache dafiir ist eine zu geringe Probenkonzentration bei der GPC-Messung aufgrund der
schlechten Loslichkeit des Polymers in dem GPC-Eluenten DMF. Daraus resultierte ein kleines
Signal im GPC-Elugramm, wodurch es zu starken Ungenauigkeiten in der Auswertung kam.

Bei den fiir PIKVAV2 ermittelten Daten handelt es sich somit nicht um reprisentative Werte.

3.3.3 Synthese der peptidfunktionalisierten Hydrogele und des Kontrollgels

Zur Synthese der Wirt-Gast-Hydrogele wurden die fiinf hergestellten Gastpolymere jeweils mit
dem B-CD-Polymer PCD4 gemischt. Insgesamt wurden dabei, wie in Tabelle 7 gezeigt, fiinf
Wirt-Gast-Hydrogele hergestellt, die alle auf eine Gesamtpolymerkonzentration von 6 Gew-%
eingestellt wurden. Die einzusetzenden Wirt- und Gastpolymer-Mengen wurden so berechnet,
dass das Verhiltnis von Adamantan zu B-CD 1:1 betrug. Da die Molanteile der
Adamantylgruppen in den fiinf Polymeren mit Werten zwischen 3,9 mol% und 4,5 mol%
unterhalb des B-CD-Anteils des Wirtpolymers PCD4 (4,6 mol%) liegen, sind sie limitierend
fiir die Vernetzungsdichte. Die Vernetzungsdichten in den fiinf erstellten Hydrogelen bewegen
sich folglich zwischen 3,9 mol% und 4,5 mol%. Da diese Werte nah beieinander liegen, ist eine

gute Vergleichbarkeit der Hydrogele beziiglich des Peptideinflusses gegeben.

Tabelle 7: Gesamtpolymerkonzentration f und Zusammensetzung der peptidfunktionalisierten

Hydrogele und des unfunktionalisierten Kontrollgels.

Hydrogel f/mg/mL  Gastpolymer Wirtpolymer

GK 6 PAd4 PCD4
GRGD1 6 PRGD1 PCD4
GRGD2 6 PRGD2 PCD4

GIKVAV1 6 PIKVAV1 PCD4
GIKVAV2 6 PIKVAV2 PCD4

Beim Losen der Polymere in Wasser zeigten die RGD-funktionalisierten Polymere eine bessere
Loslichkeit und bildeten niedriger viskose Polymerlosungen aus als die IKVAV-
funktionalisierten Polymere. Dies deutet auf Aggregatbildungen zwischen den IKVAV-Peptiden
hin.

Nach vollstindigem Losen der Polymere wurden die Polymerldsungen zusammengefiihrt und
griindlich vermischt bis ein homogenes Material entstand. Wéhrend des Mischvorgangs war

eine direkte Viskosititszunahme zu beobachten, die ein Indiz flir eine erfolgreiche
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Hydrogelbildung darstellt. AuBerdem war eine Trilbung der IKVAV-haltigen Hydrogele
(GIKVAV1 und GIKVAV2) zu erkennen, wihrend das Kontrollgel ohne Peptid (GK) und die
RGD-haltigen Hydrogele (GRGD1 und GRGD?2) klar waren. Erklért werden kann die Triibung
iiber die geringere Hydrophilie der IKVAV-Peptide, aufgrund derer die Peptide stérker
aggregieren.

Die Hydrogele wurden fiir die rheologische Charakterisierung in Triplikaten hergestellt.

3.3.4 Rheologische Charakterisierung der peptidfunktionalisierten Hydrogele

Zur Untersuchung des Einflusses der Peptidliganden auf die mechanischen Eigenschaften
wurden oszillatorische Amplitudentests, Frequenztests und Selbstheilungstests durchgefiihrt. In
Abbildung 19 sind die aus den Triplikaten gemittelten Amplituden- und Frequenztests der fiinf
hergestellten Hydrogele dargestellt.
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Abbildung 19: Amplitudentests (links) gemessen bei einer konstanten Frequenz ' von 10 Hz und
Frequenztests (rechts) gemessen bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C der

peptidfunktionalisierten Hydrogele und des unfunktionalisierten Kontrollgels.

Die Amplitudentests zeigen bei niedrigeren Scherdeformationen einen LVE-Bereich, in dem
bei allen fiinf Hydrogelen das Speichermodul G” oberhalb von G"” liegt. Damit {iberwiegt der
elastische Charakter und das Material kann als Gel bezeichnet werden. Hohere
Scherdeformationen bewirken ein Nachgeben des Netzwerks bis das Material zu flieBen
beginnt. Der Verlauf der Amplitudentests ist daher sowohl mit als auch ohne
Peptidfunktionalisierung typisch fiir dynamisch vernetzte Hydrogele. Die Mittelwerte der im
LVE-Bereich der Amplitudentests ermittelten Steifigkeiten G'Lve und Verlustfaktoren tandrve

sowie die Nachgebgrenzen py sind in der Tabelle 8§ zusammengestellt.
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In den Frequenztests (Abbildung 19) ist ein eindeutig frequenzabhéngiges Verhalten, wie es fiir
physikalische Hydrogele zu erwarten ist, und ein Sol-Gel-Ubergang bei allen fiinf Proben zu

erkennen. Die Frequenzen der Sol-Gel-Ubergiinge sind ebenfalls in der Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Mittelwerte des Speichermoduls G'rve und des Verlustfaktors tandrve im LVE-Bereich und
der Nachgebgrenze yy in den Amplitudentests sowie der Frequenz am Sol-Gel-Ubergang f., in den

Frequenztests der peptidfunktionalisierten Hydrogele und des unfunktionalisierten Kontrollgels.

Hydrogel G've/Pa? tanoLve * ! %*? feo/HzP
GK 832+ 17 0,58 0,06 62+ 14 1,1 £0,1
GRGD1 838 £ 65 0,82 + 0,06 104 + 37 3,1+0,3
GRGD2 296 + 58 0,92 + 0,05 35+18 7,8+ 0.4
GIKVAV1 1200 £ 175 0,73 + 0,09 66 + 55 0,1 +0,1
GIKVAV2 288 + 28 0,78 + 0,06 30£0 7,9°¢

@ bestimmt im LVE-Bereich der Amplitudentests bei einer konstanten Frequenz fvon 10 Hz und 25 °C; ® bestimmt iiber

Frequenztests gemessen bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C; ¢ Wert wurde aus nur einer Messung

bestimmt.
In Tabelle 8 ist zu erkennen, dass das Speichermodul und die Nachgebgrenze bei den Peptid-
haltigen Hydrogelen mit der geringeren Menge an Peptid (GRGD1 und GIKVAV1) dhnlich
zu den Werten von Kontrollgel GK sind. Ein Vergleich der Verlustfaktoren tandLve von
GRGD1 und GIKVAV1 mit GK zeigt, dass der Verlustfaktur des Kontrollgels GK mit
tandLve = 0,58 + 0,06 unterhalb der Verlustfaktoren der Peptid-haltigen Hydrogele liegt. Unter
Einbezug der Ergebnisse aus Kapitel 3.2, in denen der Verlustfaktor tandrve eine Abhidngigkeit
von der Vernetzungsdichte zeigte, weisen die Verlustfaktoren auf eine geringere Vernetzung
von GRGD1 und GIKVAV1 im Vergleich zu GK hin. Dies kann mit einer Storung der Wirt-
Gast-Vernetzung durch die Peptide erklart werden, denn die sterisch anspruchsvollen Peptide
erhohen die Abstinde zwischen den Polymeren und erschweren somit die Wirt-Gast-
Vernetzung. Allerdings ist der Einfluss auf die Vernetzung bei den geringeren Peptidanteilen
noch nicht so stark, dass die Steifigkeit und die Nachgebgrenze verdndert werden. Dies ist im
Hinblick auf Zellexperimente vorteilhaft, da eine gewisse Vergleichbarkeit der Hydrogele
besteht.
Auffallig ist, dass das IKVAV-haltige Hydrogel GIKVAV1 mit tandLve = 0,73 + 0,09 eine
stirkere Vernetzung als das RGD-haltige Hydrogel GRGD1 mit tandLve = 0,82 + 0,06
aufweist, obwohl die Anteile an IKVAYV im Polymer groBer und die Polymerketten kiirzer sind

als die der RGD-Peptide. Auch das Speichermodul von GIKVAV1 liegt mit
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G'Lve = 1200 £ 175 Pa oberhalb dessen von GRGD1 und sogar oberhalb des Wertes von GK,
wiéhrend das Speichermodul von GRGD1 mit G'rve = 838 £ 65 Pa sehr dhnlich zu dem von
GK ist. Auch der Sol-Gel-Ubergang von GIKVAV1 ist zu niedrigeren Frequenzen verschoben,
was auf eine langsamere Bewegung der Polymere hindeutet und daher ein Zeichen fiir mehr
Vernetzung ist. Ein Grund dafiir konnen Wechselwirkungen zwischen den IKVAV-Peptiden
sein, die aufgrund ihrer hydrophoberen Struktur stirker agglomerieren als die RGD-Peptide
und somit die Vernetzungsdichte ein wenig erhdhen. Dariliber hinaus sind die RGD-Peptide
aufgrund ihrer groBeren Hydrophilie dazu in der Lage, mehr Wasserstoftbriicken zu den
Hydroxygruppen der B-CD-Molekiile auszubilden, die die Effizienz der Wirt-Gast-
Vernetzungen weiter einschranken. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass IKVAV- und
RGD-Peptide in den von ZUSTIAK et al. hergestellten kovalenten Hydrogelen einen dhnlichen
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele hatten, denn die Immobilisierung
von IKVAV-Liganden an ein PEG-Hydrogel fiihrte zu einem Anstieg des Speichermoduls G~,
wihrend die Bindung von RGD-Liganden zu einem Absinken von G’ fiihrte.?® AuBerdem
berichteten auch JAIN et al. von einer hydrophoben Selbstassemblierung von IKVAV-
Peptiden.?

Durch die Erhohung der Peptidkonzentrationen in GRGD2 und GIKVAV2 scheint das
Vernetzungssystem stérker beeintrichtigt zu werden, was an der Abnahme des Speichermoduls
um 65 % (GRGD2) bzw. 76 % (GIKVAV2), der Zunahme der Verlustfaktoren und dem
Verschieben der Nachgebgrenze zu niedrigeren Scherdeformationen zu erkennen ist. Alle drei
Werte deuten auf eine Reduktion der Wirt-Gast-Vernetzung und daher eine geringere
Steifigkeit und Elastizitdt und einen schlechteren Ausgleich der Scherung auf molekularer
Ebene hin, da die Wiederherstellung der Wirt-Gast-Komplexe durch die Wechselwirkungen
mit den sterisch-anspruchsvollen Peptiden gestrt ist. Auch der Sol-Gel-Ubergang in den
Frequenztests wird zu héheren Frequenzen verschoben und weist damit auf eine schnellere
Bewegung der Polymere hin, die ebenfalls auf weniger Vernetzung schlieen ldsst. Dennoch
bleibt der Gelcharakter erhalten, was bedeutet, dass die Netzwerkstruktur noch nicht vollstandig
kollabiert. Die Vergleichbarkeit der Hydrogele GRGD2 und GIKVAV2 mit den weniger stark
funktionalisierten Hydrogelen GRGD1 und GIKVAV1 oder dem Kontrollgel GK in einem

Zellexperiment wire allerdings stark eingeschrinkt.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Peptide auf die selbstheilenden Eigenschaften der

Hydrogele wurden die in Abbildung 20 dargestellten Selbstheilungstests durchgefiihrt.
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Abbildung 20: Selbstheilungstests der (A) RGD-funktionalisierten Wirt-Gast-Hydrogele (GRGD1
und GRGD?2), (B) IKVAV-funktionalisierten Wirt-Gast-Hydrogele (GIKVAV1 und GIKVAV?2)
und (C) des Kontrollgels GK gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 % Scherdeformation, einer

konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

Die Graphen zeigen bei dem Kontrollgel GK erst ab der dritten Zerstorungsphase ein starkes
Absinken des Speichermoduls, wihrend bei den Hydrogelen mit geringer
Peptidfunktionalisierung (GRGD1 und GIKVAV1) schon in der zweiten Zerstorungsphase
und bei den Hydrogelen mit hoher Peptidfunktionalisierung (GRGD2 und GIKVAV?2) in der
ersten Zerstorungsphase ein starkes Absinken des Speichermoduls zu beobachten ist.

Die prozentuale Auswertung der Selbstheilung von G” in den Erholungsphasen ist in der
Tabelle 9 aufgelistet. Die Selbstheilungsfahigkeit des Kontrollgels GK und der Hydrogele, die
mit der geringeren Peptidkonzentration ausgestattet sind (GRGD1 und GIKVAV1), ist nahezu
identisch. Die drei Hydrogele kdnnen sich im ersten Zyklus zu 63-67 % regenerieren, mit jedem
weiteren Zyklus sinkt die Selbstheilung jedoch weiter ab. Das IKVAV-haltige Hydrogel
GIKVAYV1 weist dabei einen etwas geringeren Verlust der Selbstheilung auf als GK und
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GRGDL1. Dies kann, wie auch die in den Amplitudentests festgestellte erhohte Steifigkeit, iiber
eine Wechselwirkung zwischen den IKVAV-Peptiden erklédrt werden, die zu einer zusétzlichen
dynamischen Stabilisierung des Netzwerkes beitragt.

Mit hoheren Peptidkonzentrationen im Hydrogel wird die Selbstheilungsfdhigkeit jedoch stark
herabgesetzt, so regenerierte G° bei GRGD2 und GIKVAV2 im ersten Zyklus nur noch zu
34+£15% bzw. 17+ 15 % und im vierten Zyklus sogar nur zu 1+ 1 % bzw. 0 = 0 %. Die
hoheren Peptidkonzentrationen stéren und verlangsamen die Rekomplexierung der Wirt-Gast-
Komplexe so deutlich, dass ein kompletter Verlust der Selbstheilungsfahigkeit die Folge ist.
Damit sind die Ergebnisse der Selbstheilungstests mit denen der Amplituden- und

Frequenztests konsistent.

Tabelle 9: Prozentuale Erholung des Speichermoduls G” im Vergleich zu Zyklus 0 fiir die
peptidfunktionalisierten Hydrogele und das unfunktionalisierte Kontrollgel.

Selbstheilung von G" / % *

Hydrogel
ZyKlus 0 ZyKlus 1 ZyKlus 2 ZyKlus 3 ZyKlus 4
GK 100 63+1 49+ 8 39+9 3112
GRGD1 100 64 +3 48 +£8 39+7 33+£6
GRGD2 100 34+ 15 11+11 4+4 1+1
GIKVAV1 100 67+5 59«5 50+3 47 +2
GIKVAV2 100 17+£15 0+0 0+0 0+0

2 bestimmt {iber oszillatorische Zeitmessungen bei abwechselnd geringer (0,5 %) und hoher (500,0 %) Scherdeformation,
einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C. Das Speichermodul G' in Zyklus 0 wurde auf 100 % gesetzt und die
prozentuale Erholung von G' in den nachfolgenden Zyklen mit geringer Scherdeformation wurde im Verhéltnis zu Zyklus 0

berechnet.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist allerdings zu beriicksichtigen, dass in dieser Arbeit
relativ groBe Mengen an Peptiden eingesetzt wurden. Die niedrigeren eingebauten Peptidanteile
von 1,2 mol% auf Seiten des RGD-Peptids und 2,0 mol% auf Seiten des IKVAV-Peptids
entsprechen Konzentrationen von 2,6 pmol/mL bzw. 4,2 umol/mL im Hydrogel. In
Zellexperimenten zeigen hdufig schon geringere Peptidkonzentrationen die gewlinschte
Wirkung auf die Zellen. Die benétigte Konzentration hingt dabei stark von der Zelllinie und
der {ibrigen Zusammensetzung der Hydrogele ab. AuBerdem werden bei 2D-Hydrogelen meist
hohere Konzentrationen als bei 3D-Hydrogelen benétigt.?*>??* Beispielsweise konnten DHAND
et al. in kovalenten 3D-Hydrogelen auf Hyaluronsdure-Basis mit einer RGD-Konzentration von

2 pmol/mL eine Verdreifachung der Zellproliferation und -ausbreitung erreichen.?'* In einem
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3D PEG-Dimethacrylat-Hydrogel von YANG et al. fithrte eine IKVAV-Konzentration von
0,06 umol/mL zu den besten Ergebnissen hinsichtlich Differenzierung, Adhdsion und
Minimierung der Apoptoseaktivitit von mESC-Zellen. In dem 2D Analogon des PEG-
Dimethacrylat-Hydrogels liel eine IKVAV-Konzentration von 0,57 pmol/mL die Adhésion der
mESCs steigen, wihrend eine IKVAV-Konzentration von {iiber 0,74 pmol/mL die

Apoptoseaktivitit der Zellen erhohte.???

Die in dieser Arbeit erhaltenen Werte fiir die Steifigkeiten und Nachgebgrenzen der
peptidfunktionalisierten Wirt-Gast-Hydrogele sind vergleichbar mit denen, die RODELL et al.
bei ihren Adamantan/pB-CD-vernetzten Hyaluronsidure-Hydrogelen gemessen haben. RODELL et
al. haben Adamantan iiber einen Peptidlinker an die Hyaluronsdure (HA) gebunden, dafiir
wurden zwei Peptidlinker, die sich in nur zwei Aminosduren unterschieden, verwendet (PAd-
HA und NAd-HA). 25 % der Hyaluronsdure wurden mit B-CD und Adamantan und somit auch
mit Peptid funktionalisiert. Bei der rheologischen Charakterisierung der Hydrogele stellten
RODELL et al. Nachgebgrenzen von 50-80 % fest. AuBerdem wurde bei 5 Gew.-%igen
Hydrogelen eine Steifigkeit von 350 Pa (PAd-HA) und bei 7,5 Gew.-%igen Hydrogelen eine
Steifigkeit von 800 Pa (NAd-HA) bzw. 900 Pa (NAd-HA) bei einer Frequenz von 10 Hz
gemessen. Diese Werte sind in einem vergleichbaren Bereich mit den in dieser Arbeit
gemessenen Steifigkeiten und Nachgebgrenzen. Die Selbstheilung der Hydrogele von RODELL
et al. ist allerdings mit 95 % nach drei Zerstdrungs-Erholungs-Zyklen besser als die in dieser
Arbeit erzielte Selbstheilung, was dadurch bedingt sein kann, dass die Adamantylgruppe bei
RODELL et al. durch den Peptidlinker weit vom Polymerriickgrat entfernt liegt und gut
zuginglich gemacht statt wie in den in dieser Arbeit hergestellten Hydrogelen vom

Peptidliganden abgeschirmt wird.!*

3.3.5 Mikrostruktur der peptidfunktionalisierten Hydrogele

Die hergestellten peptidfunktionalisierten Hydrogele wurden auBlerdem hinsichtlich ihrer
Mikrostruktur mit dem Kontrollgel GK verglichen. Dafiir wurden von allen fiinf Hydrogelen
REM-Bilder im lyophilisierten Zustand aufgenommen (Abbildung 21). In den Aufnahmen ist
bei allen Hydrogelen eine pordse Mikrostruktur zu erkennen, wie sie fiir eine gute

Nahrstoffdiffusion in Zellexperimenten wiinschenswert ist.
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08.03.2023

lag: 500x Mag: 500x
08.03.2023 HV: 1 kv WD: Svmm HV: 1 kv WD: 8 mm

Mag: 500x
07.03.2023 HV: 1 kv WD: 7 mm 30 pm—=—4

Abbildung 21: REM-Bilder der gefriergetrockneten Hydrogele (A) GRGD1, (B) GRGD2, (C)
GIKVAV1, (D) GIKVAV2 und (E) GK.

Auffillig ist, dass die Hydrogele mit den groBeren Peptidkonzentrationen, sowohl bei der RGD-
als auch bei der IKVAV-Modifizierung (B, D), grofere (bis 70 um) und tiefere Poren aufweisen
als die Hydrogele mit den geringeren Peptidkonzentrationen mit Porengréen von bis zu 30 um
(A, C). Die Kontrollgele weisen mit einer PorengroBe von bis zu 25 pm die kleinsten Poren auf
(E).

Diese Beobachtungen passen zu den Rheologieergebnissen, da sie ebenfalls auf eine geringere
Vernetzungsdichte und dadurch ausgeldste groere Porung bei hoherer Peptidkonzentration in

den Wirt-Gast-Hydrogelen hindeuten.
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Dariiber hinaus treten bei allen Hydrogelen, ob mit oder ohne Peptidfunktionalisierung, grob-
und feinporige Bereiche in der Mikrostruktur auf. Diese Inhomogenititen bei allen fiinf
Hydrogelen kdnnen durch die schnelle Gelierung und durch unzureichende Durchmischung der

Hydrogele ausgelost worden sein.

3.3.6 Abschnittszusammenfassung

In diesem Abschnitt konnte die Biofunktionalisierung der Wirt-Gast-Hydrogele erreicht
werden, indem RGD- und IKVAV-Monomere in zwei verschiedenen Anteilen durch freie
radikalische Copolymerisation mit DMA, AdHexAAm und TMAEA in das Gastpolymer
eingebaut wurden. Aullerdem konnte iiber rheologische Untersuchungen der Einfluss der
Peptide auf die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele im Vergleich zu einem nicht peptid-
haltigen Kontrollgel herausgestellt werden. Der Einbau von 1,2 mol% RGD-Peptiden und
2,0 mol% IKVAV-Peptiden in die Wirt-Gast-Hydrogele fiihrte nur zu einer geringfligigen
Anderung der mechanischen Eigenschaften, denn bei gleichbleibender Steifigkeit,
Deformierbarkeit und Selbstheilung wurde lediglich die Elastizitdt herabgesetzt. Die Erth6hung
der RGD- und IKVAV-Anteile in den Wirt-Gast-Hydrogelen auf 2,9 mol% bzw. 3,8 mol%
fiihrte hingegen zu einer starken Reduktion der Steifigkeit, Deformierbarkeit und Selbstheilung
und einer weiteren Herabsetzung der FElastizitdt. Zuriickzufiihren sind diese Einfliisse der
Peptidliganden auf eine Storung der Wirt-Gast-Vernetzung durch die sterisch anspruchsvolle
Struktur der Peptide. Fiir das RGD-Peptid wurde dabei eine etwas stirkere Reduktion der
Vernetzungsdichte festgestellt, die auf stirkere Wechselwirkungen der Peptide mit den B-
Cyclodextrinmolekiilen aufgrund ihrer hoheren Hydrophilie hindeutet. Die etwas stdrkere
Vernetzung bei Verwendung der IKVAV-Peptide kann auf Zusammenlagerungen der
hydrophoberen IKVAV-Liganden zuriickgefiihrt werden. Zusétzlich bestitigten REM-
Aufnahmen eine Reduktion der Vernetzungsdichte bei hoheren Peptidkonzentrationen, da die
PorengroBBen der Hydrogele im Vergleich zu den Hydrogelen mit niedrigerer

Peptidkonzentration erhoht wurden.

Diese Einfliisse der Peptidliganden auf die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele sind bei
dem Einsatz in Zellexperimenten zu beachten, da sowohl die Mechanik als auch die
Biofunktionalisierung das Zellverhalten beeinflussen und so keine unabhingige Analyse der
Parameter moglich ist. Vielversprechend ist jedoch, dass die geringeren Peptidkonzentrationen

nur zu einer geringfiigigen Anderung der mechanischen Eigenschaften gefiihrt haben und diese
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Peptidkonzentrationen trotzdem noch oberhalb vieler in Zellexperimenten bendtigten

Konzentrationen liegen.

3.4 Zellexperimente mit den Wirt-Gast-Hydrogelen

Die Untersuchung der Wirt-Gast-Hydrogele in Zellexperimenten sollte die allgemeine Eignung
dieser fiir Anwendungen in der Zellbiologie verifizieren. Dafiir sollte zundchst die
Zytokompatibilitit der einzelnen Polymere getestet werden, bevor erste Versuche zur

dreidimensionalen Einbettung der Zellen in die Wirt-Gast-Hydrogele unternommen wurden.

3.4.1 Zytokompatibilitit der Wirt- und Gastpolymere

Um die Zytokompatibilitit der Polymere zu fberpriifen, wurden die Polymere mit
verschiedenen Molanteilen der einzelnen Monomere hergestellt, sodass eine Abschédtzung der
Zytotoxizitdt der einzelnen Komponenten moglich war. Der Molanteil des Monomers
AdHexAAm wurden von 2 mol% bis 7 mol% eingestellt und TMAEA zu 5 mol% bzw. 9 mol%
copolymerisiert (PAdS-PAd8). Der Molanteil von B-CDHexAAm im Wirtpolymer wurde von
3 mol% bis 8 mol% (PCD5-PCD7) variiert (Tabelle 10).

Tabelle 10: Theoretische und experimentelle Zusammensetzung, mittlere molare Masse M, und

Dispersitit D der Gastpolymere PAd5-PAd8 und der Wirtpolymere PCD5-PCD7.

Zusammensetzung
Polymer DMA/AdHexAAm/TMAEA / mol% M,/Da’ D
theoretisch experimentell *
PAdS 93/2/5 93,0/2,3/4,7 146100 1,92
PAd6 89/6/5 89,7/5,4/4,9 192400 2,23
PAd7 87/8/5 88,3/7,0/4,7 118600 1,81
PAdS8 82/8/10 83,3/7,3/9,4 178000 2,15
DMA/HexAAm/B-CDHexAAm / mol%

PCD5 94,9/1,1/4,0 94,4/2,3/3,3 -¢ -¢
PCD6 92,4/1,6/6,0 92,4/2,8/4,8 -¢ - ¢
PCD7 89,9/2,1/8,0 90,1/2,4/7,5 - ¢ - ¢

2 bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie;  bestimmt mittels GPC in DMF + 5 g/L LiBr als Eluent und PMMA als Standard; ©

keine Daten wegen schlechter Loslichkeit der Polymere im GPC-Eluenten.
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Die Zytokompatibilitdt des Monomers DMA wurde bereits in anderen Arbeiten nachgewiesen
und wird daher hier vorausgesetzt.??*??> In Tabelle 10 sind die Zusammensetzungen der
einzelnen Polymere sowie deren mittlere Molmassen M, und Dispersititen P zusammengefasst.
Die Molmassen der Adamantan-Polymere liegen zwischen 118600 Da und 192400 Da und die
Dispersititen entsprechen dem typischen Bereich einer freien radikalischen Polymerisation.
Die Molmassen und Dispersititen der Wirtpolymere konnten aufgrund der schlechten

Loslichkeit der Polymere im GPC-Eluenten nicht bestimmt werden.

Fir die Untersuchung der Zytokompatibilitit der Polymere wurden COS-7-Zellen als
Modellzelllinie eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine fibroblastenidhnliche Zelllinie, die aus
der Niere der afrikanischen griinen Meerkatze gewonnen wird. Das Akronym ,,COS* steht fiir
»CV-1in Origin, carrying SV40* und beschreibt die Abstammung der Zellen von CV-1-Zellen,

die Simian-Virus 40-Genmaterial in sich tragen.??

Fiir die Bestimmung der Zytokompatibilitit der Polymere wurde ein Cell Counting Kit-8 (CCK-
8)-Assay verwendet. Der CCK-8-Assay ist eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der
relativen Zellviabilitit. Er basiert auf dem wasserloslichen 4-[3-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-2-
(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzoldisulfonat Natriumsalz (WST-8), das in Gegenwart
des Elektroneniibertriagers 1-Methoxy-5-methylphenaziniummethylsulfat (1-Methoxy PMS)
durch das Enzym NADH, welches von Dehydrogenasen in lebenden Zellen hergestellt wird, zu

dem ebenfalls wasserloslichen WST-8-Formazan reduziert wird (Schema 9).

Dehydro-
/ genase \
NAD* NADH
>—< lebende Zelle
— ] H OCHj3 OCHj,
| CL O Lo S @
N
o ' Y@r
’ ‘QN\ N . CH, EH,  CHeSO4
@N=N SO;3 O3
Na+ 1-Methoxy PMS
Q’OCH3 \ / ©/OCH3
O,N
2 NO,
WST-8
gelblich

Schema 9: Reduktion des CCK-8-Assay-Anfirbereagenzes WST-8 zu WST-8-Formazan durch die
Aktivitdt der Dehydrogenase in lebenden Zellen mithilfe des Elektroneniibertrdgers 1-Methoxy
PMS.2?
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Die Menge an gebildetem WST-8-Formazan ist direkt proportional zu der Anzahl lebender
Zellen. WST-8-Formazan besitzt eine orangene Farbung und absorbiert bei einer Wellenlédnge
von 450 nm.??’” Bei der Durchfiihrung des CCK-8-Assays wurde daher die Absorption einer
Losung des Polymers in Zellkulturmedium, in der COS-7-Zellen fiir 24 h inkubiert wurden, bei
einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Da die Polymere selbst auch Strahlung absorbieren
konnten, wurde zusitzlich die Absorption der Polymerlosung ohne Zellen (Blank-Probe)
gemessen und von der Absorption der Polymerlosung mit Zellen subtrahiert. Als Referenz wird
die Absorption einer Probe mit Zellen, die in Zellkulturmedium ohne Polymer inkubiert
wurden, gemessen. Aus dem Quotienten der Absorption der Polymerprobe mit Zellen reduziert
um die Blank-Probe und der Absorption der Referenzprobe kann, wie in Formel 5 gezeigt, die

relative Zellviabilitdt in der Polymerprobe berechnet werden.

Absorptionpglymer+zellen —Absorptionpgiymer

Absorptiongeferenz

Relative Zellviabilitdt = *100%  (5)

Mithilfe des CCK-8-Assays wurde die Zellviabilitdt der COS-7-Zellen, nachdem diese in den
einzelnen Polymerldsungen mit Konzentrationen von 0,125 mg/mL bis 8,000 mg/mL inkubiert
wurden, bestimmt. Die dabei ermittelte Zellviabilitét relativ zur Referenz ist in Abbildung 22A)
fiir die Adamantan-Copolymere und in Abbildung 22B) fiir die B-Cyclodextrin-Copolymere
dargestellt. Die Erhohung des Molanteils von AdHexAAm (PAdS-PAd7) zeigt dabei keinen
Einfluss auf die Zellviabilitdt, die in allen verwendeten Polymerkonzentrationen eine gute
Zytokompatibilitdit von AdHexAAm bestitigt. Dahingegen fiihrt die Erhohung des TMAEA -
Anteils von 5 mol% (PAd7) auf 9 mol% (PAd8) zu einer Abnahme der Zellviabilitit von 80 %
auf 30 % bei einer Polymerkonzentration ¢ von 8 mg/mL. Ein Grund dafiir kann die Hydrolyse
der Esterfunktionalitdt von TMAEA sein, durch die Choliniodid entsteht. Zu Choliniodid sind
keine quantitativen Toxizitdtsdaten verfiligbar, jedoch ist Cholinchlorid mit LDso = 3,4 g/kg als
nicht toxisch eingestuft und auch eine angemessene Menge an lodid wie Natriumiodid ist
tierexperimentellen Studien zufolge ungiftig.?*>??° Der Molanteil von TMAEA im Polymer
sollte dennoch den Wert von 5 mol% nicht deutlich {ibersteigen. Die relative Zellviabilitéit der
B-Cyclodextrin-Polymere liegt fiir alle verwendeten Molanteile von B-CDHexAAm in allen
Polymerkonzentrationen von 0,125 mg/mL bis 8,000 mg/mL bei >84 % und verifiziert damit

eine gute Zytokompatibilitit der B-Cyclodextrin-Polymere.

60



Synthese und Charakterisierung von Wirt-Gast-Hydrogelen

200 T

T T T T T T T 200 T T T T T T T T
A) 12 mol% AdHexAAm, 5 mol% TMAEA (PAdS5) B) 3 mol% B-CD (PCD5)
180 7] 5 mol% AdHexAAm, 5 mol% TMAEA (PAdS) ] 180 - 5 mol% B-CD (PCD6) ]
160 | I 7 mol% AdHexAAm, 5 mol% TMAEA (PAd7) | 160 L 8 mol% B-CD (PCD7) i
N I 7 mol% AdHexAAm, 9 mol% TMAEA (PAd8) 2
=10r . =140 i
g g
% 120 - 4 % ]
= 100 | 2 .
< j <
o 80F ~ B
2 2
S e © .
(0]
14
40 | o 8
20 | 4
0 — | | | | |
0,125 025 05 1 2 4 8 0 0,125 025 05 1 2 4 8 0
. Kontrolle . Kontrolle
Polymerkonzentration ¢ / mg/mL Polymerkonzentration ¢ / mg/mL

Abbildung 22: Zellviabilitit von COS-7-Zellen bestimmt {iber CCK-8-Assays nach 24 h Inkubation
(37 °C, 5 % CO) mit (A) den Adamantan-Polymeren PAd5-PAd8 und (B) den B-Cyclodextrin-
Polymeren PCD5-PCDY7 in verschiedenen Polymerkonzentrationen c relativ zur Kontrolle mit

normalem Zellkulturmedium.
3.4.2 3D-Zellexperimente

Die 3D-Zellexperimente wurden mit der Absicht, die optimalen Gelbedingungen fiir die 3D-
Einbettung einer Modellzellart herauszufinden, durchgefiihrt. Ziel war es, die Gelbedingungen
zu finden, mit denen die Zellen dreidimensional gleichméBig eingebettet werden konnen ohne
iiber die Zeit hinweg zum Boden des Hydrogeles zu sinken. Die 3D-Zelleinbettung bietet, wie
in Abschnitt 1.4 beschrieben, diverse Vorteile gegeniiber 2D-Zellkultivierungen und wird
deswegen mit den in dieser Arbeit entwickelten Hydrogelen versucht zu erreichen. Als
Modellzellart fiir diese ersten 3D-Zellexperimente dienten B16F1 opto CaaX Zellen. steht
dabei fiir eine Zelllinie, die von B16F0-Mausmelanomzellen abstammt und durch ein
einmaliges  Selektionsverfahren gewonnen wurde. BIl6F1-Zellen besitzen eine
fibroblastendhnliche Morphologie, die eine Mischung aus spindelformigen und
epitheldhnlichen Zellen umfasst. Auflerdem weisen sie ein niedrigeres Potenzial zur
Metastasenbildung und eine niedrigere invasive Aktivitét als ithre Schwesterzelllinien B16F10
und B16BL6 auf. Zudem ermdoglichen sie dank ihres auch nach mehreren Subkulturen noch
konsistenten Verhaltens eine gute Reproduzierbarkeit von Ergebnissen. Aufgrund ihrer stabilen
Eigenschaften und ihres reproduzierbaren Verhaltens werden B16F1-Zellen bevorzugt als
Modellzellart verwendet.*° Die Erweiterung opto CaaX steht fiir eine Modifizierung der Zellen

1’231

mit einem optogenetischen Too welches fiir die an dieser Stelle durchgefiihrten

Experimente keine weitere Relevanz besitzt.
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Die Gelpriparation und Einbettung der Zellen erfolgte wie in Schema 10 skizziert, indem die
Wirt- und Gast-Copolymere zundchst separat in Mikroskopiepuffer geldst wurden, bevor die
Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren in die Gastpolymerldsung hineingemischt wurde.
Die Bevorzugung der Gastpolymerlosung zum Einmischen der Zellsuspension anstelle der
Wirtpolymerlosung ist in der hoheren Viskositét der Wirtpolymerldsung begriindet, die beim
Mischen eine hohere mechanische Beanspruchung flir die Zellen bedeutet hitte. Das
anschlieende Zusammenmischen der beiden Polymerldsungen erfolgte durch behutsames Auf-
und Abpipettieren mit einer Pipette fiir hochviskose Fliissigkeiten. Das sich dabei gebildete
Hydrogel wurde auf drei Vertiefungen einer 384-Well-Platte aufgeteilt und fiir 2 h bei 37 °C
und 5 % CO; im Inkubator aufbewahrt. Eine Grundvoraussetzung fiir eine 3D-Einbettung von
Zellen ist eine zligige Gelierung innerhalb weniger Minuten, damit die Zellen wihrend der
Gelierzeit nicht zum Boden der Platte absinken. Diese Voraussetzung konnten die hergestellten
Wirt-Gast-Hydrogele erfiillen, denn beim Vermischen der Polymere war eine sofortige
Gelierung zu erkennen. Im Gegensatz dazu benétigen natiirliche Hydrogele wie das Matrigel,
das temperaturabhingig geliert, einige Minuten bis die Gelierung einsetzt. In der Zeit bis zur
Gelierung muss das Matrigel mehrfach auf- und abpipettiert werden, um die Ablagerung der

Zellen zu verhindern, wodurch die Zellen zusdtzlichem mechanischem Stress ausgesetzt

PN,

Mlschen

werden.

3D-Hydrogel
mit Zellen

Wirtpolymer-  Gastpolymer-L6sung
Losung und Zellsuspension

Schema 10: Darstellung der Praparation der Wirt-Gast-Hydrogele fiir 3D-Zellexperimente.

Nach Ablauf der zweistiindigen Inkubationszeit wurde die Verteilung der Zellen in den Wirt-
Gast-Hydrogelen mithilfe eines Durchlichtmikroskops untersucht. Es wurden Wirt-Gast-
Hydrogele mit den Vernetzungsdichten von 3,3 mol% tiber 4,8 mol% bis hin zu 7,5 mol% und
Gesamtpolymerkonzentrationen von 4 bis 10 Gew.-% betrachtet. In Abbildung 23A) ist
exemplarisch eine Durchlichtmikroskopieaufnahme eines 4 Gew.-%igen Wirt-Gast-
Hydrogeles mit 3,3 mol% Vernetzung gezeigt, in dem eine gleichmifBige dreidimensionale

Verteilung der Zellen erhalten werden konnte, denn die Zellen befanden sich in verschiedenen
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Ebenen des Hydrogeles, wohingegen in Abbildung 23B) ein Hydrogel gezeigt ist, bei dem der
Grofteil der Zellen zum Plattenboden gesunken ist. In diesem 4 Gew.-%igen Hydrogel mit

7,5 mol% Vernetzung war demnach keine dreidimensionale Einbettung der Zellen moglich.

Abbildung 23: Durchlichtmikroskopieauthahmen in (A) einem 4 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogel
mit 3,3 mol% Vernetzung (gelber Kreis = Zelle im Fokus; orangener Kreis = Zelle nicht in der
fokussierten Ebene) und am Boden eines (B) 4 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogels mit 7,5 mol%

Vernetzung.

Die Durchlichtaufnahmen weiterer untersuchter Wirt-Gast-Hydrogele befinden sich im Anhang
(Abbildungen A41 und A42). Die Ergebnisse der Durchlichtmikroskopie aller untersuchten
Hydrogele sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Darin ist zu erkennen, dass die Hydrogele mit
niedrigerer Vernetzungsdichte bei allen vier Gesamtpolymerkonzentrationen eine 3D-
Zelleinbettung ermoglichen, wohingegen sich bei hoherer Vernetzungsdichte der Grofiteil der
Zellen am Plattenboden befand, obwohl eine stirkere Vernetzung und Elastizitdt der Hydrogele
die Zellen stabilisieren sollten. An dieser Stelle war die Netzwerkelastizitit jedoch nicht der
ausschlaggebende Punkt, sondern die Durchmischung der beiden Polymerlosungen, denn die
hohe B-CD-Konzentration in den Wirtpolymeren fiihrte zu einer hoheren Viskositdt der
Polymerlosungen, wodurch die Mischbarkeit mit den diinnfliissigen Gastpolymerlésungen
beeintrachtigt wurde. Dadurch ergab sich beim Mischen der Polymerldsungen kein homogenes
Material, sondern Teile der diinnfliissigen Gastpolymerlosung wurden nicht untergemischt und
bahnten den Zellen den Weg, um zum Boden zu flieen. Ein hoherer Mischaufwand wére
notwendig gewesen, um die Hydrogele zu homogenisieren, wie er bei der Préparation der
Hydrogele fiir die Rheologieexperimente angewandt wurde, doch dieser hitte die Zellen

mechanisch so stark beansprucht, dass ein Grof3teil der Zellen zerstort worden wiére.
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Unabhéngig von der Verteilung der Zellen zeigten diese in allen Hydrogelen eine runde und
intakte Morphologie, was auf eine Lebendigkeit der Zellen hindeutet und somit die Nicht-

Toxizitdt der Hydrogele verifiziert.

Tabelle 11: Vorhandensein einer dreidimensionalen Verteilung der Zellen in Wirt-Gast-Hydrogelen mit

verschiedenen Vernetzeranteilen und Gesamtpolymerkonzentrationen /.

3D-Verteilung der Zellen *

Gesamtpolymerkonzen- Vernetzungsdichte im Hydrogel
tration £ / Gew.-% 3,3mol% " 4,8 mol% ¢ 7,5 mol% ¢
4 Nein Nein
6 Nein
8 e
10 -¢

2 bestimmt mittels Durchlichtmikroskopie tiber 3D-Scans in Z-Richtung durch das Hydrogel mit B16F1 opto CaaX Zellen
in serumhaltigem Mikroskopiepuffer nach mindestens 2 h Inkubation bei 37 °C und 5 % COg2; Ja=Zellen sind
dreidimensional im Hydrogel verteilt; Nein = Zellen sind zum Plattenboden gesunken; Polymerzusammensetzungen
(Gastpolymer: DMA/AdHexAAm/TMAEA; Wirtpolymer: DMA/HexAAm/B-CDHexAAm): ® Gastpolymer: 91,3/3,8/4,8,
Mn=213700 Da, b =241, Wirtpolymer: 94,4/2,3/3,3, ¢ Gastpolymer: 89,8/5,3/4,9, M,=220500Da, D =230,
Wirtpolymer: 92,4/2,8/4,8, 4 Gastpolymer: 86,5/8,4/5,2, Mn= 196500 Da, D =233, Wirtpolymer: 90,1/2,4/7,5; ©

Experimente wurden nicht durchgefiihrt.

Dariiber hinaus wurden ebenfalls RGD-haltige Hydrogele auf die Verteilung der Zellen hin
untersucht. Dabei wurden parentale B16F1-Zellen ohne optogenetisches Tool verwendet. Als
RGD-haltiges Polymer wurde das mit 2,9 mol% RGD-Peptid funktionalisierte Polymer
PRGD?2 cingesetzt und daraus zwei 4 Gew.-%ige Hydrogele mit 2,5 mol% bzw. 5,5 mol%
Vernetzung gebildet. Durchlichtaufnahmen der beiden Hydrogele sind in den Abbildungen
24A) und 24B) dargestellt. Das 4 Gew.-%ige RGD-haltigen Hydrogel mit 2,5 mol%
Vernetzung zeigte analog zu den nicht RGD-haltigen Hydrogelen mit niedriger
Vernetzungsdichte eine gleichméfige Verteilung der Zellen im gesamten Hydrogel. Zusitzlich
konnten einzelne Zellen mit Adhésion beobachtet werden (Abbildung 24A). In dem RGD-
haltigen Hydrogel mit 5,5 mol% Vernetzung setzten sich die Zellen, wie in Abbildung 24B)
deutlich zu erkennen ist, am Boden ab. Die Ergebnisse der RGD-haltigen Hydrogele bestétigten
damit die der Hydrogele ohne RGD.
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Abbildung 24: Durchlichtmikroskopieaufnahmen in (A) einem 4 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogel
mit 2,9 mol% RGD im Gastpolymer und 2,5 mol% Vernetzung (gelber Kreis = Zelle im Fokus; tibrige
Zellen liegen ober- und unterhalb der fokussierten Ebene) und (B) am Boden eines 4 Gew.-%igen

Wirt-Gast-Hydrogeles mit 2,9 mol% RGD im Gastpolymer und 5,5 mol% Vernetzung.

Ein anderer Aspekt, der bei allen Hydrogelen, auch bei denen mit weniger Vernetzung, die eine
3D-Verteilung ermoglichten, auftrat und in den Durchlichtaufnahmen sichtbar ist, ist die
blasenartige Struktur innerhalb der Hydrogele. Lediglich das RGD-haltige Hydrogel mit der
niedrigsten Vernetzungsdichte von 2,5 mol% wies eine homogene Struktur unter dem
Mikroskop auf. Die iibrigen schwach vernetzten Hydrogele sahen zwar bei Betrachtung mit
dem Auge homogen aus, zeigten aber keine homogene innere Struktur unter dem Mikroskop.
Ahnliche strukturelle Eigenschaften wurden von ABBADESSA et al. bei Hydrogelen aus
Triblockcopolymeren  bestethend aus PEG und  methacryliertem  Poly(N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamid-mono/dilactat) (pHPMAlac) gemischt mit verschiedenen
Mengen methacrylierter Hyaluronsdure (HAMA) festgestellt und mit einer Phasentrennung
zwischen wasserreichen Phasen mit wenig Polymeren und wasserarmen, polymerreichen
Phasen erklirt.”*> Auch OUDSHOORN et al. beschricben eine Phasentrennung zwischen
wasserreichen, hydrophilen Doménen und wasserarmen, hydrophoben Doménen der Polymere
in hochverzweigten Polyglycerin-Hydrogelen.?** Von RODELL et al. wurde in Hyaluronséure-
basierten Hydrogelen, die iliber Adamantan und B-CD vernetzt waren, ebenfalls eine
Phasentrennung beobachtet, die durch die Kondensation der Polymere zu einer festen Phase
verursacht wurde.”** Eine Phasentrennung bei den in dieser Arbeit hergestellten Hydrogelen in
konzentriertere und weniger konzentrierte Phasen ist denkbar, bendtigt aber weiterfithrender

Experimente zur Verifikation. Negative Einfliisse dieser strukturellen Eigenschaften auf die
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Zellviabilitét sind nicht ersichtlich, da die Zellen dennoch lebendig sind. Die Zellmorphologie
wird in dem homogenen RGD-haltigen Hydrogel (Abbildung 24A) allerdings positiv
beeinflusst, da einzelne Zellen eine Adhdsion aufweisen, was in dem inhomogenen RGD-
haltigen Hydrogel (Abbildung 24B) nicht zutrifft. Im Allgemeinen ist eine strukturelle
Homogenitdt in Zellexperimenten vorteilhaft fiir eine gleichmifBige Zellverteilung und die
Kontrolle der Materialeigenschaften. Auch die mechanischen Eigenschaften sind innerhalb der

Hydrogele und zwischen verschiedenen Proben konsistenter, wenn die Struktur homogen ist.?*°

3.4.3 Abschnittszusammenfassung

Insgesamt konnte fiir die in diesem Kapitel hergestellten Wirtpolymere P(DMA-co-HexAAm-
co-p-CDHexAAm) und Gastpolymere P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm) mithilfe von
CCK-8-Assays eine gute Zytokompatibilitit nachgewiesen werden, die in den 3D-
Zellexperimenten bestdtigt wurde.

Das Ziel, die Zellen dreidimensional in die Wirt-Gast-Hydrogele einzubetten, konnte bei den
Hydrogelen mit niedrigeren Vernetzungsdichten von 2,5 mol% bis 4,8 mol% erreicht werden.
Bei den Hydrogelen mit hohen Vernetzungsdichten fiihrte eine schlechte Mischbarkeit der Wirt-
und Gastpolymerlosungen zu einem Absinken der Zellen zum Plattenboden. Dariiber hinaus
wurde mittels Durchlichtmikroskopie eine inhomogene innere Hydrogelstruktur festgestellt,
die nur bei der niedrigsten verwendeten Vernetzungsdichte von 2,5 mol% nicht auftrat.
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden in den nachfolgenden Kapiteln niedrige
Vernetzungsdichten verwendet. Negative Einfliisse der inhomogenen inneren Struktur auf die
Zellviabilitdt wurden zwar nicht nachgewiesen, dennoch ist eine homogene Hydrogelstruktur

und dadurch gleichmiBige Umgebungsbedingung fiir alle Zellen erstrebenswert.

In den nachfolgenden Kapiteln sollte das bestehende Gastpolymer P(TMAEA-co-DMA-co-
AdHexAAm) um eine Thiolacton-Einheit erweitert werden, um diese fiir die polymeranaloge
Bindung von Peptiden zu nutzen. Weitere Vorteile der Verwendung von Thiolacton-Einheiten

werden im folgenden Abschnitt erldutert.

Teile der in den Kapiteln 4 und 5 beschriebenen Ergebnisse wurden im Rahmen der

Masterarbeit von Gizem Karatas erarbeitet.>>°
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4. Synthese und Charakterisierung thiolactonhaltiger Wirt-Gast-Hydrogele

4.1 Einleitung und Zielsetzung

In diesem Kapitel soll die alternative Methode zu der in Kapitel 3 verwendeten
Copolymerisation von Peptidmonomeren, ndmlich die polymeranaloge Kupplung von
Peptiden, verwendet werden. In den letzten Jahren wurden einige Kupplungsmethoden zur
polymeranalogen Peptidimmobilisierung entwickelt. Zu den am héufigsten verwendeten
Kupplungsmethoden gehoren die Azid-Alkin-Click-Reaktionen,??*” die Amidkupplung iiber
aktivierte Carbonsiduren’® und Thiol-MICHAEL-Additionen.?**?* Da die Azid-Alkin-
Reaktionen hiufig auf hydrophoben Verbindungen basieren, sind sie fiir die Anwendung in
Hydrogelen unvorteilhaft. Die Verwendung von Aktivestern birgt den Nachteil,
Aktivierungsreagenzien zu bendtigen und Nebenprodukte zu erzeugen, die sorgfiltig entfernt
werden miissen, um eine Zytokompatibilitit des Polymers zu gewdhrleisten. Die Thiol-
MICHAEL-Addition hingegen zeichnet sich durch ihre hohe Atomodkonomie, milden
Reaktionsbedingungen und die Abwesenheit toxischer Reagenzien aus, wodurch sie auch in
Gegenwart von Zellen eingesetzt werden kann.>* Bei der Thiol-MICHAEL-Addition reagiert ein
Thiol mit einer a,f-ungesittigten Carbonylverbindung, dem sogenannten MICHAEL-Akzeptor.
Das Einbringen der fiir die Thiol-MICHAEL-Addition benétigten Thiolgruppen in ein Polymer
ist jedoch eine Herausforderung, da thiolhaltige Monomere die Polymerisation storen. Thiole
werden auch als Ketteniibertragungsreagenzien in radikalischen Polymerisationen
eingesetzt.!%2* Folglich konnen Thiole nur in geschiitzter Form polymerisiert werden. Zu

diesen geschiitzten Thiolen gehdren Thioester,?*> Thioether?*¢

und spaltbare Disulfide, die
allerdings den Nachteil aufweisen, bei der Thiolentschiitzung Nebenprodukte zu bilden und im
Fall von Disulfidvernetzern zu einer in-situ Gelierung zu fiihren, wodurch lediglich
eingeschriinkte Thiolkonzentrationen im Polymer erreicht werden kénnen.!!®? Eine
vielversprechende Alternative stellen Thiolactone dar, da sie die polymeranaloge Bildung

groBer Mengen an Thiolen ohne Nebenproduktbildung erméglichen.?*

Bei Thiolactonen handelt es sich um ringférmige Thioester, die aus Mercaptosduren unter
Abspaltung von Wasser in verschiedenen RinggroBen synthetisiert werden kdnnen.’*® Die
hiufigsten Vertreter dieser Molekiilklasse sind die -, y- und d-Thiolactone, die aus vier-, fiinf-
oder sechsgliedrigen Ringen bestehen (Abbildung 25). Die als a-Thiolactone bezeichneten

dreigliedrigen Ringe konnen nur als instabile Zwischenprodukte erhalten werden.?*
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Abbildung 25: Molekiilstrukturen von a-, -, y- und d-Thiolacton.

Eines der am hdufigsten verwendeten Thiolactonderivate ist das Homocystein-Thiolacton, das
aufgrund seiner Aminogruppe fiir Modifikationen durch elektrophile Angriffe zur Verfligung
steht.?® In dieser Arbeit soll Homocystein-Thiolacton verwendet werden, um das
Thiolactonmonomer N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton (TLaAAm) darzustellen und iiber
Copolymerisation in das Gastpolymer zu integrieren. Da Thiolactone empfindlich gegeniiber
Nukleophilen sind, konnen sie sehr effizient durch primdre Amine ringge6ffnet werden
(Aminolyse), um freie Thiole zu erzeugen. Unter bestimmten Bedingungen ist auch eine
Ring6ftnung durch Alkohole und Wasser moglich. Ein weiterer Vorteil der Thiolactone besteht
in der Moglichkeit zur doppelten Funktionalisierung, da durch das gewéhlte
Ringoffnungsreagenz ebenso wie liber das bei der Ringdffnung entstehende Thiol verschiedene
Verbindungen am Polymer immobilisiert werden konnen.?! In dieser Arbeit sollte die
Ring6ffnung iiber eine Aminolyse mittels n-Propylamin erfolgen. Die dabei entstehenden
Thiole sollten vollstindig zur Immobilisierung von RGD-Peptiden am Gastpolymer genutzt
werden. Dafiir wurde dieselbe Aminosdure-Sequenz wie in Kapitel 3 verwendet. Diese wurde
anstelle der Methacrylamidgruppe mit einer Maleimidgruppe (Mal) funktionalisiert, denn
Studien von NGUYEN et al. zufolge gehdren Maleimide, gefolgt von Vinylsulfonen und
Acrylaten zu den reaktivsten MICHAEL-Akzeptoren.?>? Dariiber hinaus wurden die Peptide am
N-Terminus, um eine Aminocapronsdure (Aca) als Spacer zwischen der Peptidsequenz und der
Maleimidfunktionalitdt erweitert, um eine hohere Flexibilitit und bessere Zugénglichkeit des
Peptids fiir Integrine zu erreichen und zugleich die Immobilisierungsreaktion zu
erleichtern.??%2>* Folglich ergab sich fiir die Molekiilbezeichnung des RGD-Peptids die
Abkiirzung Mal-Aca-GGRGDSF.

Prinzipiell wire auch eine Immobilisierung des Peptids iiber die direkte Aminolyse des
Thiolactonrings mit dem Amin des N-Terminus des Peptids denkbar gewesen, dies ist aber die
weniger reaktive Kupplungsvariante und wiirde zu einer geringeren Funktionalisierungsrate als

die Thiol-MICHAEL-Addition fiihren.'®

Da die Kontrolle iiber die zelluldren Interaktionen wichtig ist und einige Anwendungen eine
reduzierte Zelladhdsion bendtigen, wihrend in anderen Anwendungen eine ausgeprigte

Zelladhiision gewiinscht ist,!* sollten die thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele mit
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verschiedenen Mengen an RGD-Peptiden versehen und deren Einfluss auf das Zellverhalten
untersucht werden.

Auflerdem sollte in diesem Kapitel der Einfluss des kationischen Monomers TMAEA auf das
Zellverhalten in 3D-Zellexperimenten niher untersucht werden, indem Gastpolymere mit und
ohne TMAEA-Einheiten synthetisiert wurden. Die Kombination aus adhdsionsfordernden
Peptiden und kationischer Ladung fiihrte in den kovalent vernetzten Hydrogelen von SALLOUH
et al. und STAMM et al. zu einem synergistischen Effekt auf die Zelladhision. %134 Arbeiten mit
Adamantan/B-CD-vernetzten Hydrogelen, die Peptidliganden mit Kationik kombinieren, sind
bisher nicht bekannt, daher soll in diesem Abschnitt zusitzlich untersucht werden, ob ein

ahnlicher synergistischer Effekt zu erreichen ist.

Die Vernetzungsdichte der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele sollte nicht variiert werden,
wodurch die Synthese nur eines Wirtpolymers notwendig war. Das Wirtpolymer sollte wie in
den vorausgegangenen Kapiteln aus DMA, HexAAm und B-CD-EDA aufgebaut sein. Da die
mechanischen Eigenschaften der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele dennoch variiert
werden sollten, wurden die Hydrogele in vier unterschiedlichen Polymerkonzentrationen

hergestellt, wodurch Hydrogele in vier verschiedenen Steifigkeiten erzeugt werden sollten.

Insgesamt sollten in diesem Abschnitt folglich die Parameter Peptidkonzentration, kationische
Ladung und mechanische Eigenschaften hinsichtlich ihres Einflusses auf das Zellverhalten
charakterisiert werden, da diese drei Parameter bisher selten in Kombination untersucht
wurden. Dafiir wurden, wie in Abbildung 26 gezeigt, thiolactonhaltige Gastpolymere mit und
ohne kationische FEinheiten hergestellt. Diese Gastpolymere wurden zum einen ohne
Peptidfunktionalisierung eingesetzt (PAdn und PAdkat) und zum anderen mit RGD-Peptiden
funktionalisiert (PAdnrGp2 und PAdkatrp2). Durch Kombination der peptidhaltigen und nicht
peptidhaltigen Gastpolymere sollte eine weitere mittlere Peptidkonzentration erzeugt werden,
um den Einfluss verschiedener Peptidkonzentration néher untersuchen zu konnen. Insgesamt
wurden dadurch sechs unterschiedlich zusammengesetzte Hydrogele mit gleicher
Vernetzungsdichte hergestellt, die jeweils in vier verschiedenen Polymerkonzentrationen
erstellt werden sollten. Uber rheologische Untersuchungen dieser thiolactonhaltigen Wirt-Gast-
Hydrogele sollten deren mechanischen Eigenschaften charakterisiert werden, bevor die
Hydrogele in Zellexperimenten auf ihre Zytotoxizitdt und ihre Beeinflussung der Zelladhdsion
hin getestet wurden. Der Einfluss der Kationik und der RGD-Konzentration wurde dabei

unabhingig voneinander und in Kombination untersucht.

69



Synthese und Charakterisierung thiolactonhaltiger Wirt-Gast-Hydrogele

J[’ /W

b B d b o 4

W \N o HN 0] O “stat. \,ij 0 HN o) HN o stat.
SN0 HNT o Pstat

N X stat, I éfo &O
| $ S
TLaAAm TLaAAm
o TMAEA °
o, HN NH
NH
J/ AdHexAAm AdHexAAm
HN
o
OH PAd, PAd ¢
© +
o7o o HO. (o]
HO.
o
LT | i o
o N -y y b © -y y
0 #QA ~on SN0 HNTSo uNTSo T HNT Yo Hstat \ril 0 HN"So 0 -stat
g o
ol

HN™ ~0 HN

H |
o
‘% r .y Y
s HN S HN
OH
Ho - TLaAAm ] L TLaAAm $ j\
R o O o TMAEA o o
fen
o o OH

HN N, HN N
'Aca-GGRGDSF 0" ‘Aca-GGRGDSF

Mal-RGD Mal-RGD
AdHexAAm AdHexAAm

PAdrep2 PAd atrep2

Abbildung 26: Zusammensetzung der vier verschiedenen thiolactonhaltigen Gastpolymere und des

Wirtpolymers.
4.2 Synthese der Wirt- und Gastpolymere

Bei der Synthese der Wirt- und der Gastpolymere wurde ein relativ geringer B-CD-
beziehungsweise Adamantan-Anteil von jeweils 2 mol% angestrebt, da die Wirt-Gast-
Hydrogele mit geringerer Vernetzungsdichte in den vorausgegangenen Zellexperimenten in
Kapitel 3.4 eine homogenere Struktur und eine gleichméaBigere dreidimensionale Zellverteilung

zeigten.

4.2.1 Synthese der Wirtpolymere

Die Darstellung der Wirtpolymere erfolgte in Anlehnung an die in Kapitel 3 genutzte
Synthesevorschrift, lediglich der letzte Syntheseschritt, die polymeranaloge Kupplung von -
CD-EDA sollte an dieser Stelle optimiert werden. Das Ziel der Optimierung war es, das
Aktivierungsreagenz HBTU zu ersetzen, da HBTU bei der Kupplungsreaktion das
Nebenprodukt 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) bildet, welches einen Einschlusskomplex mit f3-
CD eingehen kann und dadurch schlecht aus dem Polymer zu entfernen ist. Uberreste an HOBt
wiirden sich wie die meisten niedermolekularen Verbindungen negativ auf die
Biokompatibilitit der Polymere auswirken. Daher wurden im Folgenden mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) wund N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
alternative Aktivierungsreagenzien getestet, deren Nebenprodukte sich schlechter in die -CD-

Kavitét einlagern. Mit diesen Reagenzien wurde die Kupplungsreaktion in kleinen Ansétzen
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unter verschiedenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt, um den gewiinschten
Funktionalisierungsgrad des Wirtpolymers zu erreichen. Die dabei erhaltenen Test-Polymere
werden im Folgenden als TPCDx (x = Testnummer) bezeichnet. Zur Ermittlung der
Zusammensetzung der Test-Polymere wurden "H-NMR-Spektren der Polymere aufgenommen
und diese wie in Kapitel 3 Dbeschrieben ausgewertet. Da der gewiinschte
Funktionalisierungsgrad des B-CD-Polymers bei 2 mol% lag, wurde ein P(DMA-co-
HexAAm)-Pripolymer mit einem DMA/HexAAm-Verhdltnis von 97,5/2,5 verwendet
(PPCDS8). Der HexAAm-Anteil wurde in einem leichten Uberschuss eingesetzt, da in
vorherigen Experimenten beobachtet wurde, dass die Immobilisierung von B-CD nicht
quantitativ ablief. Die iiber GPC-Methoden ermittelte mittlere molare Masse M, und die
Dispersitit ® von PPCD8 liegen bei M, = 246700 g/mol und D = 1,90. Die zur Optimierung
der PB-CD-Immobilisierung getesteten Reaktionsbedingungen und die erhaltenen
Zusammensetzungen der Test-Polymere sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Ein Nachteil der Verwendung der Aktivierungsreagenzien EDC und DCC im Gegensatz zu
HBTU ist das erhohte Auftreten von Nebenreaktionen, denn bei der Aktivierung der
Carbonsduren mit den Carbodiimiden bildet sich ein hochreaktiver O-Acylisoharnstoft als
Zwischenstufe, der spontan zu dem inaktiven N-Acylharnstoff racemisieren kann. Diese
Nebenreaktion kann allerdings durch den Zusatz von N-Hydroxysuccinimid (NHS) verhindert
werden, denn NHS reagiert mit dem Aktivester O-Acylisoharnstoff zu einem weiteren aktiven
Ester, der nicht racemisiert und ein ausreichend hohes Aktivierungsniveau fiir die
Amidkupplung besitzt.>>*2%

Eine weitere Problematik bei der Verwendung von DCC ist dessen schlechte Wasserloslichkeit,
wodurch es bei der Aufreinigung der Polymere iiber Dialyse schwer zu entfernen ist. Die
Verwendung von DCC wurde aus diesem Grund und, da es keine bessere Immobilisierungsrate
von B-CD erbrachte als EDC (TPCD4), nicht weiter verfolgt. EDC hingegen weist ebenso wie
die  daraus bei der Reaktion gebildete  Abgangsgruppe  N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)harnstoff (EDU) eine bessere Wasserloslichkeit auf und ldsst sich
folglich iiber eine Dialyse gegen Wasser eliminieren.

Als Losungsmittel eignen sich fiir die Umsetzung zu O-Acylisoharnstoff vor allem apolare
Losungsmittel, viele polare aprotische Losungsmittel konnen jedoch auch in Betracht gezogen
werden. Da das hydrophile Pripolymer und B-CD-EDA in den meisten apolaren
Losungsmitteln nicht 16slich sind, wurde an dieser Stelle wasserfreies DMF als Losungsmittel
eingesetzt, denn DMF ist dazu in der Lage, alle verwendeten Reagenzien zu 16sen und wurde

bereits fiir Kupplungen mit Carbodiimiden eingesetzt.>>’-?%8
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Tabelle 12: Die verwendeten Reaktionsbedingungen zur Optimierung der polymeranalogen 3-CD-
Kupplung in DMF als Losungsmittel bei einer Reaktionszeit von 24 h sowie die Zusammensetzungen

der erhaltenen Test-Polymere P(DMA-co-HexAAm-co-B-CDHexAAm) (TPCD1-TPCDS).

Zusammensetzung
Reaktionsbedingungen * DMA/HexAAm/
Polymer p-CDHexAAm / mol%
PPCD8® B-CD-EDA DIPEA EDC NHS DCC T
. . . . . . theor. ¢ exp. ¢
/ Aq. / Aq. / Aq. /Aq. /Aq. /Aq. /°C
TPCD1 1 1,2 3,0 2,0 2 0 RT 97,5/2,0/0,5 97,5/0,7/1,7
TPCD2 1 1,2 3,0 2,0 2 0 50  97,5/2,0/0,5 97,5/0,9/1,5
TPCD3 1 5,0 3,0 2,0 2 0 RT 97,5/2,0/0,5 97,5/0,5/1,9
TPCD4 1 1,2 3,0 0,0 2 2 RT  97,5/2,0/0,5 97,5/0,5/1,9
TPCDS 1 5,0 3,0 8,0 8 0 RT 97,5/2,0/0,5 97,5/1,6/0,9
TPCD6 1 1,2 1,5 1,5 0 0 RT  97,5/2,0/0,5 97,5/0,4/2,0
TPCD7 1 5,0 13,0 8,0 8 0 50  97,5/2,0/0,5 97,5/1,0/1,5
TPCDS 1 10,0 26,0 16,0 16 0 50  97,5/2,0/0,5 97,5/1,7/0,8

@ Aquivalente bezogen auf 1 Aq. HexAAm; ® Zusammensetzung des Pripolymers PPCD8: DMA/HexAAm = 97,5/2,5; ¢

gewiinschte Polymerzusammensetzung; ¢ bestimmt durch '"H-NMR-Spektroskopie.

Zusitzlich wurde DIPEA als Base zu der Reaktion hinzugegeben, um die Deprotonierung der
Aminogruppe von B-CD-EDA sicherzustellen, die eine Voraussetzung fiir den nukleophilen
Angriftf am Aktivester ist.

Der Vergleich der Test-Polymere TPCD1 und TPCD2 zeigt eine Erhohung der
Immobilisierung durch Verwendung einer Reaktionstemperatur von 50 °C anstelle von
Raumtemperatur. Die hochste Immobilisierungsrate wies TPCD8 auf, das mit einem 10-fachen
Uberschuss an B-CD-EDA und einem entsprechenden Uberschuss der anderen Reagenzien

synthetisiert wurde.

Mit den fiir TPCD8 verwendeten Reaktionsbedingungen wurde anschlieBend ein grof3er
Reaktionsansatz durchgefiihrt, der fiir die Synthese der Hydrogele genutzt werden sollte. Die
Zusammensetzung des dabei erhaltenen Wirtpolymers PCD8 wurde aus dem in Abbildung 27
gezeigten "H-NMR-Spektrum iiber das Verhiltnis des Signals bei 4,48 ppm, das dem Proton 16

des B-CD zugeordnet wurde, zu dem DMA-Signal bei einer chemischen Verschiebung von
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2,79 ppm ermittelt. Dabei konnte ein DMA/B-CDHexA Am-Verhéltnis von 97,5/2,5 und damit

ein quantitativer Umsatz der Carbonsduregruppen des Prépolymers festgestellt werden.
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™ o
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Abbildung 27: "H-NMR-Spektrum des Wirtpolymers PCD8 in DMSO-ds (500 MHz).

Die analytischen Daten des Prapolymers PPCD8 und des Wirtpolymers PCD8 sind zusammen

mit den analytischen Daten der Adamantan-Polymere in Tabelle 15 bereitgestellt.
4.2.2 Synthese der thiolactonhaltigen Gastpolymere

Die thiolactonhaltigen Gastpolymere wurden durch eine freie radikalische Polymerisation der
Monomere DMA, AdHexAAm, N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton (TLaAAm) und TMAEA
in zwei verschiedenen Zusammensetzungen, einmal mit und einmal ohne TMAEA, dargestellt.
Ein Teil der Produktmenge dieser beiden Copolymere wurde weiter funktionalisiert, indem die
Thiolactonringe des TLaAAm iiber eine Aminolyse gedffnet und die dabei entstehenden Thiole

mit den Maleimid-funktionalisierten RGD-Peptiden umgesetzt wurden. Schema 11 zeigt einen
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Uberblick iiber die gesamte Syntheseroute, die im Folgenden in ihren Teilschritten erldutert

wird.
+ + DMSO, 50 °C, 4 h
\’i‘ 0 HN™ 70 HN Yo ————— > DV VLI HN Odstal
|
DMA {\FO C\fo
s S
fo) TLaAAm o
NH
AdHexAAm

PAd,: ;b=868;c=23;d=109

PAd ¢ ;b=843;c=23;d=80

A~ NH;

n-Propylamin
0,01 M PBS-Puffer,
RT, 24 h
N—Aca- GGRGDSF
]
b < b c d-x X
-~ )
'i‘ o HN . ’i‘ O HN"SO  HN"So  HNTYO stat
C\F f\f C\Fo fkfo
HN
S ks
° o)
NH N
@ 0" ‘Aca-GGRGDSF
PAdrgp2: ;b=868,c=23,d=75y=33 PAd s2: ;b=868,c=23,d=75x=34
PAdyarep2: ;b=843,c=23,d=41y=39 PAd ats12: ;b=843;c=23;d=4,1;,x=40

Schema 11: Syntheseroute zur Darstellung der neutralen und kationischen Gastpolymere ohne RGD-
Peptid (PAd, und PAdya) sowie der neutralen und kationischen Gastpolymere mit RGD-Peptid

(PAdunrcp2 und PAdiargn2) liber eine Aminolyse als Zwischenschritt.

Die fiir den ersten Schritt, die radikalische Polymerisation, benotigten Monomere AdHexAAm
und TMAEA wurden analog zu den in Kapitel 3 beschriebenen Synthesevorschriften
dargestellt. TLaAAm wurde mithilfe einer SCHOTTEN-BAUMANN-Reaktion nach REINIKE et al.
aus Homocystein-Thiolacton-Hydrochlorid und Acryloylchlorid hergestellt.?® Der Reaktion
wurde zur Deprotonierung des Homocystein-Thiolacton-Hydrochlorids und zur Neutralisation
der bei der Reaktion entstehenden Salzsiure ein Uberschuss an Natriumhydrogencarbonat
zugesetzt. Nach Aufreinigung des Produktes iiber Extraktion und Umkristallisation wurde es in
30 %iger Ausbeute erhalten und dessen Struktur und Reinheit {iber 'H- und "*C-NMR-
Spektroskopie nachgewiesen (Abbildungen A19 und A20).

Die Polymerisation der Monomere erfolgte in DMSO als Losungsmittel, da alle verwendeten
Monomere und der Initiator in diesem Losungsmittel 16slich sind. Als Initiator wurde 2,2'-
Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril) (V-70) bei einer Reaktionstemperatur von 40 °C

verwendet. Unter diesen Polymerisationsbedingungen wurden zwei Adamantan-Copolymere
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synthetisiert, eines davon sollte kein TMAEA enthalten und folglich neutral geladen sein,
deswegen wird es im Folgenden als PAdn bezeichnet. Das zweite Adamantan-Copolymer sollte
5 mol% TMAEA enthalten und somit kationisch geladen sein, daher erhélt es die Bezeichnung
PAdkat. Beide Adamantan-Copolymere sollten einen identischen Vernetzeranteil von 2 mol%
AdHexAAm besitzen, um eine gute Vergleichbarkeit der Polymere und damit die Identifikation
des TMAEA-Einflusses auf das Zellverhalten zu ermoglichen. Die Polymere wurden nach
erfolgter Polymerisation und Aufreinigung {iber Dialyse per 'H-NMR-Spektroskopie
charakterisiert (Abbildung 28). Dabei wurde das Signal bei 2,63-3,11 ppm zur Berechnung des
DMA-Anteils verwendet, wihrend das Signal bei 4,48 ppm zur Bestimmung des TLaAAm-
Anteils herangezogen wurde. Das Signal bei 3,67 ppm, das der CH>-Gruppe in Position 4 von
TMAEA zugeordnet werden konnte, wurde zur Bestimmung des TMAEA-Gehalts im
Copolymer verwendet. Bei den kationischen Copolymeren liberlagerte jedoch das Signal von
TLaAAm bei 4,48 ppm mit dem Signal der CH2-Gruppe in Position 3 von TMAEA. Um den
TLaAAm-Anteil bestimmen zu konnen, wurde deshalb zunidchst der TMAEA-Anteil iiber das
Signal bei 3,67 ppm bestimmt und anschlieBend das nun bekannte iiberlagernde TMAEA-
Signal von dem TLaAAm-Signal bei 4,48 ppm abgezogen. Fiir die Bestimmung des
AdHexAAm-Anteils wurden die Signale bei 1,90 ppm und 1,98 ppm verwendet, die den
Protonen 12 und 13 der Adamantylgruppe sowie der CH>-Gruppe in Position 11 der Hexylkette
zugeordnet werden konnten. Die Ergebnisse zeigen einen erfolgreichen Einbau aller
Monomere. Aullerdem lag der AdHexAAm-Anteil in beiden Polymeren wie gewiinscht bei mit
2,3 mol% demselben Wert. Dariiber hinaus wurden die Polymere iiber GPC-Messungen
untersucht. Die Messungen ergaben fiir die Polymere PAdn und PAdkat mittlere molare Massen,
die mit 135300 g/mol und 126900 g/mol nah beieinander liegen, was ebenfalls zu einer guten
Vergleichbarkeit der beiden Polymere fiihrt. Die iiber die GPC-Messungen erhaltenen
Dispersitdten weisen mit & = 5,47 fiir PAdn und D = 2,80 fiir PAdkat zwar grofere Differenzen
auf, liegen aber im Rahmen der typischen Werte einer freien radikalischen Polymerisation.

Die Zusammensetzungen sowie die GPC-Ergebnisse der beiden thiolactonhaltigen Adamantan-
Polymere sind zusammen mit den analytischen Daten der nachfolgend beschriebenen Polymere

in Tabelle 15 bereitgestellt.
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Abbildung 28: 'H-NMR-Spektren der neutralen und kationischen thiolactonhaltigen Gastpolymere
PAd, (600 MHz) und PAdya (400 MHz) in DMSO-ds mit der Markierung der Signale, iiber die die

Zusammensetzung ermittelt wurde.

4.2.2.1 Polymeranaloge Offnung des Thiolactonrings

Im nichsten Schritt wurde ein Teil der Produktmenge von PAdn und PAdkat fiir die
Peptidfunktionalisierung vorbereitet, indem die Thiolactoneinheiten der Polymere {iber eine
Aminolyse mit n-Propylamin ringge6ffnet wurden. Die dabei freigesetzten Thiolgruppen
konnen spdter mit Maleimid-funktionalisierten Peptiden in einer Thiol-MICHAEL-Addition
umgesetzt werden.*>>® Das Aminolysereagenz wurde auf der Grundlage der Arbeiten von
ESPEEL et al. ausgewdhlt. Da ESPEEL ef al. in einem Screening verschiedener primérer Amine
zur Thiolactonringdffnung die Amine mit linearen Alkylketten als reaktivste
Aminolysereagenzien herausstellten, sollten diese auch in dieser Arbeit Anwendung finden.?*°
Die Alkylkette des hier verwendeten Amins sollte moglichst kurz sein, um die

Wasserloslichkeit des Polymers nicht zu reduzieren, gleichzeitig sollte der Alkylrest so lang
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sein, dass das Signal der endstindigen CHs-Gruppe im 'H-NMR ausreichend
hochfeldverschoben ist, um nicht mit dem Signal des Polymerriickgrats zu iiberlagern und somit
fiir die Ermittlung der Polymerzusammensetzung zur Verfligung zu stehen. Da n-Propylamin
diese Anforderungen erfiillt, ist es hier als Aminolysereagenz zum Einsatz gekommen.?** Die
Aminolysereaktion wurde in PBS (phosphate buffered saline)-Puffer, der einen
physiologischen pH-Wert von 7,4 aufweist, durchgefiihrt. Der PBS-Puffer sollte den pH-Wert
wihrend der Reaktion stabilisieren und so die Protonierung von n-Propylamin verhindern, da
dieses als Nukleophil fungieren und am Carbonylkohlenstoffatom der Thioestergruppe
angreifen soll. Der nukleophile Angriff resultiert durch Elektronenpaarverschiebungen in der

Offnung des Thiolactonrings wie in Schema 12 dargestellt ist.

HN /)/_\/\/ HN
HaN Coo
o ——» —_— O 5 0o

s S ®\\\ g\_/:yi Hs HNL

Schema 12: Mechanismus der polymeranalogen Thiolactonringdffnung mit #-Propylamin.

Zu den Polymeren PAdn und PAdka wurden jeweils 4,4 Aq. n-Propylamin pro 100
Monomereinheiten hinzugegeben. Die Ringdffnungsreaktion wurde unter Ausschluss von
Sauerstoff durchgefiihrt, da die bei der Reaktion entstehenden Thiolgruppen, dadurch dass sie
in der basischen Reaktionsldsung deprotoniert vorliegen, eine Nukleophilie aufweisen und in
der Gegenwart von Luftsauerstoff zu Disulfiden oxidieren kénnen. Da wéhrend der 24-
stiindigen Reaktion dennoch Sauerstoff in das Reaktionsgefdl gelangen und sich
Disulfidbriicken ausbilden kénnen, wurde nach Ablauf der Reaktionszeit, das Reduktionsmittel
Dithiothreitol (DTT) als Spaltreagenz hinzugefiigt und die Reaktion fiir weitere 10 min geriihrt.
Da DTT ein niedriges Redoxpotential besitzt, ist es in der Lage, Disulfide innerhalb weniger
Minuten quantitativ zu reduzieren.’®! Bei der reduktiven Spaltung liuft die in Schema 13
visualisierte  Thiol-Disulfid-Austauschreaktion ab, bei der es sich um eine
Gleichgewichtsreaktion handelt, die aufgrund der thermodynamisch giinstigen Bildung des
Sechsrings 1,2-Dithian-4,5-diol vorwiegend in Richtung der Produktseite verlduft. Da DTT
unter den in dieser Arbeit verwendeten leicht basischen Reaktionsbedingungen im
deprotonierten Zustand vorliegt, weist es ein noch niedrigeres Redoxpotential auf und ist

folglich noch reaktiver.?"!
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Schema 13: Schematische Darstellung der reduktiven Disulfidspaltung durch DTT unter basischen
Bedingungen.

Um nach Beendigung der Spaltungsreaktion die erneute Bildung von Disulfidbriicken bei der
Aufreinigung der Polymere zu verhindern, wurden die Thiole protoniert, indem die

Reaktionslosung mit 1 M HCI angeséuert wurde.

Die Aufreinigung erfolgte iiber eine viertdgige Dialyse, in der {iberschiissiges n-Propylamin
und DTT entfernt werden sollte. Die Reinheit der im Folgenden als PAdnsn und PAdkatsu
bezeichneten ringgedffneten Polymere konnte iiber die 'H-NMR-Spektren nachgewiesen
werden, denn weder Reste an DTT noch an n-Propylamin waren zu erkennen (Abbildungen
A21 und A22). Auf die 'H-NMR-Spektren der Polymere kann zur genauen Bestimmung des
Thiolanteils allerdings nicht zuriickgegriffen werden, da die Signale der ungedffneten und
gedffneten Thiolactonringe aufgrund von Uberlagerungen nicht genau integriert werden
konnen und das Signal der durch die Aminolyse am Polymer gebundenen Propylgruppe sowohl
in D20 als auch in DMSO-ds aufgrund von Aggregatbildungen ein kleineres Integral aufweist
als der Realitét entsprechen wiirde. Die genaue Bestimmung des Thiolgehalt der ringgedftneten

Polymere erfolgte daher mithilfe des ELLMAN’s Assays.

Der ELLMAN’s Assay ist eine von GEORGE L. ELLMAN ver6ffentlichte Methode zur Bestimmung
der Thiolkonzentration einer Probe. Dabei wird eine Probenlosung mit einer bekannten
Probenkonzentration in Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 8 erstellt und eine definierte
Menge des ELLMAN‘s Reagenzes 5,5°-Dithiobis-(2-nitrobenzoesiure) (DTNB?)
hinzugegeben. Zur Vermeidung der Oxidation der Thiole durch Luftsauerstoff wurde der
Phosphatpuffer zuvor entgast. Innerhalb einer Reaktionszeit von 20 min erfolgt in einer Thiol-
Disulfid-Austauschreaktion die Bildung von einem Mol 2-Nitro-5-thiobenzoat (NTB*") pro
Mol Thiol (Schema 14).26?
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Schema 14: Reaktion des ELLMAN’s Reagenzes DTNB mit einer Thiolgruppe bei einem pH-Wert von

8 zu einem Aquivalent NTB2~ 263

Da das 2-Nitro-5-thiobenzoat eine starke gelbe Fiarbung aufweist, kann es UV-spektroskopisch
bei einer Wellenldnge von 412 nm detektiert werden. Die dabei gemessene Extinktion Etng
kann iiber das LAMBERT BEER’sche Gesetz in die Konzentration des NTB?-Anions c1ns, die
der Konzentration des Thiols ctniol entspricht, umgerechnet werden. Dafiir werden, wie in der
Gleichung 6 beschrieben, der molare Extinktionskoeffizient von NTB?-, der bei niedrigen
Konzentrationen einem Wert von erng = 14150 M cm! entspricht, und die Schichtdicke d der

Messkiivette benotigt.

Enrtp2- (6)

CNTB2- = CThiol =
enrp2- " 4

Anhand der bekannten Probenmenge in der Messkiivette, kann aus der ermittelten
Thiolkonzentration der Messlosung die Thiolkonzentration der Probe berechnet werden. Uber
den Vergleich der theoretischen mit der gemessenen Thiolkonzentration kann der Molanteil der

Thiole im Polymer ermittelt werden.

Fiir die hergestellten Polymere PAdnsu und PAdkatsu, bei deren Synthese jeweils 4,4 Aq. n-
Propylamin pro 100 Monomereinheiten eingesetzt wurden, ergab der ELLMAN’S Assay
Thiolanteile von 4,0 mol% und 3,2 mol%. Dies entspricht Umsétzen von 91 % bei PAdnsn und

73 % bei PAdkatsu (Tabelle 13).

Zur weiteren Erhohung des Thiolgehaltes und zur Angleichung der Thiolgehalte der beiden
Polymere wurden die beiden Polymere PAdnsn und PAdxkatsu erneut in PBS-Puffer geldst und
die Ringdffnung nochmals unter denselben Reaktionsbedingungen durchgefiihrt, lediglich die
Zugabe des Aminolysereagenzes n-Propylamin wurde angepasst. Zu PAdkatsn wurden diesmal
3,9 Aq. n-Propylamin hinzugegeben, wihrend die Losung mit PAdasu nur mit 2,2 Aq. n-
Propylamin versetzt wurde, dadurch sollte der Thiolgehalt der beiden Polymere nach erfolgter

Reaktion dhnlich ausfallen. Die zweite Ringdffnungsreaktion fiihrte laut ELLMAN’s Assay bei
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dem kationischen Gastpolymer PAdkatsn lediglich zu einer Erhdhung des Thiolanteils von
3,2 mol% auf'4,0 mol% (PAdkatsn2, Tabelle 13 Eintrag 2.2). Der zweite Reaktionsansatz verlief

folglich weniger effizient als der erste.

Tabelle 13: Die iiber den ELLMAN’S Assay bestimmten Thiolanteile xsy und zur Ring6ffnungsreaktion
hinzugegebenen Aquivalente n-Propylamin fiir die kationischen und neutralen thiolactonhaltigen
Gastpolymere. Die Reaktionen wurden jeweils in PBS-Puffer (pH = 7,4) bei Raumtemperatur (RT)

unter Ausschluss von Sauerstoff mit einer Reaktionszeit von 24 h durchgefiihrt.

Eingesetztes Polymer

n-Propylamin  xsu/
Eintrag Polymer (TMAEA/DMA/AdHexAAm/

TLaAAm/Thiol) fAe mol%
1.1 PAdusu  PAdn (0,0/86,8/2,3/10,9/0,0) 4.4 4,0
1.2 PAdkasn  PAdua (5,4/84,3/2,3/8,0/0,0) 4.4 3,2
21 PAdusu2  PAdusu (0,0/86,8/2,3/6,9/4,0) 2,2 3,4
22  PAdiasn2  PAdiacsh (5,4/84,3/2,3/4,8/3.2) 3,9 4,0

* bezogen auf 100 Monomereinheiten des eingesetzten Adamantan-Polymers.

Bei dem neutralen Gastpolymer PAdnsu fiihrte der zweite Reaktionsansatz zu einer
Verringerung des Thiolanteils von 4,0 mol% auf 3,4 mol% (PAdnsu2, Tabelle 13 Eintrag 2.1).
Dieses Resultat kann durch die Oxidation von Thiolen zu Disulfiden erklirt werden, da die
Polymere bei der Aufreinigung mit Luftsauerstoff in Kontakt kommen. Fiir die Bildung
unerwiinschter Disulfidbriicken spricht ebenfalls die leichte Erhohung der mittleren Molmasse
von 136400 g/mol bei PAdnsu auf 155100 g/mol bei PAdnsn2 (Tabelle 13). Da sich das
ringgedffnete Polymer PAdasn2 immer noch problemlos 16sen liel, hat die Bildung der

Disulfidbriicken lediglich zu einer Verldngerung der Polymere, aber nicht zur Vernetzung
gefiihrt.

4.2.2.2 Peptidfunktionalisierung der ringgeoffneten Gastpolymere

An den beiden ringgedffneten Polymeren PAdnsn2 und PAdkatsu2 erfolgte im nédchsten Schritt
die Immobilisierung der Maleimid-funktionalisierten RGD-Peptide iiber eine Thiol-MICHAEL-
Addition. Die Reaktion wurde unter Sauerstoffausschluss bei einem pH-Wert von 6,5-7,0
durchgefiihrt, damit die Thiolgruppen vorwiegend protoniert vorliegen und dadurch weniger
stark zur Oxidation neigen. Der pH-Wert wurde allerdings nur leicht sauer eingestellt, da fiir
den Ablauf der Thiol-MICHAEL-Addition die anfingliche Bildung eines Thiolatanions

erforderlich ist (Schema 15). Im Allgemeinen wird unter der Thiol-MICHAEL-Addition die
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konjugierte 1,4-Addition eines Nukleophiles (MICHAEL-Donor) an das f-Kohlenstoffatom einer
a,p-ungesittigten Carbonylverbindung (MICHAEL-Akzeptor) verstanden, wobei das sogenannte
MICHAEL-Addukt entsteht. Bei der hier durchgefiihrten Reaktion stellt das Thiol das Nukleophil
dar, das die Doppelbindung des Maleimids, welche aufgrund der elektronenziehenden Wirkung
der beiden Carbonylgruppen ein sehr reaktiver MICHAEL-Akzeptor ist, angreift. Dabei bildet
sich ein Carbanion als Zwischenprodukt, welches anschlieend {iber die Deprotonierung eines
weiteren Thiols in das Thiol-MICHAEL-Addukt iibergeht und gleichzeitig ein neues

Thiolatanion bildet.?%*

L pH 6,5-7

;\f . | i .
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Schema 15: Mechanismus der Thiol-MICHAEL-Addition zur Peptidimmobilisierung am

ringgedffneten Polymer.?%

Die Immobilisierung der Maleimid-funktionalisierten RGD-Peptide wurde in einem 2:1-
Gemisch aus Wasser und DMSO durchgefiihrt, wobei der DMSO-Anteil die Funktion der
Loslichkeitsverbesserung der Peptide erfiillte. Zunichst wurde die Umsetzung des neutralen
Polymers PAdnsu2 zu PAdnrep durchgefithrt. Dabei wurde eine leicht erhohte

Reaktionstemperatur von 45 °C gewihlt, um die Beweglichkeit der Polymerketten zu steigern
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und dadurch die Zuginglichkeit der Thiolgruppen zu verbessern. Um einen moglichst
vollstdndigen Umsatz der Thiole mit den sterisch anspruchsvollen Peptidliganden zu erreichen,
wurde eine Reaktionszeit von 72 h angesetzt. Allerdings beschleunigte die erhohte Temperatur
auch die Bildung von Disulfidbriicken, wodurch sich die Reaktionsldsung schon nach einer
Reaktionszeit von 30 min als Folge der Polymervernetzung zu einer gelartigen Substanz
entwickelte. Die Funktionalisierung des kationischen Polymers PAdkatsn2 mit RGD-Peptiden
zu PAdkatrgp wurde daher bei Raumtemperatur durchgefiihrt, fiihrte allerdings nach
zweitdgiger Reaktionszeit ebenfalls zur Gelierung der Reaktionslosung, was ein eindeutiges
Zeichen fiir einen nicht vollstindigen Umsatz der Thiole mit den Peptiden ist. In beiden
Reaktionsanséitzen wurden die Disulfidbriicken durch die Zugabe von DTT zu Thiolen reduziert
und die Polymere nach Ansduerung mit HCl iiber eine Dialyse gegen Wasser aufgereinigt. Die
Bestimmung des Funktionalisierungsgrads erfolgte sowohl iiber den ELLMAN‘s Assay als auch
iiber die 'H-NMR-Spektroskopie (Abbildungen 29 und A23). Der iiber den ELLMAN‘s Assay
ermittelte Funktionalisierungsgrad wurde aus der Differenz des Thiolgehaltes vor und nach der

Reaktion berechnet.

DMA

2
O 1ifgf0
HN 3,4
720 \G 22
22&0 1718 DMSO

2.80

1

N
0" ‘Aca-GGRGDSF
9 %4
10 23
11
Phenylalanin 2,5-7111,17
14-16,20,21,23 -
" § 8 102 =
a T
: 12 ] g T 8
L=al . |
53 N +8 o ﬁ: P
: A 1 | 1
: d b 7 T T
[2a) - @ N
ol =4 T MM o — N -
S 2 % &in 2 o g S 3
han i NS ~ - o =
00 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 0 35 30 25 20 15 10 05 00

chemical shift (pbm)
Abbildung 29: Exemplarisches 'H-NMR-Spektrum des RGD-funktionalisierten Gastpolymers
PAdnrgp2 in DMSO-ds (500 MHz) mit der Markierung der Signale, iiber die der Molanteil an RGD

im Polymer berechnet wurde.
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Fiir die Bestimmung des Funktionalisierungsgrads iiber die 'H-NMR-Spektroskopie wurden,
wie beispielhaft in Abbildung 29 gezeigt, das Integral des DMA-Signals bei einer chemischen
Verschiebung von 2,64-3,12 ppm nach Abzug von Uberlagerungen und das Integral des
Aromaten-Signals von Phenylalanin bei 7,19-7,28 ppm ins Verhiltnis gesetzt.

Wie in Tabelle 14, die die Analytikergebnisse und die eingesetzten Reaktionsbedingungen
zusammenfasst, zu erkennen ist, bestitigen die aus beiden Analytikmethoden erhaltenen RGD-
Anteile einander. Im Folgenden wird sich allerdings auf die Resultate des ELLMAN’S Assays
bezogen, da diese als genauer erachtet werden, weil es bei der Signalintegration im 'H-NMR-
Spektrum zu unvermeidbaren Ungenauigkeiten kommt. Der RGD-Anteil von PAdnrcp liegt
demnach bei 2,1 mol% und der von PAdkatrGp bei 3,2 mol%. Daraus ergibt sich fiir PAdnrGp
trotz der kurzen Reaktionszeit von 30 min bis zur Gelierung ein Umsatz von 62 %. Bei
PAdkatrGp, Welches bei Raumtemperatur nach 48 h gelierte, lag der Umsatz der Thiole bei

80 %.

Tabelle 14: Die iiber den ELLMAN’S Assay und die "H-NMR-Spektroskopie bestimmten Thiolanteile
und bei der Thiol-MICHAEL-Addition eingesetzten Polymere sowie hinzugegebenen Aquivalente Mal-
Aca-GGRGDSF und verwendeten Reaktionstemperaturen 7 und -zeiten ¢ fiir die kationischen und

neutralen thiolactonhaltigen Gastpolymere.

Eingesetztes Polymer Mal-Aca- 7/ 4 XRGD / mol®%
t
Polymer (TMAEA/DMA/AdHexAAm/ GGRGD
A °C h Ell MR
TLaAAm/Thiol/RGD) SF/ Aq. man N

PAdurGp PAdnsn2 (0,0/86,8/2,3/7,5/3,4/0,0) 5,0 45 72 2,1° 1,9
PAdkatrGp  PAdkatsn2 (5,4/84,3/2,3/4,1/4,0/0,0) 5,0 RT 72 32°% 3,1
PAdnrep2  PAdurep (0,0/86,8/2,3/7,5/1,3/2,1) 3,0 RT 5 33° 3,2

PAdkatrGp2 PAdkatrcp (5,4/84,3/2,3/4,1/0,8/3,2) 1,5 RT 5 3,9° 3,6

2 der ELLMAN‘s Assay wurde nach der Aufreinigung der Polymere durchgefiihrt; ® der ELLMAN‘s Assay wurde mit einer Probe
aus der Reaktionslosung nach 3 h Reaktionszeit durchgefiihrt.

Da bei beiden Polymeren ein vollstdndiger Umsatz der Thiolgruppen entscheidend ist, um einen
moglichst hohen RGD-Anteil am Polymer zu immobilisieren und die Bildung von nicht-
gewlinschten kovalenten Vernetzungen iiber Disulfidbriicken im Hydrogel zu vermeiden,
wurden beide Polymere erneut in einer zweiten Reaktion umgesetzt. Die aus dieser zweiten
Reaktion resultierenden Polymere werden daher als PAdnrGp2 und PAdkatrGp2 bezeichnet. Die
Reaktion wurde fiir beide Polymere bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um die friithzeitige

Gelierung zu unterbinden. AuBerdem sollte nach einer Reaktionszeit von 5 h ein Uberschuss an

83



Synthese und Charakterisierung thiolactonhaltiger Wirt-Gast-Hydrogele

Maleimid hinzugegeben werden, um nicht umgesetzte Thiole abreagieren zu lassen, damit
keine Gefahr der Disulfidbriickenbildung besteht. Maleimid wurde fiir diesen Zweck
ausgewdhlt, da es einen sehr reaktiven MICHAEL-Akzeptor darstellt und hydrolysestabil ist im
Gegensatz zu Acrylat-basierten MICHAEL-Akzeptoren, die in Zellexperimenten bei pH = 7,4
hydrolysieren und toxische Hydrolyseprodukte bilden koénnen. AuBerdem ist Maleimid
wasserldslich, wodurch der Uberschuss einfach iiber eine Dialyse aus der Polymerldsung
entfernt werden kann. Die Maleimidmolekiile besitzen aufgrund ihrer Grofe eine bessere
Zuginglichkeit zu den Thiolgruppen als die sterisch anspruchsvollen Maleimid-
funktionalisierten Peptide und sollten daher eine vollstindige Umsetzung der Thiole
garantieren.

Dartiber hinaus wurde das Peptid Mal-Aca-GGRGDSF bei den zweiten Reaktionsansitzen in
einem hdoheren, nimlich zweifachen Uberschuss hinzugegeben. Um den Umsatz mit Mal-Aca-
GGRGDSF mittels ELLMAN‘s Assay iiberpriifen zu kdnnen, wurde vor dem Ablauf der fiinf-
stiindigen Reaktionszeit eine Probe aus der Reaktionslosung entnommen und mittels des
ELLMAN‘s Assays analysiert (Tabelle 14, PAdnrGp2 und PAdkatrGn2). Wichtig war es, vor der
Maleimid-Zugabe den Thiolgehalt im Polymer zu bestimmen, um aus der Differenz zum
urspriinglichen Thiolgehalt den Anteil gebundener RGD-Peptide berechnen zu kénnen. Da der
ELLMAN‘s Assay bei beiden Polymeren vor dem Ablauf der Reaktionszeit einen Thiolgehalt
von 0,0 mol% anzeigte, konnte von einer vollstindigen Umsetzung der Thiole mit Maleimid-
funktionalisierten RGD-Peptiden ausgegangen werden. Der RGD-Anteil des neutralen
Copolymers PAdnrcp2 lag demnach bei 3,3 mol% und der des kationischen Copolymers
PAdkarGp2 bei 3,9 mol%. Der Uberschuss an Maleimid wurde dennoch hinzugegeben und
iiber Nacht geriihrt, um die vollstindige Umsetzung aller Thiolgruppen sicherzustellen. Nach
Aufreinigung der beiden peptidhaltigen Copolymere iiber Dialyse wurde deren Reinheit iiber
die "H-NMR-Spektren nachgewiesen. Bei beiden Polymeren ist das typische Maleimidsignal
nicht zu erkennen, was die vollstindige Entfernung ungebundener Peptidliganden und
Maleimide bestitigt.

Die mittlere Molmasse M, von PAdarcp2 wurde iiber GPC-Messungen ermittelt und liegt mit
220752 g/mol deutlich iiber der mittleren Molmasse des Prapolymers PAdnsn2, was einen
weiteren Nachweis der erfolgreichen Peptidimmobilisierung darstellt. Die mittlere Molmasse
M, des kationischen RGD-haltigen Polymers PAdkatrgp2 konnte wegen dessen schlechter
Loslichkeit im GPC-Eluenten nicht bestimmt werden. Die analytischen Daten und

Zusammensetzungen aller verwendeten Polymere sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Theoretische und experimentell ermittelte Zusammensetzung, mittlere molare Masse M,

und Dispersitit D der letztendlich weiterverwendeten Adamantan- und B-CD-Copolymere.

Zusammensetzung TMAEA/DMA/AdHexAAm/

Polymer TLaAAm/Thiol/RGD / mol% M,/Da® D°
theoretisch * experimentell ?
PAdn 0/83/2/10/0/0 0,0/86,8/2,3/10,9/0,0/0,0 135300 5,47
PAdxat 5/83/2/10/0/0 5,4/84,3/2,3/8,0/0,0/0,0 126900 2,80
PAdnsn2 0/83/2/4/6/0 0,0/86,8/2,3/7,5/3,4/0,0 155100 5,06
PAdkatsn2 5/83/2/4/6/0 5,4/84,3/2,3/4,1/4,0/0,0 101100 3,01
PAdnrGp2 0/83/2/4/0/6 0,0/86,8/2,3/7,5/0,0/3,3 220752 6,68
PAdkatrGp2 5/83/2/4/0/6 5,4/84,3/2,3/4,1/0,0/3,9 -d -d
DMA/HexAAm/B-CDHexAAm / mol%
PPCDS8 97,8/2,2/0,0 97,5/2,5/0,0 246700 1,90
PCD8 97,8/0,2/2,0 97,5/0,0/2,5 -d -d

2 gewiinschte Zusammensetzung; ° bestimmt mittels "H-NMR-Spektroskopie und ELLMAN‘s Assay; ¢ bestimmt {iber GPC-
Messungen mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluenten und PMMA als Standard; ¢ das Polymer war nicht in dem GPC-Eluenten
16slich.

Um bei einer nichsten Funktionalisierungsreaktion in nur einem Reaktionsansatz einen
vollstdndigen Umsatz der Thiolgruppen zu generieren, sollte anstelle einer langen Reaktionszeit
direkt ein etwas hoherer Uberschuss an Maleimid-funktionalisierten Peptiden verwendet

werden.

4.3 Synthese der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele

Fiir die Synthese der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele wurden die Wirt- und die
thiolactonhaltigen Gastpolymere in einem Massenverhéltnis gemischt, in dem die B-CD- und
Adamantan-Einheiten im 1:1-Verhéltnis vorliegen. Insgesamt wurden, wie in Tabelle 16
gezeigt, sechs verschiedene Hydrogelgruppen bestehend aus jeweils vier Hydrogelen, die sich
in ihrer Gesamtpolymerkonzentration unterscheiden (4, 6, 8 und 10 Gew.-%), hergestellt. Die
sechs Hydrogelgruppen unterteilen sich in drei Gruppen ohne TMAEA und drei Gruppen mit
TMAEA. Von diesen neutralen bzw. kationischen Hydrogelgruppen sollte jeweils eine
Hydrogelgruppe keine Peptide enthalten, diese wurden aus den Gastpolymeren PAd, bzw.
PAdy,: und dem Wirtpolymer PCD8 synthetisiert und werden im Folgenden als Gn4-10 und
Gkat4-10 bezeichnet. Je eine weitere Hydrogelgruppe sollte 1,5 mol% RGD (G1,5n4-10 und
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G1,5kat4-10) und die dritten Hydrogelgruppen sollten 3,3 mol% RGD (G3,3n4-10 und
G3,3kat4-10) enthalten.

Tabelle 16: Zusammensetzung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele mit und ohne Kationik und
mit jeweils drei verschiedenen RGD-Anteilen hergestellt in den Gesamtpolymerkonzentrationen £ 4,

6, 8 und 10 Gew.-%.

CTMAEA im

RGD/ crepimGgea/ TMAEA Wirt- Gast-
Hydrogel Gel /
mol% * pmol/mL /mol% * polymer polymer ®
pmol/mL
Gn4 0,0 0,0 0,0 0,0
Gné6 0,0 0,0 0,0 0,0
PCDS8 PAd,
Gn8 0,0 0,0 0,0 0,0
Gnl10 0,0 0,0 0,0 0,0
Gkat4 0,0 0,0 5,4 8,5
Gkat6 0,0 0,0 5,4 12,8
PCDS8 PAdxat
Gkat8 0,0 0,0 5,4 17,0
Gkat10 0,0 0,0 5,4 21,3
G1,5n4 1,5 2,4 0,0 0,0
G1,5n6 1,5 3,6 0,0 0,0 PAdunrcp2:PAd,
PCDS8
G1,5n8 1,5 4,8 0,0 0,0 50:50
G1,5n10 1,5 6,0 0,0 0,0
G3,3n4 3,3 5,0 0,0 0,0
G3,3n6 3,3 7,5 0,0 0,0
PCD8 PAdurcp2
G3,3n8 3,3 10,0 0,0 0,0
G3,3n10 3,3 12,6 0,0 0,0
G1,5kat4 1,5 2,4 5,4 8,5
G1,5kat6 1,5 3,6 5,4 12,8 PAdxarGp2: PAdkat
PCD8
G1,5kat8 1,5 4,8 5,4 17,0 88:12
G1,5kat10 1,5 6,0 5,4 21,3
G3,3kat4 3,3 5,0 5,4 8,5
G3,3kat6 3 ,3 7,5 5 ,4 1 2,8 PAdkatrcp2 :PAdxat
PCDS8
G3,3kat8 33 10,0 5,4 17,0 45:55
G3,3kat10 3,3 12,6 5,4 21,3

2 Gesamtanteil im Gastpolymergemisch; ® Massenverhiltnisse der eingesetzten Gastpolymere.

Um die Peptidkonzentrationen genau einstellen zu konnen, wurden die RGD-funktionalisierten

Gastpolymere PAdnrgp2 bzw. PAdiarcp2 mit den nicht RGD-funktionalisierten Gastpolymeren
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PAd, bzw. PAdy.: in den entsprechenden Verhiltnissen gemischt. Die RGD-Konzentrationen von
1,5 mol% und 3,3 mol% beziehen sich auf den in der Gastpolymermischung enthaltenen
Molanteil an RGD. Die in den Hydrogelen letztendlich enthaltene RGD-Konzentration ist eine
andere und verdndert sich mit der Gesamtpolymerkonzentration. Gleiches gilt fiir die TMAEA -
Konzentration. Da diese Konzentrationen fiir die spiteren Zellexperimente interessant sind,

werden sie in Tabelle 16 aufgelistet.

Die Polymere wurden fiir die Hydrogelsynthese anders als in Kapitel 3 nicht in Wasser, sondern
in PBS-Puffer gelost, um die rheologischen Charakterisierungen bei demselben pH-Wert wie
die 3D-Zellexperimente durchzufiihren. Alle Polymere lieen sich gut in PBS-Puffer 16sen und
wiesen eine geringe Viskositit auf, wodurch sie sich einfach vermischen liefen und die Bildung
homogener und klarer Hydrogele ermodglichten. Fiir die rheologische Charakterisierung wurden

die Hydrogele in Duplikaten hergestellt.

4.4 Rheologische Charakterisierung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele

Die rheologische Charakterisierung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele erfolgte erneut
tiber Amplituden-, Frequenz- und Selbstheilungstests. Die gemittelten Amplitudentests der

thiolactonhaltigen Hydrogele sind nach Hydrogelgruppen geordnet in Abbildung 30 gezeigt.

Die Amplitudentests zeigen bei allen thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen denselben
typischen Verlauf von physikalisch vernetzten Materialien. G und G’* verlaufen bis zum
Erreichen der Nachgebgrenze yy linear und parallel zueinander. Die Graphen der 4 Gew.-%igen
Hydrogele weisen Schwankungen auf, die auf Messungenauigkeiten des Rheometers
zuriickzufiihren sind, da dieses bei sehr weichen Materialien eine lingere Messpunktdauer
bendtigt, um konstantere Werte zu messen. Eine lingere Messdauer wiirde allerdings zu einer

verstarkten Austrocknung der Hydrogele fithren und wurde deswegen nicht eingestellt.
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Abbildung 30: Amplitudentests der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele gemessen bei einer
konstanten Frequenz f'von 10 Hz und 25 °C.

Um die Steifigkeit und Elastizitit der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele besser
vergleichen zu konnen, wurden die aus den Duplikaten gebildeten Mittelwerte des
Speichermoduls G'rve und des Verlustfaktors tandrve im LVE-Bereich der Amplitudentests

bestimmt (Tabelle AS5) und in den Abbildungen 31A) und 31B) gegen die
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Gesamtpolymerkonzentration S aufgetragen. Auch die Nachgebgrenzen yy, die ein Indikator fiir

die Deformierbarkeit der Hydrogele sind, wurden gegen die Gesamtpolymerkonzentration f

aufgetragen (Abbildung 31C).
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Abbildung 31: Mittelwerte des Speichermoduls G've (A), des Verlustfaktors tandive (B) und der

Nachgebgrenze yy der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele als Funktion der

Gesamtpolymerkonzentration f bestimmt aus den Amplitudentests gemessen bei einer konstanten

Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

In Abbildung 31A) ist innerhalb aller Hydrogelgruppen ein Anstieg des Speichermoduls G'1ve

mit der Gesamtpolymerkonzentration zu beobachten, das heifit, die Steifigkeit der Hydrogele

konnte, wie gewiinscht, iiber die Gesamtpolymerkonzentration eingestellt werden. Die hochste

Steifigkeit wurde fiir das neutrale, nicht peptidfunktionalisierte Hydrogel Gnl0 mit

G'Lve = 1616 + 121 Pa gemessen. Die niedrigste Steifigkeit besitzt das mit 3,3 mol% RGD-

Peptid funktionalisierte, kationische Hydrogel G3,3kat4 mit G'rvg= 154 + 33 Pa. Die

Verlustfaktoren tandive in Abbildung 31B) zeigen konstante Werte bei

steigender

Gesamtpolymerkonzentration. Die Elastizitét ist folglich, wie auch in Abschnitt 3.2 festgestellt
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wurde, unabhdngig von der Gesamtpolymerkonzentration. Eine leicht erhohte Lage der
Verlustfaktoren tandrve der drei kationischen Hydrogelgruppen im Vergleich zu den neutralen
Hydrogelgruppen ist zu erkennen. Auch die Steifigkeiten der kationischen Hydrogele liegen um
11-49 % unterhalb ihrer neutralen Analoga. Diese beiden Beobachtungen zeugen von einer

geringeren Vernetzungsdichte der kationischen Hydrogelgruppen.

Der Einbau der RGD-Peptide fiihrt sowohl bei den neutralen als auch bei den kationischen
Hydrogelen zu einer Reduktion der Steifigkeit, die analog zu den Beobachtungen in Abschnitt
3.3 mit einer Storung der Wirt-Gast-Vernetzung durch die sterisch anspruchsvollen Peptide, die
den Abstand zwischen den Polymerketten vergroBern, erkldrt werden kann. Bei den
kationischen Hydrogelen ist diese Verdnderung allerdings deutlich stirker ausgeprégt, denn die
Steifigkeit sinkt durch den Einbau von 1,5 mol% RGD-Peptid (G1,5kat4-10) um bis zu 23-
55 %, wihrend bei den neutralen Hydrogelen (G1,5n4-10) nur eine Reduktion der Steifigkeit
um 16-22 % festzustellen ist. Der Grund dafiir kann eine AbstoBung zwischen der kationischen
Ladung der TMAEA-Einheiten und dem RGD-Peptid sein, dessen Aminosdure Arginin bei

einem pH-Wert von 7,4 protoniert vorliegt.

Die Verdoppelung des RGD-Anteils von 1,5 mol% auf 3,3 mol% fiihrt allerdings sowohl bei
den neutralen als auch bei den kationischen Hydrogelen zu keinem weiteren Herabsetzen der
Steifigkeit. Auerdem wird der Verlustfaktor tandLve weder durch den Einbau von 1,5 mol%
noch von 3,3 mol% RGD-Peptid verindert. Dies deutet auf einen geringeren Einfluss des
Peptideinbaus auf die Vernetzungsdichte als bei den in Kapitel 3.3 beschriebenen Hydrogelen
hin, obwohl ein etwas groBerer Peptidanteil in die Polymere eingebaut wurde. Die Ursache
dafiir kann die niedrigere Vernetzungsdichte der thiolactonhaltigen Hydrogele von 2,3 mol%
im Gegensatz zu ca. 4 mol% bei den Hydrogelen in Kapitel 3.3 sein, denn in den weniger
engmaschig vernetzten Hydrogelen steht den Peptidliganden mehr Raum zur Verfiigung und
die beiden sterisch anspruchsvollen Molekiile — das B-Cyclodextrin und das RGD-Peptid —
treffen seltener aufeinander, wodurch die Wirt-Gast-Vernetzung weniger gestort wird.
AuBlerdem kann der Abstand zwischen den Polymeren durch den Einbau von 1,5 mol% RGD-
Peptid anscheinend so weit vergroBert werden, dass auch 3,3 mol% RGD-Peptid ausreichend
Raum finden, deshalb kommt es zu keiner weiteren Anderungen der mechanischen
Eigenschaften bei der Verdoppelung der Peptidkonzentration. Folglich kann der Einfluss der
Erh6éhung der Peptidkonzentration von 1,5 mol% auf 3,3 mol% in den Zellexperimenten
unabhingig von den mechanischen Eigenschaften der thiolactonhaltigen Hydrogele

ausgewertet werden.
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Bei einem Vergleich der Steifigkeiten und Elastizititen der vier thiolactonhaltigen Hydrogele
GKkat4-10 mit den Werten der vier Wirt-Gast-Hydrogele G1-G4 ohne Thiolacton aus Abschnitt
3.2, die eine etwas hohere Vernetzungsdichte von 3,1 mol% aufweisen, wird deutlich, dass die
Werte dhnlich sind, lediglich das 10 Gew.-%ige Hydrogel G4 zeigt eine deutlich niedrigere
Steifigkeit als das 10 Gew.-%ige thiolactonhaltige Hydrogel Gkat10. Auch die Verlustfaktoren
tanorve der beiden Hydrogelsysteme liegen in einem é&hnlichen Bereich. Unter
Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Vernetzungsdichte der Hydrogele G1-G4 mit
3,1 mol% oberhalb derer der thiolactonhaltigen Hydrogele mit 2,3 mol% liegt, konnen die
thiolactonhaltigen Hydrogele als steifer und elastischer bezeichnet werden. Ein Grund dafiir
kann eine effizientere Vernetzung der thiolactonhaltigen Hydrogele aufgrund ihrer einfacheren

Mischbarkeit und homogeneren Struktur sein.

Die  Nachgebgrenzen der thiolactonhaltigen = Wirt-Gast-Hydrogele  liegen  bei
Scherdeformationen zwischen 65 % und 180 % und die Werte aller sechs Hydrogelgruppen
schwanken mit steigender Gesamtpolymerkonzentration ohne erkennbares Muster. Auch der
Vergleich der Hydrogelgruppen hinsichtlich der Ladungen ldsst kein Muster erkennen, was
damit begriindet werden kann, dass die Nachgebgrenzen durch die Vernetzungsdichten der
Hydrogele beeinflusst werden. Da die Vernetzungsdichten der Hydrogele jedoch dhnlich sind,

wird kein klarer Trend vorgegeben.

In Abbildung 32 sind die Graphen der Frequenztests der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-
Hydrogele den Hydrogelgruppen nach sortiert dargestellt. Sie zeigen bei allen sechs
Hydrogelgruppen eine Frequenzabhdngigkeit von G und G’’, die fiir eine dynamische
Vernetzung spricht. AuBerdem weisen alle Graphen einen Sol-Gel-Ubergang auf, deren

zugehorige Frequenzen fc, in Tabelle 17 aufgelistet sind.

Die Frequenzen der Sol-Gel-Uberginge zeigen bei allen sechs Hydrogelgruppen keine
Verianderung in Abhéngigkeit der Gesamtpolymerkonzentration f. Das heif3t, die Erh6hung der

Polymerkonzentration fiihrt zu keiner Anderung der Polymerbeweglichkeit in den Hydrogelen.
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Abbildung 32: Frequenztests der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele gemessen bei einer

konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C.

Bei einem Vergleich der Sol-Gel-Uberginge in Abhingigkeit der Ladung der Hydrogele
zeichnet sich eine leichte Verschiebung der Sol-Gel-Ubergiinge der kationischen Hydrogele zu
hoheren Frequenzen ab, welche ebenso wie die niedrigere Steifigkeit und Elastizitét fiir eine

geringere Vernetzung und daher hohere Beweglichkeit der kationischen Polymere spricht. Der
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Einbau der RGD-Peptide bewirkt hingegen keine Verschiebung der Sol-Gel-Uberginge,
wodurch der in den Amplitudentests festgestellte geringfiigige Einfluss der Peptide auf die

Vernetzungsdichte bestitigt wird.

Tabelle 17: Die Frequenzen an den Sol-Gel-Ubergingen f;, ermittelt aus den Frequenztests gemessen

bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % und 25 °C fiir die thiolactonhaltigen Wirt-Gast-

Hydrogele.
Gesamtpolymer- ..
Frequenz am Sol-Gel-Ubergang f.. / Hz
konzentration f
/ Gew.-% Gn Gkat G1,5n G3,3n G1,5kat  G3,3kat
4 35+0,2 72+0,2 28+04 1,7+0,1 45+03 53+0,8
6 3,8+0,0 64+02 34+03 18+0,1 64+02 62+23
8 44+00 7,7+0,1 29+0,5 2,1+02 79+1,5 7,1+£0,5
10 39+03 6,1+0,0 3,0+0,0 22+0,0 11,8£1,8 6,0+0,2

Im Anschluss wurde die Selbstheilung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele analog zu
Kapitel 3 untersucht, indem in oszillatorischen Zeitmessungen mit vier Zerstorungs-Erholungs-
Zyklen die prozentuale Wiederherstellung des Speichermoduls G’ nach der Zerstdrung
bestimmt wurde. Die Graphen der Selbstheilungstests befinden sich im Anhang (Abbildungen
A30-A35) und die daraus berechneten prozentualen Selbstheilungen sind in Tabelle 18
aufgefiihrt.

Die erhaltenen Werte verdeutlichen fiir alle thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele eine
Fahigkeit zur Selbstheilung, die bei den meisten Gelen nach dem ersten Zyklus oberhalb von

60 % liegt. In den nachfolgenden Zyklen nimmt die Selbstheilung von G weiter ab.

Innerhalb aller sechs Hydrogelgruppen ist eine Verbesserung der Selbstheilung mit steigender
Gesamtpolymerkonzentration zu erkennen, sodass die Selbstheilung aller 10 Gew.-%igen
Hydrogele bei iiber 70 % bis hin zu 85 % liegt. Dieses Muster kann &hnlich wie in Abschnitt
3.2 mit einer schnelleren Wiederherstellung der Wirt-Gast-Komplexe bei hoéherer

Konzentration erklirt werden.

Aullerdem zeigen die neutralen Hydrogele eine bessere Selbstheilung als die kationischen
Hydrogele. Die beste Selbstheilung konnte bei den vier nicht peptidfunktionalisierten neutralen
Gelen Gn4-10 festgestellt werden, bei denen die Regeneration von G' im ersten Zyklus

zwischen 61 + 4 % (Gn4) und 82 + 3 % (Gn10) liegt.
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Tabelle 18: Prozentuale Erholung des Speichermoduls G” im Vergleich zu Zyklus 0 fiir die

thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele.

Selbstheilung von G/ % *

Hydrogel
Zyklus 0 ZyKlus 1 ZyKklus 2 ZyKklus 3 ZyKklus 4
Gn4 100 61+4 44 £ 5 37£5 34+3
Gné6 100 68 £2 51+3 39+£5 28 +4
Gn8 100 80+ 4 67+10 54+9 41 £11
Gnl10 100 82+3 72+ 8 67 +19 63 £ 24
Gkat4 100 40+ 1 6+2 0+0 0+0
Gkat6 100 66+4 45+ 6 31+7 25+7
Gkat8 100 72+0 56+5 48 + 4 41 +£1
Gkat10 100 75 +3 64+ 3 57+3 58+1
G1,5n4 100 60+ 1 47+2 42 +1 39+1
G1,5n6 100 59+£5 35+11 22+ 14 17+16
G1,5n8 100 71+£5 50+£5 42 £5 38+7
G1,5n10 100 72 +£8 57+ 17 40 £22 32 +23
G3,3n4 100 43 +£2 13+£5 3£3 1+1
G3,3n6 100 63+£9 42+ 16 31+£20 26 £23
G3,3n8 100 75+£2 65+1 62+3 57+5
G3,3n10 100 85+1 75+£3 68 £0 64 +£2
G1,5kat4 100 18+3 242 0+0 0+0
G1,5kat6 100 12+£3 0+0 0+0 0+0
G1,5kat8 100 59+4 36 £8 22+10 15+10
G1,5kat10 100 73 +2 58+7 47+ 6 44 £ 9
G3,3kat4 100 37+£20 21 +£21 18 +18 16 £16
G3,3kat6 100 31+£13 10£10 5£5 5£5
G3,3kat8 100 68 £0 50+2 44 £7 38+7
G3,3kat10 100 70£5 50+7 40+ 13 30+ 15

2 bestimmt {iber oszillatorische Zeitmessungen bei abwechselnd geringer (0,5 %) und hoher (500,0 %)
Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C. Das Speichermodul G' in Zyklus 0 wurde auf
100 % gesetzt und die prozentuale Erholung von G' in den nachfolgenden Zyklen mit geringer Scherdeformation

wurde im Verhéltnis zu Zyklus 0 berechnet.

Auch durch den Einbau der Peptide wurde die Selbstheilung der neutralen Hydrogele
unwesentlich verdndert. Lediglich bei G3,3n4 sank die Selbstheilungsfdhigkeit im ersten
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Zyklus auf 43 +2 % und ging bis zum vierten Zyklus nahezu vollstindig verloren. Bei den
kationischen Hydrogelen ist der Einfluss der Peptidfunktionalisierung auf die Selbstheilung
groBBer, besonders bei den Hydrogelen mit geringerer Gesamtpolymerkonzentration wie
G1,5kat4 und G1,5kat6 ist ein deutlicher Abfall der Selbstheilung zu erkennen. Dieses
Ergebnis war unter Berlicksichtigung der Erkenntnisse aus den Amplitudentests, in denen ein
starkeres Sinken der Steifigkeit durch den Peptideinbau beobachtet wurde, zu erwarten, da die
stirkere AbstoBung zwischen den Polymerketten auch zu einer verlangsamten

Wiederherstellung der Wirt-Gast-Komplexe fiihrt.

Die insgesamt dennoch gute Selbstheilung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele war
auch makroskopisch zu erkennen, wie in Abbildung 33 visualisiert wurde. Dafiir wurde das
Hydrogel Gn8 in dreifacher Ausfithrung hergestellt. Eines der drei Gele wurde bei der
Herstellung rot und eines schwarz eingefarbt, wihrend das dritte seine natiirliche leicht

gelbliche Farbung behielt.

" e®- E ‘:m,r -

Abbildung 33: Visualisierung der selbstheilenden Eigenschaften der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-
Hydrogele am Beispiel von Hydrogel Gn8, welches in Originalfarbe, rot eingeférbt und schwarz
eingefarbt hergestellt, dann zusammengeschoben und nach der Selbstheilung auseinandergezogen

wurde.

Das Zusammenschieben der drei Hydrogele fiihrte zur Selbstheilung an den Grenzflachen,
wodurch sich die drei Gele zu einem Gel zusammenfiigten. Die Stabilitit der Verkniipfung
zwischen den Gelen wurde durch das Auseinanderziehen des Gels verdeutlicht. Dariiber hinaus
kann in Abbildung 33 die Transparenz des nicht gefarbten Hydrogeles erkannt werden, die eine

Grundvoraussetzung fiir zellbiologische Mikroskopieexperimente ist.

4.5 Mikrostruktur der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele

Zur zusétzlichen Charakterisierung der Mikrostruktur der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-
Hydrogele wurden REM-Messungen herangezogen. Exemplarisch wurden die REM-
Aufnahmen des Hydrogeles G3,3kat10 in Abbildung 34 gezeigt. Darin ist eine hochpordse,
feinporige Struktur mit bis zu 10 um groBen Poren zu erkennen. Diese Porengrofe ist fiir die

Nihrstoffdiffusion zur Versorgung von Zellen ausreichend.?>27
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WS-G22-3,3AGO-10wt_130x Mag: 130x WS-G22-3,3AGO-10wt_500% Mag: 500x
26.03.2024 SE HV: 1KV WD: 8 mm — 100 um —i [ 26.03.2024 SE HV: 1kV  WD:8 mm

Abbildung 34: REM-Aufnahmen des gefriergetrockneten Hydrogeles G3,3kat10 in 130-facher
(links) und 500-facher (rechts) Vergrof3erung.

Verglichen mit den REM-Aufnahmen des ebenfalls 10 Gew.-%igen nicht thiolactonhaltigen
Hydrogeles G4 mit 3,1 mol% Vernetzung in Abbildung 16 des Abschnitts 3.2, weist G3,3kat10
eine kleinere Porengréfe auf. Eine kleinere PorengréBe steht meist mit einer hoheren
Vernetzung in Verbindung.?®® Da G3,3katl0 jedoch geringere Molanteile an B-CD und
Adamantan (2,3 mol%) enthilt, deutet dies auf eine hohere Vernetzungseffizienz der
thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele im Vergleich zu den Hydrogelen des Abschnitts 3.2
hin. Diese Ergebnisse sind konsistent mit den Rheologieergebnissen, die eine hohere Steifigkeit
und Elastizitit der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele im Vergleich zeigten. Zusétzlich
kann eine homogenere Porositit der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele verglichen mit den
in den Abschnitten 3.2 und 3.3 untersuchten nicht thiolactonhaltigen Hydrogelen mit héheren
B-CD- und Adamantan-Anteilen festgestellt werden, die auf eine homogenere Vermischung und
Vernetzung der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele schlieen ldsst und somit eine Ursache
fiir die effizientere Vernetzung darstellt. Die homogenere innere Struktur der thiolactonhaltigen
Hydrogele kann sowohl aus den niedrigen f-CD- und Adamantan-Anteilen als auch aus der
Anwesenheit der Thiolactone resultieren.

Allerdings ist bei der Auswertung der REM-Aufnahmen immer zu beachten, dass die

Ergebnisse stark von dem Lyophilisierungsprozess abhdngen und daher schwanken kdnnen.

4.6 3D-Zellexperimente — Zytokompatibilitit und Adhéisionsverhalten in
thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen

Da die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften der hergestellten thiolactonhaltigen

Wirt-Gast-Hydrogele eine gute Vergleichbarkeit der Hydrogele bestitigte, sollten die
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Hydrogele in 3D-Zellexperimenten beziiglich des Einflusses der RGD-Konzentration, der
Ladung und der Gesamtpolymerkonzentration auf das Zellverhalten untersucht werden. Dafiir
sollten B16F1-Zellen dreidimensional in die Hydrogele eingebettet und anschlieBend die
Zellviabilitit und das Adhédsionsverhalten bestimmt werden.

Die Adhédsion von Zellen ist ein Prozess, durch den Signale generiert werden, die die
Zelldifferenzierung, den Zellzyklus, die Zellviabilitiat und die Migration regulieren. Nur wenn
Zellen sich in einer Umgebung befinden, die ihnen passende Bedingungen fiir die Adhésion
bietet, konnen sie anschlieBend ihre normalen Zellaktivititen ausfiihren.?®’” Die Adhdsion
besteht aus vier Teilschritten und basiert im Wesentlichen auf der Bindung zwischen den
Integrinen in der Zellmembran und Peptidliganden in der extrazelluliren Matrix. Der erste
Schritt der Adhésion ist die Kontaktaufnahme zu dem Bindungspartner, bei der sich eine erste
Integrin-Liganden-Bindung ausbildet. Im zweiten Schritt breitet die Zelle ihre Plasmamembran
entlang der Bindungsoberfliche aus und bildet Verldngerungen der Zellmembran
(Protrusionen) aus. Der dritte Schritt beinhaltet die Zusammenlagerung von Aktinfasern zu
einer sogenannten Stressfaser. Im vierten Schritt bildet sich die Fokaladhdsion aus, bei der es
sich um grof3e makromolekulare Komplexe handelt, die die Aktinfilamente des Zytoskeletts mit
der EZM verbinden. Die Fokaladhision dient mithilfe von Signalproteinen wie Tyrosinkinasen
und fokalen Adhisionskinasen der Signaltransduktion.>*** Die Zellmigration wird durch die
Adhédsion ausgelost, da fest an der EZM anhaftende Protrusionen neben der
Aktinpolymerisation notwendig sind, um eine weitere Ausbreitung der Protrusionen
hervorzurufen. Durch das Losen von Fokaladhédsionen an der hinteren Seite und das Ausbilden

neuer Fokaladhésionen an der vorderen Seite , kriecht* die Zelle voran (Abbildung 35).#0-268.269

Aktinkortex unter Spannung

/.\ . PROTRUSION
_—

nnnnnnnnn AL ‘ ALALLLLLE ML

Fokaladhésionen Bewegung des unpolymerisierten Aktins

Abbildung 35: Ausbildung einer Protrusion bei einer adhirenten Zelle.%’

Da die Ausbreitung der Zellen und die Protrusionen im Durchlichtmikroskop sichtbar sind,
wurden fiir die Untersuchung der Adhésion in dieser Arbeit Durchlichtaufnahmen iiber 585 pm
der verschiedenen Hydrogele in Z-Richtung aufgenommen und die Zellen mit entsprechender

Morphologie gezdhlt. Dabei wurden alle Zellen, die Protrusionen ausgebildet haben —
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unabhéngig von der Anzahl und Linge der Protrusionen — als adhirente Zellen betrachtet. Ein
Ausschnitt einer Durchlichtaufnahme des Hydrogeles G1,5kat4, in der die adhdrenten Zellen
gelb markiert sind, ist in Abbildung 36 beispielhaft gezeigt. Die Zellen, die keine Protrusionen
ausgebildet haben, zeigen eine runde Morphologie. AuBlerdem ist eine homogene Struktur des
Hydrogeles zu erkennen. Aufhahmen aus den tibrigen thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen
sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildungen A43-A45).

Abbildung 36: Reprisentative Durchlichtaufnahme von B16F1-Zellen in dem Hydrogel G1,5kat4 mit

gelber Markierung der adhdrenten Zellen.

Zur Untersuchung der Zytokompatibilitdt wurden die B16F1-Zellen mithilfe eines Lebend-Tot-
Farbe-Kits angefarbt. Das Kit besteht aus einer Kombination der Anfarbereagenzien Calcein-
Acetylmethoxy-Methylester (Calcein AM) zur Anfiarbung der lebenden Zellen und
Propidiumiodid (PI) zur Anféarbung der toten Zellen. Calcein AM ist lipophil und kann die
Zellmembran durchdringen. Der Acetylmethoxy-Methylester des Calcein fluoresziert nicht,
doch durch die in lebenden Zellen vorhandenen Esterasen wird Calcein AM in das stark griin
fluoreszierende Calcein umgesetzt (Anregung: 490 nm, Emission: 515 nm). Dadurch farbt
Calcein AM ausschlieBlich lebende Zellen an. Propidiumiodid hingegen ist nicht dazu in der
Lage, die Zellmembran lebender Zellen zu durchdringen, es kann lediglich die nicht intakte
Membran von toten Zellen durchdringen, um dann mit der DNA zu interkalieren und eine rote
Fluoreszenz zu emittieren (Anregung: 535 nm, Emission: 617 nm), dadurch farbt PI selektiv

tote Zellen an.?’%27!

Die Einbettung der B16F1-Zellen in die thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele wurde wie in
Abschnitt 3.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Eine Anderung der Durchfiihrung bestand darin, die

Polymere in serumfreiem statt serumhaltigem Mikroskopiepuffer zu ldsen, um eine
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Einlagerung von Serumbestandteilen in die B-CD-Kavitit zu verhindern. Nach erfolgter
Gelbildung wurden die Hydrogele mit einem mit 20 % FBS versetzten Mikroskopiepuffer
iibergossen und fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die B16F1-Zellen wurden in einer
Konzentration von 2 x 10° Zellen/mL Gel eingesetzt. Nach der Inkubation wurden die
Hydrogele einmal mit serumfreiem Mikroskopiepuffer gewaschen, bevor sie mit dem Lebend-
Tot-Farbe-Kit angefdarbt wurden. Der Waschschritt diente zur Entfernung des FBS, welches
Esterasen enthalten und das Anfarbereagenz Calcein AM lysieren kann. Als Referenz wurden
die B16F1-Zellen in Matrigel (c =5 mg/mL) unter denselben Bedingungen kultiviert und
untersucht. Sowohl fiir die Durchlicht- als auch fiir die Fluoreszenzaufnhahmen wurden 585 um
der Gele in Z-Richtung betrachtet. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte in Duplikaten,

in denen jeweils 3-5 Mikroskopieaufnahmen der einzelnen Hydrogele gemacht wurden.

Eine repridsentative 3D-Projektion einer Fluoreszenzaufnahme ist in Abbildung 37 fiir des

Hydrogel G3,3n6 dargestellt.

Abbildung 37: Reprisentative 3D-Projektion von B16F1-Zellen in dem neutralen, mit 3,3 mol%
RGD-funktionalisierten Hydrogel G3,3n6 mit Lebend-Tot-Farbung nach 24 h Inkubation bei 37 °C
und 5 % CO,. Die lebenden B16F1-Zellen sind mit Calcein AM (griin) und die toten Zellen mit PI

(rot) angefarbt.

Diese zeigt neben einer gleichmifigen Verteilung der Zellen eine gute Zytokompatibilitdt des
Geles, da der GroBteil der Zellen griin angefarbt vorliegt. Durch das Zédhlen der lebenden und
toten Zellen in derartigen Fluoreszenzaufnahmen wurden die in Abbildung 38A) dargestellten
Mittelwerte lebender und toter Zellen ermittelt.

In Abbildung 38A) ist zu erkennen, dass alle thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele eine
groflere Anzahl lebender als toter Zellen aufweisen. Insbesondere die 4 Gew.-%igen Hydrogele

zeigen mit 80-96 % lebenden Zellen eine gute Zytokompatibilitit, die bei den meisten
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Hydrogelen auch die Viabilitdt in der Matrigelkontrolle, welche bei 81 % lebenden Zellen liegt,
iibersteigt (Tabelle A6). Auffillig ist die Zytokompatibilitidt der Hydrogelgruppe G1,5kat4-10,
da diese mit Werten von 89 +4 % (G1,5kat10) bis 96 + 2 % (G1,5kat4) lebenden Zellen
deutlich besser ist als die der iibrigen Hydrogele. Anscheinend konnten mit diesen Hydrogelen

die optimalen Bedingungen fiir die Viabilitdt der B16F1-Zellen getroffen werden.
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Abbildung 38: Die Anzahl lebender und toter BI6F1-Zellen bestimmt {iber eine Lebend-Tot-Féarbung
(A) und der Anteil adhirenter von lebenden Zellen (B) ermittelt {iber Durchlichtmikroskopie nach 24 h
Inkubation in den thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen bei 37 °C und 5 % CO:..

(CRGD im Gel, 1,5 mol% RGD: 4 Gew.-% = 2,4 umol/mL, 6 Gew.-% = 3,6 pmol/mL, 8 Gew.-% = 4,8 umol/mL,
10 Gew.-% = 6,0 umol/mL; CrGD im Gel, 33 mol%rGD: 4 Gew.-% = 5,0 umol/mL, 6 Gew.-% = 7,5 umol/mL,
8 Gew.-% = 10,0 umol/mL, 10 Gew.-% = 12,6 pmol/mL; ctMaEA im Get: 4 Gew.-% = 8,5 pmol/mL,

6 Gew.-% = 12,8 umol/mL, 8 Gew.-% = 17,0 umol/mL, 10 Gew.-% = 21,3 pmol/mL).

Innerhalb aller Hydrogelgruppen ist jedoch ein Abfall der Viabilitit mit steigender
Gesamtpolymerkonzentration zu erkennen. Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zu beachten,
dass mit steigender Gesamtpolymerkonzentration auch die Kationik- und RGD-Konzentration
in den Hydrogelen zunimmt. Da allerdings bei den neutralen und nicht RGD-funktionalisierten
Hydrogelgruppen Gn4-10 und Gkat4-10 der gleiche Trend mit steigender
Gesamtpolymerkonzentration zu erkennen ist, kann weder die TMAEA- noch die RGD-
Konzentration die Ursache fiir die Reduktion der Viabilitit sein. Die erhohte Steifigkeit
hingegen verstdrkt die mechanische Beanspruchung der Zellen wihrend des Mischvorganges
bei der Gelpréiparation und auch nach der Einbettung konnen die erhohte Steifigkeit und der
geringere Freiraum im Netzwerk Stress fiir die Zellen bedeuten, da sie mehr Material
verschieben miissen, um zu migrieren und sich auszubreiten. AuBerdem war in den

Durchlichtaufnahmen der 10 Gew.-%igen Hydrogelen bei einigen Zellen eine gequetschte
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Morphologie zu erkennen. Auch in der Arbeit von LIU et al. wurde fiir B16F1-Zellen eine
hohere Proliferation in weicheren als in festeren dreidimensionalen Fibringelen festgestellt.
Getestet wurden Gele mit den Steifigkeiten 90 Pa, 420 Pa und 1050 Pa, von denen das Gel mit
einer Steifigkeit von 90 Pa nach 5 Tagen die groBte Zellanzahl enthielt.?’>

Ein Vergleich der Anzahl der lebenden Zellen/mm? Gel in Abbildung 38A) verdeutlicht, dass
die geringste Zellanzahl bei den vier neutralen Hydrogelen ohne RGD-Funktionalisierung
(Gn4-10) auftritt. Durch die zusétzliche kationische Ladung in den vier Gelen Gkat4-10 konnte
die Anzahl an lebenden Zellen/mm® Gel erhdht werden. Bei den 4 Gew.-%igen Hydrogelen
beispielsweise stiegen die Zellanzahlen von 316+ 115 Zellen/mm® bei Gn4 auf
403 + 219 Zellen/mm?® bei Gkat4. Das heifit, die Proliferation der Zellen konnte durch die
Kationik gefordert werden. Eine weitere Verbesserung der Proliferation erfuhren die Zellen,
wie erwartet, durch den Einbau der RGD-Peptide. Die Zellanzahl der peptidfunktionalisierten

4 Gew.-%igen Hydrogele liegt bei ca. 500 Zellen/mm®

. Eine weitere Verbesserung der
Proliferation durch die Erhéhung des RGD-Anteils von 1,5 mol% auf 3,3 mol% oder die

Kombination von Kationik und RGD-Funktionalisierung konnte nicht festgestellt werden.

Bei Betrachtung der in Abbildung 38B) dargestellten prozentualen Anteile adhirenter B16F1-
Zellen von lebenden Zellen ist zwischen den neutralen und kationischen Hydrogelgruppen ohne
RGD-Funktionalisierung (Gn4-10 und Gkat4-10) kein signifikanter Unterschied zu erkennen.
Der Anteil an adhérenten Zellen liegt in beiden Hydrogelgruppen zwischen 12 % und 20 %
ohne einen Trend beziiglich der Gesamtpolymerkonzentration. Im Vergleich dazu liegt der
Anteil adhdrenter Zellen in der Matrigelkontrolle bei 93 + 10 %.

Durch den Einbau der RGD-Peptide konnte der Anteil adhédrenter B16F1-Zellen sowohl in den
neutralen als auch in den kationischen Hydrogelgruppen deutlich erhoht werden. Bei den
4 Gew.-%igen RGD-funktionalisierten Hydrogelen (G1,5n4, G3,3n4, G1,5kat4, G3,3kat4),
deren Werte nah beieinander liegen, wurde ein Anteil adhdrenter Zellen von 50-55 % erreicht.
Bei den vier Hydrogelgruppen mit RGD-Funktionalisierung ist jeweils eine Abnahme der
Adhésion mit steigender Gesamtpolymerkonzentration zu beobachten. Die stdrkste Adhésion
zeigten die Zellen daher bei niedrigeren Steifigkeiten von 136 +3 Pa (G1,5kat4) bis
362 + 20 Pa (G3,3kat6). In der Literatur wird bei 2D und auch 3D Hydrogelen jedoch meist
davon berichtet, dass eine hohere Steifigkeit zu einer stirkeren Ausbreitung der Zellen fiihrt.?”*"
275 In einem anderen Literaturbeispiel hingegen, in dem der Einfluss der Viskositit auf die
Adhision von Chondrozyten in einer 3D Gelatinelosung untersucht wurde, stellten die Forscher

eine vermehrte Adhision bei geringerer Viskositit fest.?’® Auch die Arbeitsgruppe von ANSETH
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berichtet, dass hMSCs eingebettet in Hydrazon-Hydrogelen aufgrund der niedrigen
Hydrolyserate der aromatischen Hydrazonvernetzung keine Adhdsion aufweisen, weil die
Beweglichkeit der Zellen zu stark eingeschrinkt ist.?’”?’® Das Zellverhalten ist im Allgemeinen
stark von der Zelllinie sowie von der Art der Kultivierung (2D oder 3D) abhéngig. So wiesen
B16F1-Zellen in 2D-Kulturen auf hirteren Gelen eine bessere Adhésion und Proliferation auf,

wihrend sie in 3D-Kulturen in weicheren Gelen eine bessere Proliferation zeigten.?’?

Die Erhohung des RGD-Anteils von 1,5 mol% auf 3,3 mol% fiihrte bei den neutralen
Hydrogelen (G3,3n4-10) zu keiner Verbesserung der Adhédsion und bei den kationischen
Hydrogelen (G3,3kat4-10) nur zu einer leichten Zunahme der Adhédsion bei den Gelen mit
6-10 Gew.-% Gesamtpolymerkonzentration. Da der Einbau der niedrigsten verwendeten RGD-
Konzentration von 2,4 uymol/mL (G1,5n4, G1,5kat4) im Vergleich zu den Hydrogelen ohne
RGD-Funktionalisierung (G1,5n4, G1,5kat4) zu einer Erhohung der Adhédsion um 41 % fiihrte,
die weitere Verdoppelung der Konzentration aber zu keiner signifikanten Verbesserung der
Adhision beitrug, ist von dem Erreichen einer Sittigung auszugehen. Ein Literaturvergleich
unterstiitzt dieses Ergebnis, da die in dieser Arbeit verwendete RGD-Konzentrationen von
2,4 umol/mL in dem Bereich oder sogar oberhalb der RGD-Konzentrationen liegt, die in

anderen Arbeiten zur 3D-Einbettung verwendet wurden.”®-?!427

Bei den RGD-funktionalisierten Hydrogelen ist ein Einfluss der Kationik auf die Zelladhision
zu erkennen, denn der Anteil adhirenter B16F1-Zellen konnte durch den Einbau von TMAEA
(G1,5kat4-10, G3,3kat4-10) um 1-18 % im Vergleich zu den neutralen Analoga (G1,5n4-10,
G3,3n4-10) gesteigert werden. Da der Einbau von TMAEA in Abwesenheit von RGD-Peptiden
(Gkat4-10) zu keiner Steigerung der Adhédsion fiihrte, kann von einem synergistischen Effekt
der Kombination von Kationik mit RGD-Peptiden ausgegangen werden. Ausnahmen davon
bilden die Hydrogele G1,5kat8 und G3,3kat4, bei denen der Anteil adhirenter B16F1-Zellen
jeweils um 2 % unterhalb der Werte der neutralen Analoga liegt. Im Vergleich zur Literatur fallt
der synergistische Effekt in dieser Arbeit allerdings marginal aus, denn SALLOUH ef al. stellten
durch den Kationik-Einbau einen 11-fachen Anstieg der Anzahl adhdrenter Zellen und durch
die Kombination von Kationik und RGD-Funktionalisierung einen 22-fachen Anstieg der
Anzahl adhirenter Zellen fest.!34

Ein Grund fiir den marginalen Einfluss der Kationik in dieser Arbeit kann eine zu niedrig
gewidhlte TMAEA-Konzentration sein, denn SALLOUH ef al. verwendeten einen ca. vierfach
hoheren Molanteil an kationischen Einheiten. Auch in den Arbeiten von STAMM et al. wurden

deutlich hohere TMAEA-Konzentrationen als die in dieser Arbeit verwendeten 8,5-
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21,3 umol/mL eingesetzt. STAMM et al. haben in einem kovalenten 2D-Hydrogel ohne RGD-
Funktionalisierung TMAEA-Konzentrationen von 60-910 umol/mL Gel verwendet und deren
Einfluss auf die Morphologie von U251-MG-Zellen untersucht. Bei den niedrigeren TMAEA-
Konzentrationen von 60 pmol/mL, 110 pmol/mL und 230 pmol/mL wurde nur sporadisch eine
Ausbreitung der U251-MG-Zellen festgestellt. Erst ab einer TMAEA-Konzentration von
460 umol/mL Gel zeigten die Zellen eine breitere Morphologie. Mit dieser TMAEA-
Konzentration konnte auerdem ein synergistischer Effekt in Kombination mit RGD-Peptiden
einer Konzentration von 0,13 pmol/mL Gel beobachtet werden, denn diese Kombination
ermoglichte dieselbe Oberflichenbedeckung wie eine TMAEA-Konzentration von
910 pmol/mL.'%® Da in 2D-Hydrogelen allerdings durchaus 10-fach hohere Konzentrationen
benotigt werden als in 3D-Hydrogelen, um die gleiche Wirkung zu erzielen,??® sind die von
STAMM et al. verwendeten Konzentrationen nicht genau mit den in dieser Arbeit verwendeten
TMAEA-Konzentrationen zu vergleichen, dennoch sind sie ein Indiz dafiir, dass die in dieser
Arbeit gewihlte TMAEA-Konzentration zu niedrig ist, um einen signifikanten Einfluss auf das

Zellverhalten auszuuben.

Um eine weitere Verbesserung der Adhdsion der B16F1-Zellen in dem in dieser Arbeit
entwickelten Hydrogelsystem zu erreichen, bieten sich folglich eine Erhéhung der
Kationikkonzentration und eine Verringerung der Steifigkeit als Optimierungsoptionen an,
wohingegen die maximale Wirkung der RGD-Konzentration schon ausgeschopft wurde. Auch

die Verldngerung der Inkubationszeit kann zu einer weiteren Erhdhung der Adhésion fiihren.?’®

4.7 Kapitelzusammenfassung

In diesem Kapitel konnte das Gastpolymer P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm) erfolgreich
um das Thiolactonmonomer TLaA Am erweitert und dieses zur Immobilisierung von Maleimid-
funktionalisierten RGD-Peptiden genutzt werden. Als Wirtpolymer wurde wie in Kapitel 3 ein
B-CD-funktionalisiertes P(DMA-co-HexA Am)-Copolymer eingesetzt. Durch die Verwendung
einer geringen Vernetzungsdichte von 2,3 mol% hebten sich die in diesem Kapitel hergestellten
Hydrogele durch ihre homogene innere Struktur von den in Kapitel 3 hergestellten Hydrogelen
ab, da die homogene Struktur nicht nur eine effizientere Vernetzung, sondern auch eine

gleichméfige dreidimensionale Verteilung der Zellen ermdglichte.

Wihrend die Vernetzungsdichte mit 2,3 mol% konstant gehalten wurde, wurden die Parameter
Ladung (neutral, kationisch), RGD-Konzentration (0,0 mol%, 1,5 mol%, 3,3 mol%) und

Gesamtpolymerkonzentration (4 Gew.-%, 6 Gew.-%, 8 Gew.-%, 10 Gew.-%) variiert, um deren
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Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele und das Verhalten von B16F1-
Zellen in 3D-Zellexperimenten zu untersuchen. Zur Variation der Parameter Ladung und RGD-
Konzentration mussten nur zwei Gastpolymere iiber eine freie radikalische Polymerisation
hergestellt werden, eines davon wurde mit und das andere ohne das kationische Monomer
TMAEA copolymerisiert. Von den erhaltenen Polymeren wurde jeweils ein Teil mit RGD-
Peptiden funktionalisiert, sodass letztendlich vier Polymere erhalten wurden. Durch die
Kombination der Peptid-haltigen und der nicht Peptid-haltigen Hydrogele konnten mit
geringem synthetischen Aufwand Hydrogele mit drei verschiedenen RGD-Konzentrationen

hergestellt werden.

Die rheologische Charakterisierung der thiolactonhaltigen Hydrogele ergab Steifigkeiten von
140-1600 Pa und eine Fahigkeit zu 70-85 % Selbstheilung bei den 10 Gew.-%igen Hydrogelen
im ersten Zerstorungs-Erholungs-Zyklus. Die Steifigkeiten wurden hauptsdchlich, wie
gewlinscht, durch die Variation der Gesamtpolymerkonzentration beeinflusst, wodurch eine
gezielte Anpassung der mechanischen Eigenschaften fiir verschiedene Zellexperimente
moglich ist. Eine Reduktion der Steifigkeit wurde allerdings durch die kationische Ladung
sowie die Immobilisierung von 1,5 mol% RGD-Peptid ausgelost. Ein signifikanter Einfluss auf
die Elastizitdt und Selbstheilung war nicht zu erkennen. Bei der Erh6hung des RGD-Anteils auf
3,3 mol% blieben die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele im Vergleich zu denen mit
1,5 mol% RGD-Peptid konstant. Folglich bestand eine gute Vergleichbarkeit der Hydrogele in
den Zellexperimenten hinsichtlich des Einflusses der RGD-Konzentration auf das

Zellverhalten.

In den 3D-Zellexperimenten wurde bei den Hydrogelen ohne RGD-Funktionalisierung eine
proliferationsfordernde Wirkung der kationischen Ladung im Vergleich zu den neutralen
Hydrogelen beobachtet. AuBBerdem rief der Einbau von 1,5 mol% RGD-Peptiden sowohl bei
den neutralen als auch bei den kationischen Hydrogelen eine Verbesserung der Proliferation
hervor. Beziiglich der Adhdsion der B16F1-Zellen wurde ein Anstieg um bis zu 41 % bei den
neutralen wie auch bei den kationischen Hydrogelen beobachtet. Die Erhohung des RGD-
Anteils im Polymer auf 3,3 mol% konnte weder eine weitere Verbesserung der Proliferation
noch der Adhésion erbringen. Daher wurde mit 1,5 mol% RGD-Peptid bereits der maximal
mogliche Einfluss der RGD-Funktionalisierung auf die Proliferation und Adhasion der B16F1-
Zellen erreicht. Die kationische Ladung bewirkte bei den Hydrogelen ohne RGD-
Funktionalisierung einen Anstieg der Proliferation um 16-28 %, aber besal3 keinen Einfluss auf

das Adhédsionsverhalten. Bei den RGD-funktionalisierten Hydrogelen verbesserte die
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kationische Ladung die Viabilitdt der Hydrogele mit 1,5 mol% RGD, zeigte auf die Hydrogele
mit 3,3 mol% RGD allerdings keinen signifikanten Einfluss hinsichtlich der Viabilitét. In Bezug
auf die Adhésion zeigte sich durch die Kombination von RGD-Peptid und Kationik im
Vergleich zur Literatur ein marginaler synergistischer Effekt, der durch die Verwendung hoherer
Kationikkonzentrationen vergroBert werden konnte.

Die Erhohung der Gesamtpolymerkonzentration fiihrte zu einem Herabsetzen der Viabilitit und
der Adhidsion der B16F1-Zellen, weil fiir diese Zelllinie weichere Hydrogele besser geeignet

sind.

Da andere Zelllinien jedoch einer deutlich steiferen Umgebung bediirfen, soll in Kapitel 5 eine
Moglichkeit zur Erh6hung der Steifigkeit und Elastizitdt der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-

Hydrogele untersucht werden.
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5. Dual-vernetzte Hydrogele aus thiolactonhaltigen Copolymeren

5.1 Einleitung und Zielsetzung

Neben den Vorteilen der physikalischen Vernetzung, wie der dynamischen Netzwerkstruktur,
den selbstheilenden Eigenschaften und der kurzen Gelierzeit, ist die groBte Limitation von
physikalisch vernetzten Hydrogelen deren begrenzte Steifigkeit. Nicht nur die in dieser Arbeit
hergestellten physikalischen Hydrogele mit einer maximalen Steifigkeit von 1600 Pa konnen
nur Gewebe im weicheren Bereich nachahmen. Andere physikalische Hydrogele liegen in
dhnlichen Steifigkeitsbereichen.”!'*1%® Im Korper hingegen variiert die mechanische
Umgebung der Zellen um mehrere Gro3enordnungen, von sehr weichem Gewebe (0,1 kPa) im
Gehirn bis hin zu sehr hartem Gewebe (80 kPa) in den Knochen. Folglich ist es wichtig, die
Hydrogele auch in hoheren Steifigkeiten herstellen zu kdnnen, um in der Lage zu sein, die
extrazellulidre Matrix moglichst genau zu imitieren.?*° Ein weiteres Problem besteht darin, dass
es in physikalischen Hydrogelen durch Oberflichenerosion zu einem Massenverlust der
Hydrogele kommen kann, wodurch die mechanische Stabilitdt in Langzeitexperimenten nicht

gegeben ist, 281282

Eine Losung fiir diese Probleme kann die duale Vernetzung — die Kombination von
physikalischer und kovalenter Vernetzung — darstellen. Durch den physikalischen Anteil wird
der Erhalt der Selbstheilungsfihigkeit angestrebt, wahrend die kovalente Vernetzung die
langfristige Elastizitdt und Steifigkeit der Hydrogele erhohen soll.

Die Idee, physikalische Vernetzungen mit kovalenten Vernetzungen zu kombinieren, basiert auf
Literaturbeispielen, in denen das Erreichen hoherer Steifigkeiten unter Erhalt der Selbstheilung
nachgewiesen werden konnte. Der Anteil an Arbeiten, in denen die Wirt-Gast-Vernetzung
zwischen B-CD und Adamantan mit einer kovalenten Vernetzung kombiniert wurde, ist jedoch
gering. AuBBerdem wurde ein Grofteil dieser Arbeiten analog zu den rein-physikalischen
Ansitzen mithilfe von natiirlichen Polymeren realisiert.”®15%135:214.283.284 [Jy die Nachteile, die
natiirliche Polymere mit sich bringen, zu umgehen, wurde in diesem Kapitel weiterhin an der
Verwendung synthetischer Polymere festgehalten.

Es gibt einige Arbeiten zu dualen Adamantan/B-CD-Hydrogelen, die auf synthetischen
Polymeren basieren, diese weisen allerdings den Nachteil auf, flir die Vernetzung zelltoxische
Trigger wie UV-Licht zu bendtigen oder {iber eine in-situ-Gelierung hergestellt worden zu sein,
in der niedermolekulare Monomere und Reaktionstemperaturen eingesetzt wurden, die die

Zellintegritit beeintriichtigen.'®>?852% Folglich waren diese Hydrogelsysteme nicht fiir 3D-
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Zellexperimente geeignet. Die in-situ-Gelierung hat zudem den Nachteil der nicht vollstdndigen
Analysierbarkeit der Zusammensetzung nach der Gelierung und des Verbleibs zytotoxischer

Komponenten aus der Polymerisationsreaktion im Hydrogel, die aufwendig zu entfernen sind.

In dieser Arbeit sollte, um ein in der 3D-Zellkultivierung anwendbares duales Hydrogel zu
entwerfen, eine nachtrigliche kovalente Vernetzung iiber die bioorthogonale Thiol-MICHAEL-
Addition genutzt werden. Dabei sollte wie in Kapitel 4 auf die Verwendung thiolactonhaltiger
Gastpolymere gesetzt werden, da diese eine besonders einfache Synthese ermdglichen. Die
polymeranalogen Thiolacton-Einheiten erfiillen in diesem Kapitel zwei Zwecke, sie dienen zum
einen erneut der effizienten Immobilisierung der RGD-Peptide Mal-Aca-GGRGDSF und zum
anderen der kovalenten Vernetzung (Schema 16). Ein weiterer Vorteil der Thiolactone besteht
darin, dass fiir die Variation der kovalenten Vernetzungsdichte nur ein Polymer mit einem
ausreichend groflen Thiolacton-Anteil hergestellt werden muss, dessen Thiolactone dann nach
Bedarf ringgeo6ffnet werden konnen. Das Gastpolymer sollte im Vergleich zu Kapitel 4

unverindert bleiben.

Fiir die kovalente Vernetzung iiber die Thiol-MICHAEL-Addition wurde der bifunktionelle
Vernetzer Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEGDA) mit einer molaren Masse von 3500 g/mol
eingesetzt. Dabei fungieren die Acrylatendgruppen als MICHAEL-Akzeptoren, die mit den
Thiolgruppen des Gastpolymers umgesetzt werden sollen. Die Verwendung von PEGDA als
Vernetzer ist in der guten Biokompatibilitdt und Hydrophilie des PEG begriindet. PEG gehort
zu den am héufigsten zur Synthese von synthetischen Hydrogelen verwendeten Polymeren in
Zellanwendungen, da es neben den schon genannten Eigenschaften zusétzlich fiir eine geringe
Proteinadsorption sorgt.?8”-%% Die Molmasse von 3500 g/mol wurde gewihlt, da Molekiile mit
einem Molekulargewicht von >1000 g/mol nicht bioakkumuliert werden konnen und somit eine

toxische Wirkung ausgeschlossen ist.3!2

Die dual-vernetzten Hydrogele sollten in dieser Arbeit mit zwei verschiedenen Anteilen an
kovalentem Vernetzer bei konstantem Anteil an Wirt-Gast-Vernetzung dargestellt werden, um
den Einfluss der kovalenten Vernetzung auf die mechanischen Hydrogeleigenschaften und das
Zellverhalten zu untersuchen. AuBlerdem sollten die mechanischen Eigenschaften erneut iiber
die Gesamtpolymerkonzentration eingestellt und die RGD-Konzentration variiert werden. Um
die erfolgreiche Ausbildung beider Vernetzungsarten im Hydrogel zu verifizieren, wurden
sowohl rein physikalische als auch rein kovalente Kontrollgele gebildet, deren rheologische

Eigenschaften mit denen der dualen Hydrogele verglichen werden sollen. Auch ein Vergleich

107



Dual-vernetzte Hydrogele aus thiolactonhaltigen Copolymeren

des FEinflusses der dualen Hydrogele und der Kontrollgele auf das Zellverhalten wurde

vorgenommen.

g Ho zm
3 oH A ~
"%OH ofl® Kovalenter
) ° Vernetzer
?ix%%m + — =
O (o] OH

Q
O

W = M Duales Hydrogel
OF "
KY )
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‘ MR B-Cyclodextrin @Adamantan  ®®% Peptid //—|:I—//PEGDA3500 ‘

A

Gastpolymer

Schema 16: Schematische Darstellung der Synthese eines dual-vernetzten Hydrogeles aus einem
thiolhaltigen Adamantan-Gastpolymer, einem B-Cyclodextrin-Wirtpolymer und einem PEGDA-

Vernetzer.

5.2 Synthese der Wirt- und Gastpolymere

Als Wirtpolymer wurde das in Kapitel 4 beschriebene Polymer PCD8 mit einem B-CD-Anteil
von 2,5mol% verwendet. Die Synthese und Charakterisierung des thiolactonhaltigen
Gastpolymers erfolgte analog zu den in Kapitel 4 beschriebenen Verfahren. Angestrebt wurde
dabei zunichst dieselbe theoretische Polymerzusammensetzung wie die des Polymers PAdkat
in Kapitel 4, daher wird das in diesem Kapitel hergestellte Gastpolymer als PAdxkat2 bezeichnet.
AnschlieBend sollten die Thiolactonringe von PAdka2 in drei verschiedenen Anteilen
(PAdxkatsu3/4/5) geoftnet werden. Bei zwei der Proben (PAdkatsu3 und PAdkatsu4) sollten die
verschiedenen erhaltenen Thiolanteile fiir die kovalente Vernetzung verwendet werden,
wihrend bei der dritten Probe (PAdkassuS) eine Offnung aller Thiolactonringe erfolgen sollte,
um einen Teil davon mit RGD-Peptiden zu funktionalisieren und die restlichen Thiolgruppen

fiir die kovalente Vernetzung zu nutzen (Schema 17).
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Schema 17: (A) Thiolactonring6ffnung am Gastpolymer PAdka2 iiber eine Aminolyse mit drei
verschiedenen Mengen an n-Propylamin zur Darstellung von PAdka:3/4/5 und (B) die anschlieBende

RGD-Peptid-Funktionalisierung von PAdxaS.

Bei der Synthese des Gastpolymers PAdkat2 iiber eine freie radikalische Polymerisation von
DMA, AdHexAAm, TMAEA und TLaAAm konnte die Zusammensetzung des Polymers
PAdkat gut reproduziert werden, denn der AdHexAAm-Anteil im Polymer lag erneut bei
2,3mol% und die TLaAAm- und TMAEA-Anteile mit 8,7 mol% und 5,0 mol% bei sehr
dhnlichen Werten wie in PAdkat. Die iiber Gelpermeationschromatographie ermittelte mittlere
molare Masse und die Dispersitit des Gastpolymers PAdkac2 liegen mit M, = 59100 g/mol und
P=299 im erwarteten Bereich fiir eine freie radikalische Polymerisation. Alle
Analytikergebnisse von PAdka2 und den anderen in diesem Kapitel hergestellten

Gastpolymeren sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
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Tabelle 19: Theoretische und experimentell ermittelte Zusammensetzung, mittlere molare Masse M,

und Dispersitidt D der Adamantan-Copolymere.

Zusammensetzung TMAEA/DMA/AdHexAAm/

Polymer TLaAAm/Thiol/RGD / mol% M,./Da? DY
theoretisch * experimentell
PAdxkat2 5/83/2/10/0/0 5,0/84,0/2,3/8,7/0,0/0,0° 59100 2,99
PAdkatsu3 5,0/84,0/2,3/6,7/2/0,0 5,0/84,0/2,3/5,7/3,0/0,0 ¢ -° -°
PAdkatsu4 5,0/84,0/2,3/4,7/4/0,0 5,0/84,0/2,3/2,8/5,9/0,0 ¢ -° -
PAdkatsuS 5,0/84,0/2,3/0,0/8,7/0,0 5,0/84,0/2,3/0,6/8,1/0,0 -° -°
PAdxatsurgp  5,0/84,0/2,3/0,6/5,9/2,2 5,0/84,0/2,3/0,6/6,6/1,5 ° -° -°

2 gewiinschte Zusammensetzung; ® bestimmt mittels 'H-NMR-Spektroskopie; © ermittelt iiber den ELLMAN’s Assay; ¢ bestimmt
iiber GPC-Messungen mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluenten und PMMA als Standard; ¢ keine Daten aufgrund zu schlechter
Léslichkeit im GPC-Eluenten.

Im néchsten Schritt erfolgte die Ringdffnung des Gastpolymers PAdkar2 liber eine Aminolyse
mittels n-Propylamin in PBS-Puffer mit einer Reaktionszeit von 24 h und anschlieBender DTT-
Zugabe analog zu Kapitel 4. Zur Realisierung der Bildung zweier verschiedener Anteile an
Thiolgruppen wurden zum einen 2,2 Aq. und zum anderen 4,4 Aq. n-Propylamin bezogen auf
100 Wiederholungseinheiten zur Reaktion hinzugegeben. Daraus resultierten laut Analyse
mithilfe des ELLMAN’s Assays Thiolanteile von 3 mol% (PAdkatsu3) und 6 mol% (PAdxkatsu4).
Um fiir die Darstellung des RGD-funktionalisierten Gastpolymers PAdkatsurGp alle
Thiolactonringe des Gastpolymers PAdka2 zu 6ffnen, wurde ein Uberschuss von 43,2 Aq. n-
Propylamin pro 100 Wiederholungseinheiten eingesetzt. Erhalten wurde ein Thiolanteil von
8,1 mol%, der einer Offnung von 93 % der Thiolactonringe entspricht (PAdkaesu5). Uber die
Auswertung des 'H-NMR-Spektrums des komplett gedffneten Gastpolymers PAdkatsuS wurde
allerdings eine Reduktion des TMAEA-Anteils im Polymer um 4 mol% festgestellt. Die
Ursache dafiir kann eine Aminolyse der Esterfunktionalitit durch die Zugabe des hohen

Uberschusses an n-Propylamin sein.

Bei der anschlieBenden Peptidimmobilisierung an dem komplett gedffneten Gastpolymer
PAdxatsnS via Thiol-MICHAEL-Addition wurde eine Funktionalisierung von 2,2 mol%
angestrebt, damit 6 mol% Thiol fiir die spétere kovalente Vernetzung verbleiben. Der Anteil an
restlichen Thiolgruppen sollte dadurch dem des Polymers PAdkatsu4 entsprechen, damit die
Kombination dieser beiden Gastpolymere in verschiedenen Verhiltnissen zur Einstellung
verschiedener RGD-Anteile genutzt werden konnte. Da bei der Peptidimmobilisierung hier

anders als in Kapitel 4 kein vollstindiger Umsatz erreicht werden sollte, wurde kein
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Uberschuss, sondern genau 2,2 Aq. Mal-Aca-GGRGDSF zur Reaktion hinzugegeben.
AulBlerdem wurde nach Ablauf der Reaktionszeit DTT hinzugegeben, um die wahrend der 72-
stiindigen Reaktion in Nebenreaktionen gebildeten Disulfidbriicken zu spalten. Anschlieend
wurde die Reaktionslosung gegen Wasser dialysiert, um restliches DTT und eventuell nicht
umgesetzte RGD-Peptide zu entfernen. Fiir die Bestimmung des Funktionalisierungsgrads von

PAdkatsarGp wurde das in Abbildung 39 gezeigte '"H-NMR-Spektrum genutzt.
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Abbildung 39: 'H-NMR-Spektrum des RGD-funktionalisierten, thiolhaltigen Gastpolymers
PAdxatsarcp in D20 (500 MHz) mit der Markierung der Signale, iliber die der Molanteil an RGD im

Polymer berechnet wurde.

Uber den Vergleich des Integrals des Signals der 5 Protonen des Phenylrings von Phenylalanin
bei 7,26-7,37 ppm mit dem Integral des DMA-Signals bei 2,90-3,32 ppm nach Abzug von
Uberlagerungen konnte eine RGD-Funktionalisierung von 1,5 mol% ermittelt werden. Der

RGD-Anteil blieb damit unterhalb des angestrebten Wertes von 2,2 mol%, was mit einer
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Verunreinigung des Prépolymers PAdkassnS durch bei der Dialyse nicht entferntes n-
Propylamin begriindet werden kann. Diese Verunreinigung war in dem 'H-NMR-Spektrum des
Prapolymers zu erkennen. Das Amin des n-Propylamin kann mit dem Maleimid der
Peptidderivate reagiert haben, sodass diese nicht mehr fiir die Reaktion mit den
polymeranalogen Thiolgruppen zur Verfligung standen. Der resultierende Anteil an nicht
umgesetzten Thiolgruppen liegt folglich bei 6,6 mol% und ist dennoch dhnlich genug zu dem

von PAdkatsn4, sodass die beiden Polymere kombiniert werden kénnen.

5.3 Synthese des PEGDA-Vernetzers

Die Synthese des kovalenten Vernetzers PEGDA erfolgte {iber eine SCHOTTEN-BAUMANN-
artige Reaktion zwischen PEGs400 und Acryloylchlorid in Dichlormethan als Losungsmittel
(Schema 18). Als Base wurde Triethylamin eingesetzt, um die bei der Reaktion entstehende

Salzsdure zu neutralisieren.

o :
o ., Z RT, 12h VLI‘ 0

ot Y - RS
PEG3400 PEGDA

Schema 18: Darstellung des PEGDA-Vernetzers.

Das Produkt wurde als weiBer Feststoff mit einer Ausbeute von 78 % erhalten und iiber 'H-
NMR-Spektroskopie charakterisiert (Abbildung A25). Dabei  wurde der
Funktionalisierungsgrad von PEGDA mit den Acrylatendgruppen iiber das Signal des
Acrylatprotons bei einer chemischen Verschiebung von 6,35 ppm und das Signal der CH»-
Protonen der PEG-Wiederholungseinheiten bei 3,40-3,60 ppm bestimmt. Ein Vergleich der
Integrale dieser beiden Signale ergab einen Funktionalisierungsgrad von 99 %, wodurch das

hergestellte PEGDA fiir eine effiziente Vernetzung geeignet ist.

5.4 Hydrogelsynthese

Fiir die Synthese der dualen Hydrogele wurden alle drei Komponenten — das Gastpolymer, das
Wirtpolymer und der PEGDA-Vernetzer — einzeln in PBS-Puffer gelost und anschlieBend
mithilfe eines Vortex-Mischers vermischt (Schema 19). Dabei wurden die Polymermengen so
eingesetzt, dass Adamantan und B-CD in einem 1:1-Verhéltnis und PEGDA und die

Thiolgruppen des Gastpolymers in einem 1:2-Verhiltnis vorliegen.
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Schema 19: Schematische Darstellung der Préparation der dual-vernetzten Hydrogele.

Durch das Mischen erfolgte eine sofortige Zunahme der Viskositdt der Hydrogele, die vor allem
auf der sofortigen Ausbildung der Wirt-Gast-Vernetzungen beruhte. Nach einer Wartezeit von
wenigen Minuten war beim Schwenken der Hydrogelgefdlle eine weitere Zunahme der
Viskositét sichtbar, die durch die Ausbildung der kovalenten Vernetzungen iiber die Thiol-
MICHAEL-Addition zwischen den Thiolgruppen im Gastpolymer und den Acrylatendgruppen
des PEGDA-Vernetzers hervorgerufen wurde (Schema 20). Der leicht basische pH-Wert von
7,4 beschleunigt die Thiol-MICHAEL-Addition zusitzlich, da die Thiole zu einem gréferen

Anteil deprotoniert vorliegen.

Q
(0] X
~ YRS s
07 NH PEGDA 07 NH 0 HN
OW PBS-Puffer (pH = 7,4), RT OW o s
2 SH > S (6]
NH 0 HN: jo

J J

Schema 20: Vernetzung der Gastpolymere mit PEGDA iiber die Thiol-MICHAEL-Addition.

Durch das Mischen des Gastpolymers PAdkatsu3 (3 mol% Thiol) bzw. PAdkatsu4 (6 mol%
Thiol) mit der entsprechenden Menge an PEGDA und Wirtpolymer PCD8 wurden Hydrogele
mit einer kovalenten Vernetzungsdichte von 3 mol% (Gd1) bzw. 6 mol% (Gd2) erhalten, die
beide eine physikalische Vernetzungsdichte von 2 mol% aufwiesen. Beide Hydrogele wurden
in den Gesamtpolymerkonzentrationen 4, 6, 8 und 10 Gew.-% hergestellt, sodass insgesamt die

acht dualen Hydrogele Gd1.4-10 und Gd2.4-10 erhalten wurden (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Zusammensetzung der dual-vernetzten Hydrogele und der Kontrollhydrogele.

Gesamtpolymer- Wirt-Gast- Kovalente
Wirt- Gast-
Hydrogel konzentration f/ Vernetzung Vernetzung /
polymer polymer
Gew.-% / mol% mol% ?
Gd14 4 2 PCDS8 PAdkatsu3 3
Gdl1.6 6 2 PCDS8 PAdkatsu3 3
Gd1.8 8 2 PCDS8 PAdkatsu3 3
Gd1.10 10 2 PCDS8 PAdkatsu3 3
Gd2.4 4 2 PCDS8 PAdkatsn4 6
Gd2.6 6 2 PCDS8 PAdkatsn4 6
Gd2.8 8 2 PCDS8 PAdkatsu4 6
Gd2.10 10 2 PCDS8 PAdkatsn4 6
GdRGD1 4 2 pcpg  PAdisurep 7
PAdxkatsu4 :
GdRGD2 4 2 PCDS8 PAdkatsHRGD 7
1:1
PAdxkatsu4 :
GdRGD3 4 2 PCD8  pAdiuesirap 7
3:1

KG1.4 4 - - PAdkatsn3 3
KG1.6 6 - - PAdkatsu3 3
KG1.8 8 - - PAdkatsu3 3
KG1.10 10 - - PAdkatsn3 3
KG2.4 4 - - PAdxkatsn4 6
KG2.6 6 - - PAdkatsn4 6
KG2.8 8 - - PAdkatsn4 6
KG2.10 10 - - PAdkatsn4 6
KG3.4 4 2 PCDS8 PAdkat2 -
KG3.6 6 2 PCDS8 PAdkat2 -
KG3.8 8 2 PCDS8 PAdkat2 -
KG3.10 10 2 PCDS8 PAdxat2 -

2 kovalente Vernetzung im Gastpolymer.

Um die RGD-haltigen dualen Hydrogele mit drei unterschiedlichen RGD-Konzentrationen
herzustellen, wurde das Polymer PAdkatsnrGp einmal alleine eingesetzt und zweimal in

verschiedenen Verhiltnissen mit dem Gastpolymer PAdkassn4 gemischt. Dadurch sind
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Hydrogele mit 1,5 mol% (GdRGD1), 0,8 mol% (GdRGD2) und 0,4 mol% (GdRGD3) RGD-
Anteil im Gastpolymer erhalten worden. Diese wurden nur in einer 4 Gew.-%igen
Gesamtpolymerkonzentration hergestellt, da die 4 Gew.-%igen Hydrogele in den
vorausgegangenen Zellexperimenten die besten Ergebnisse hervorbrachten. Die in den
Gastpolymer-Gemischen enthaltenen RGD-Anteile entsprechen im Hydrogel einer

Konzentration von 1,6 umol/mL, 0,8 umol/mL und 0,4 umol/mL.

Als Vergleich zu den dual-vernetzten Hydrogelen wurden rein kovalente Kontrollgele
hergestellt, die sich ausschlieflich aus den thiolhaltigen Gastpolymeren PAdkatsn3 (KG1) bzw.
PAdkatsu4 (KG2) und den entsprechenden Mengen an PEGDA zusammensetzten. Sie wiesen
folglich 3 mol% bzw. 6 mol% kovalente Vernetzung und jeweils 0 mol% Wirt-Gast-Vernetzung
auf. Da diese Hydrogele ebenfalls in vier Gesamtpolymerkonzentrationen hergestellt wurden,

ergaben sich die Hydrogelgruppen KG1.4-10 und KG2.4-10.

Zusdtzlich  wurden  rein physikalische Kontrollgele in ebenfalls vier
Gesamtpolymerkonzentrationen (KG3.4-10) erstellt. Diese setzten sich aus dem nicht
ringgeoffneten Gastpolymer PAdkat2 und dem Wirtpolymer PCD8 zusammen und enthielten
somit 2 mol% Wirt-Gast-Vernetzung.

Alle hergestellten Hydrogele waren klar und zeigten keine oder eine leichte gelbliche Férbung.
Die Gele wurden iiber Nacht ruhen gelassen, um eine vollstindige Ausbildung der

Vernetzungen sicherzustellen, bevor die Materialien rheologisch charakterisiert wurden.

5.5 Rheologische Charakterisierung der dual-vernetzten Hydrogele

Die rheologische Charakterisierung der hergestellten Hydrogele erfolgte iiber Amplituden-,
Frequenz- und Selbstheilungstests. Da die Amplitudentests und die Selbstheilungstests in
diesem Kapitel mit den Standardbedingungen fiir kovalente Hydrogele, ndmlich bei einer
konstanten Frequenz von 1 Hz gemessen wurden, wéhrend die in den vorherigen Kapiteln
untersuchten physikalischen Hydrogele bei einer Frequenz von 10 Hz gemessen wurden,

konnen die ermittelten Werte nicht direkt miteinander verglichen werden.

Bei der Charakterisierung der dualen Hydrogele und der Kontrollgele iiber Amplitudentests

traten verschiedene Kurvenverliufe auf, wie in Abbildung 40 zu erkennen ist.
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Abbildung 40: Amplitudentests der dual-vernetzten Hydrogele Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 3 mol%
kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent), der RGD-haltigen dualen Hydrogele
GdRGD1-3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent) und der Kontrollgele KG1.4-10 (0 mol% Wirt-
Gast; 3 mol% kovalent), KG2.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und KG3.4-10 (2 mol%

Wirt-Gast; 0 mol% kovalent) gemessen bei einer konstanten Frequenz f'von 1 Hz und 25 °C.

Wihrend bei den kovalent-vernetzten Kontrollgelen (KG1.4-10, KG2.4-10) ein deutlicher
Anstieg des Verlustmoduls G'° mit steigender Scherdeformation vor dem Erreichen der

FlieBgrenze zu beobachten ist, zeigen die Graphen der dual-vernetzten Hydrogele (Gd1.4-10,
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Gd2.4-10, GARGD1-3) nur andeutungsweise einen Anstieg des Verlustmoduls. Bei den
physikalischen Kontrollgelen (KG3.4-10) fillt das Verlustmodul nach dem Erreichen der
Grenze des LVE-Bereichs stetig ab. Der Anstieg des Verlustmoduls bis zum Erreichen der
FlieBgrenze bedeutet, dass bei steigender Scherdeformation immer mehr Deformationsenergie
durch innere Reibungsvorgédnge verloren geht, da sich Teilbereiche der inneren Struktur bereits
irreversibel verformen. Es treten folglich Mikrorisse auf, bevor bei wesentlich hoheren
Scherdeformationen die Vernetzungsstruktur vollstindig zerstort wird und das Material zu
flieBen beginnt. Diese Kurvenverldufe sind typisch fiir kovalent vernetzte Materialien, wahrend
in dynamisch vernetzten Materialien die Energie iiber einen groBeren Bereich der
Scherdeformationen konstant dissipiert wird, bis das Netzwerk bei hdheren

Scherdeformationen komplett zerbricht.?®

Aus den Amplitudentests sind erneut die Mittelwerte des Speichermoduls G'ive, der
Nachgebgrenze yy und des Verlustfaktors tan(d)ve bestimmt und gegen die
Gesamtpolymerkonzentration f aufgetragen worden (Abbildung 41A/C/E). Fiir die RGD-
funktionalisierten dualen Hydrogele GARGD1-3 wurden dieselben Parameter ermittelt, diese
wurden aber gegen die RGD-Konzentration aufgetragen (Abbildung 41B/D/F).

Bei allen hergestellten Hydrogelen ist ein Anstieg des Speichermoduls G'rve (Abbildung 41A)
und damit der Steifigkeit mit zunehmender Gesamtpolymerkonzentration f zu erkennen.
Beispielsweise steigt G rve bei den vier dualen Hydrogelen mit 3 mol% kovalenter Vernetzung
von 497 + 76 Pa (Gd1.4) bis 2754 £ 28 Pa (Gd1.10). Die Werte des Speichermoduls der vier
dualen Hydrogele mit 6 mol% kovalenter Vernetzung (Gd2.4-10) befinden sich bei dhnlichen
Werten. Die Steifigkeiten der kovalenten Kontrollgele liegen, wie erwartet, oberhalb derer der
dualen Hydrogele mit Ausnahme der 4 Gew.-%igen Hydrogele, deren Steifigkeiten sehr &hnlich
zu denen der dualen Hydrogele sind. Bei den kovalenten Kontrollgelen ist, 4quivalent zu den
dualen Hydrogelen, kein signifikanter Unterschied zwischen den Gelen mit 3 mol% und mit
6 mol% Vernetzung ersichtlich. Die physikalischen Kontrollgele sind mit einer deutlich
geringeren Steifigkeit von 58 = 17 Pa (KG3.4) bis 313 £+ 21 Pa (KG3.10) ausgestattet. Da im
Vergleich dazu die Steifigkeit in den dualen Hydrogelen deutlich erh6ht werden konnte, kann
von einer erfolgreichen Ausbildung der kovalenten Bindungen zwischen PEGDA und den

Thiolgruppen in den dualen Hydrogelen ausgegangen werden.
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Abbildung 41: Auftragungen der Mittelwerte des Speichermoduls G've (A, B), des Verlustfaktors

tandrve (C, D) und der Nachgebgrenze y, (E, F) gegen die Gesamtpolymerkonzentration £ fiir die
dualen Hydrogele Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-Gast;
6 mol% kovalent) und die Kontrollgele KG1.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent), KG2.4-10

(0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und KG3.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 0 mol% kovalent) und

gegen die Peptidkonzentration fiir die RGD-haltigen dualen Hydrogele GARGD1-3 (2 mol% Wirt-
Gast; 7 mol% kovalent) ermittelt iiber Amplitudentests (f= 1 Hz, 25 °C).
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Bei Betrachtung der Verlustfaktoren tandive wird ein deutlicher Anstieg des elastischen
Charakters der Materialien durch den Einbau der kovalenten Vernetzungen deutlich. Wahrend
die physikalischen Kontrollgele mit einem Verlustfaktor von tandive > 1 einen iiberwiegend
viskosen Charakter aufweisen, iiberwiegt bei den acht dualen Hydrogelen Gd1.4-10 und
Gd2.4-10 mit Werten zwischen tandive = 0,337+ 0,014 und tandrve = 0,245 + 0,025 der
elastische Anteil des Materials. Die kovalenten Kontrollgele weisen mit Werten zwischen
tanoryve = 0,008 £ 0,001 und tandrye = 0,002 £+ 0,000 eine noch deutlich hohere Elastizitdt und
damit starkere Vernetzung aufgrund der hoheren Bindungsstérke der kovalenten Vernetzungen
auf. Dass die Elastizitdt der dualen Hydrogele zwischen den Werten der physikalischen und
kovalenten Kontrollgele liegt, bestétigt ebenfalls die erfolgreiche Kombination der Wirt-Gast-
Vernetzung mit der kovalenten Vernetzung. Allerdings liegen die Werte von Gd1.4-10 und
Gd2.4-10 erneut nah beieinander. Die Elastizitdt der kovalenten Kontrollgele mit 6 mol%
kovalentem Vernetzer (KG2.4-10) ist dagegen etwas hoher als die der kovalenten Kontrollgele
mit 3 mol% kovalentem Vernetzer (KG1.4-10).

Dartiber hinaus ist durch die Erh6hung der Gesamtpolymerkonzentration ein leichtes Sinken
der Verlustfaktoren aller Hydrogelgruppen zu beobachten, das auf eine leichte Erhéhung der

Vernetzungsdichte hindeutet.

Die in Abbildung 41E) dargestellten Werte der Nachgebgrenzen y, sinken von den
physikalischen Kontrollgelen iiber die dualen Hydrogele bis hin zu den kovalenten
Kontrollgelen immer weiter ab. AuBerdem ist innerhalb der physikalischen Kontrollgele eine
Abnahme der Nachgebgrenzen mit zunehmender Gesamtpolymerkonzentration £ von
yy =124 £ 29 % (KG3.4) bis yy = 54 £ 6 % (KG3.10) festzustellen. Die Nachgebgrenzen der
dualen Hydrogele und kovalenten Kontrollgele zeigen hingegen keine Abhéngigkeit von der
Gesamtpolymerkonzentration £. Ein Sinken der Nachgebgrenze deutet auf eine schlechtere
Deformierbarkeit und ein schnelleres Zerbrechen der Hydrogele hin, was mit einer hoheren und
weniger dynamischen Vernetzungsdichte und daher geringeren Energiedissipation in
Verbindung steht.>”® Somit bestitigen die Ergebnisse der Nachgebgrenzen in Ubereinstimmung
mit den Trends des Speichermoduls und des Verlustfaktors die erfolgreiche Kombination der
Eigenschaften der Wirt-Gast-Vernetzungen und der kovalenten Vernetzungen. Allerdings liegen
auch hier die Werte der Gele mit 3 mol% und 6 mol% kovalenter Vernetzung sowohl bei den

dualen Hydrogelen als auch bei den kovalenten Kontrollgelen nah beieinander.

Dass die Erhohung des Anteils an kovalenter Vernetzung von 3 mol% auf 6 mol% nicht zu einer

weiteren Erhohung des Speichermoduls und der Elastizitit sowie zum weiteren Sinken der
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Deformierbarkeit fiihrt, hat verschiedene Griinde. Einer davon ist, dass in den Hydrogelen mit
hoherer kovalenter Vernetzung der Massenanteil an PEGDA erhoht und der der Polymere
entsprechend verringert wurde, um die Gesamtpolymerkonzentration konstant zu halten. Da
PEGDA im Vergleich zu den Polymeren kurzkettig ist, wurde der Anteil an langkettigen
Polymeren reduziert, wodurch es zu weniger Verknduelungen der Polymere und daher zu
weniger Vernetzung kommt. Auch in den Arbeiten von TAKENO und NAKAMURA wurde eine
Abnahme der Steifigkeit mit sinkender Molmasse beschrieben.?”!?> Weitere Griinde fiir die
sinkende Steifigkeit und Elastizitit konnen zunehmende Inhomogenititen oder

Phasentrennungen im Gel durch die Anderung der Polymermengen sein.?*?2%?

Die Auswertung der Amplitudentests der RGD-funktionalisierten dualen Hydrogele ergab mit
steigendem RGD-Anteil einen leichten Anstieg des Speichermoduls G'rve von 506 + 51 Pa
(GARGD3) bis 591 £8 Pa (GARGDI1). AuBlerdem wurde eine leichte Abnahme des
Verlustfaktors von tandrve = 0,295 £0,000 (GdRGD3) auf tanorve= 0,270+ 0,005
(GdRGD1) festgestellt. Diese Zunahme an Steifigkeit und Elastizitét mit steigendem RGD-
Anteil verdeutlicht, dass die kovalente Vernetzung durch die RGD-Peptide nicht beeintrichtigt
wird und es zu einer leichten Steigerung der Vernetzung durch zusitzliche Wechselwirkungen
wie Wasserstoffbriicken zwischen den Peptiden kommt. Ein Vergleich der Hydrogele
GdRGD1-3 mit dem nicht RGD-funktionalisierten dualen Hydrogel Gd2.4 mit vergleichbarer
Vernetzungsdichte bestétigt diese Beobachtung, denn das Speichermodul von Gd2.4 liegt mit
G’'rve =550 = 80 Pa im Rahmen der Werte von GARGD1-3 und der Verlustfaktor liegt mit
tanorve = 0,335 £ 0,018 sogar oberhalb der Verlustfaktoren von GARGD1-3. Damit wurde die
Steifigkeit durch den Einbau der RGD-Peptide nicht signifikant verdndert und die Elastizitét
sogar leicht erhdht.

Da die drei RGD-funktionalisierten dualen Hydrogele &hnliche mechanische Eigenschaften
aufweisen, besteht eine gute Vergleichbarkeit dieser drei Hydrogele in den spiteren

Zellexperimenten.

Uber oszillatorische Frequenztests sollte das zeitabhiingige mechanische Verhalten der
Hydrogele untersucht werden, da dieses sich bei physikalischen und chemischen Hydrogelen
typischerweise unterscheidet. Wahrend G und G'° bei physikalischen Hydrogelen ein
frequenzabhingiges Verhalten zeigen, sind sie bei chemischen Hydrogelen nicht
frequenzabhingig,.*-*%*

Die vier hergestellten physikalischen Kontrollgele KG3.4-10 zeigen in Ubereinstimmung mit

der Literatur ein deutliches frequenzabhingiges Verhalten und weisen einen Sol-Gel-Ubergang
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bei Frequenzen zwischen feo =

(Abbildung 42).
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Abbildung 42: Frequenztests der dual-vernetzten Hydrogele Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 3 mol%
kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent), der RGD-haltigen dualen Hydrogele
GdRGD1-3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent) und der Kontrollgele KG1.4-10 (0 mol% Wirt-
Gast; 3 mol% kovalent), KG2.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und KG3.4-10 (2 mol%

Wirt-Gast; 0 mol% kovalent) gemessen bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C.
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Lediglich das physikalische Kontrollgel mit der niedrigsten Gesamtpolymerkonzentration von
4 Gew.-% weist keinen Sol-Gel-Ubergang auf, es zeigt auch bei héheren Frequenzen ein
viskoelastisches Fliissigkeitsverhalten auf. Dies bedeutet, dass so wenig Netzpunkte vorhanden
sind, dass sich die Polymerketten auch bei schneller Deformation entknduelen und aneinander
vorbeibewegen konnen.

Bei den dual-vernetzten Hydrogelen Gd1.4-10, Gd2.4-10 und GARGD1-3 sind G und G’
weniger stark frequenzabhiingig und der Sol-Gel-Ubergang liegt unterhalb des gemessenen
Frequenzbereichs. Je weiter der Sol-Gel-Ubergang eines Materials zu niedrigeren Frequenzen

verschoben ist, desto stirker ist das Material vernetzt.*’

Bei den dualen Hydrogelen liegt schon
bei niedrigen Frequenzen ein Gelverhalten vor, was bedeutet, dass die Polymerketten so stark
vernetzt und dadurch in ihrer Beweglichkeit eingeschrinkt sind, dass die Polymere schon bei
langsamer Deformation nicht mehr genug Zeit haben, sich zu entknduelen und aneinander
vorbeizugleiten.?*>

Bei den kovalenten Kontrollgelen treten ebenfalls keine Sol-Gel-Ubergiinge auf. AuBerdem
verlaufen das Speicher- und das Verlustmodul frequenzunabhingig bis die Gelstruktur bei
hohen Frequenzen zerstort wird. Dieses frequenzunabhéngige Verhalten beweist die rein
kovalente Vernetzung der Hydrogele und verdeutlicht den Unterschied zu den dualen

Hydrogelen, deren Frequenzabhingigkeit den Erhalt der dynamischen Netzwerkstruktur

nachweist, trotz deutlicher Stabilisierung durch die kovalente Vernetzung.

Da die Selbstheilung eine wichtige Eigenschaft der Hydrogele ist, um die Zellmigration und
Proliferation zu erleichtern oder eine Injizierbarkeit der Hydrogele zu ermoglichen, wurde
mithilfe von Selbstheilungstests untersucht, inwieweit die Selbstheilungsfahigkeit bei den
dualen Hydrogelen erhalten bleibt. Dabei wurde die prozentuale Selbstheilung des
Speichermoduls G* iiber vier Zerstorungs-Erholungs-Zyklen bestimmt (Tabelle 21). Die
dazugehorigen Selbstheilungsgraphen befinden sich im Anhang (Abbildungen A36-A39).

Bei allen untersuchten Hydrogelen ist eine Erholung des Speichermoduls auch im vierten
Zerstorungs-Erholungs-Zyklus zu erkennen. Die beste Selbstheilung zeigten die vier
physikalischen Kontrollgele mit mindestens 93 % Regeneration des Speichermoduls im vierten
Zyklus. Die Selbstheilung der dual-vernetzten Hydrogele sinkt vor allem im ersten Zyklus und
nimmt in den nachfolgenden Zyklen nur noch geringfiigig ab. Dies deutet darauf hin, dass ein
Teil der Vernetzungen nicht oder nur iiber einen langeren Zeitraum hinweg wiederhergestellt
werden kann. Griinde dafiir sind die hohere Steifigkeit und die permanenten Vernetzungen der
dualen Hydrogele, die die Beweglichkeit der Polymerketten einschrinken und somit

verhindern, dass Energie durch Molekularbewegung dissipiert wird und sich alle Wirt-Gast-
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Komplexe innerhalb der Erholungsphase wieder ausbilden. Auflerdem kann es aufgrund des

hohen kovalenten Anteils zu irreversiblen Briichen in der Netzwerkstruktur kommen.27%2%8

Tabelle 21: Prozentuale Erholung des Speichermoduls G” im Vergleich zu Zyklus 0 fiir die dualen
Hydrogele und die physikalischen Kontrollgele.

Selbstheilung von G / %

Hydrogel
ZyKlus 0 ZyKlus 1 ZyKlus 2 ZyKlus 3 ZyKlus 4
Gd1.4 100 77+ 19 78 £22 72 +£20 72 +£19
Gdl1.6 100 38+0 37+2 19+£5 17+6
Gd1.8 100 39+£10 32+7 29+5 27+3
Gd1.10 100 35+0 27+0 21+£2 20+2
Gd2.4 100 57+3 48+ 0 50+£2 36£2
Gd2.6 100 59+ 18 54 £20 55+15 55+10
Gd2.8 100 20+3 13£2 8+0 5+0
Gd2.10 100 42 +4 34+4 31£5 30£5
GdRGD1 100 84+ 6 77 £15 72 +12 69 +13
GdRGD2 100 82+19 85+ 14 89+ 15 89+ 15
GdRGD3 100 100+ 12 92 +£3 82+6 79+7
Physikalische Kontrollgele
KG3.4 100 94+0 96+ 0 94+0 93+0
KG3.6 100 98+ 0 97+0 9 £ 1 95+2
KG3.8 100 98+ 0 97+0 9 £ 1 94 +1
KG3.10 100 97+ 1 96 + 1 95+1 94 +2

2 bestimmt {iber oszillatorische Zeitmessungen bei abwechselnd geringer (0,5 %) und hoher (500,0 %) Scherdeformation, einer
konstanten Frequenz von 1 Hz und 25 °C. Das Speichermodul G' in Zyklus 0 wurde auf 100 % gesetzt und die prozentuale
Erholung von G' in den nachfolgenden Zyklen mit geringer Scherdeformation wurde im Verhéltnis zu Zyklus 0 berechnet.

Dariiber hinaus fillt bei den dualen Hydrogelen auf, dass die Selbstheilung mit sinkender
Gesamtpolymerkonzentration zunimmt. Diese Beobachtung ist kontrdr zu den Trends der
physikalischen Hydrogele in den vorherigen Kapiteln, bei denen eine hdhere
Polymerkonzentration zu einer schnelleren Wiederherstellung der Wirt-Gast-Komplexe gefiihrt
hatte. Bei den dualen Hydrogelen hingegen scheint der Einfluss der Steifigkeit den der
Konzentration zu iiberwiegen. Die drei RGD-funktionalisierten dualen Hydrogele, die alle eine
niedrige Gesamtpolymerkonzentration von 4 Gew.-% besitzen, zeigen mit bis zu 89 % im
vierten Zyklus ebenfalls eine hohe Regeneration von G'. In den weicheren Hydrogelen sind

schnellere Molekularbewegungen und dadurch ein schnelleres Aufeinandertreffen der Wirt-
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und Gastmolekiile moglich, wodurch dissoziierte Komplexe in kiirzerer Zeit wieder ausgebildet
werden konnen.””-?%
Mit den kovalenten Kontrollgelen wurden keine Selbstheilungstests vorgenommen, da diese

nach den Amplitudentests makroskopisch zerstort vorlagen.

Zusitzlich wurde die Selbstheilungsfihigkeit der dualen Hydrogele im Vergleich zu den
kovalenten Hydrogelen visualisiert (Abbildung 43), indem ein dual-vernetztes Hydrogel
(Gd2.4) und ein vergleichbares kovalentes Kontrollgel (KG2.4) jeweils in zwei verschiedenen
Farben hergestellt wurden. Eines der Gele wurde jeweils mit Phenolrot angefarbt, wihrend das

andere nicht angefarbt wurde.

Gd2.4 (2 mol% Wirt-Gast, 6 mol% kovalent)

KG2.4 (0 mol% Wirt-Gast, 6 mol% kovalent)

POt

Abbildung 43: Visualisierung der selbstheilenden Eigenschaften des dualen Hydrogeles Gd2.4 im

- @

Vergleich zu dem kovalenten Kontrollgel KG2.4 durch Zusammenschieben und anschlieBendes

Auseinanderziehen der Hydrogelstiicke.

Anschliefend wurden das angefdrbte und das farblose Gel direkt nebeneinandergelegt, damit
sich an der Grenzfliche zwischen den beiden Gelen Vernetzungen ausbilden koénnen. Nach
einer Wartezeit von wenigen Minuten wurde versucht, die beiden Gelstiicke
auseinanderzuziehen, dabei konnte bei dem dualen Hydrogel eine Verbindung der beiden
Gelstiicke festgestellt werden, die die selbstheilenden Eigenschaften der dualen Hydrogele
bestitigt. Das kovalente Kontrollgel hingegen zerriss direkt beim Anheben der Probe, wodurch

die erwartete Abwesenheit der selbstheilenden Eigenschaften verdeutlicht wird.
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5.6 Untersuchung der Gelierzeiten der dualen Hydrogele

Fiir die Anwendung der hergestellten Hydrogele in 3D-Zellexperimenten ist eine ziigige
Gelierung von Bedeutung, um das Absetzen der Zellen auf dem Plattenboden wéhrend des
Gelierungsprozesses zu unterbinden. Daher sollte die Gelierung innerhalb weniger Minuten
ablaufen. Bei den kovalenten Hydrogelen stellt die Gelierzeit aufgrund der nicht vorhandenen
selbstheilenden Eigenschaften zusitzlich die maximale Verarbeitungszeit dar. Zur Bestimmung
der Gelierzeit tGe1 ausgewihlter Hydrogele wurden oszillatorische Zeitmessungen direkt nach
dem Vermischen der Polymerlosungen iiber eine Zeitspanne von 30 min bei konstanter
Frequenz von f=1Hz und konstanter Scherdeformation von y=1 % durchgefiihrt. Die
Zeitmessungen des dualen Hydrogeles Gd1.4 (2 mol% Wirt-Gast, 3 mol% kovalent) und des
kovalenten Kontrollgels KG2.10 (0 mol% Wirt-Gast, 6 mol% kovalent) sind beispielhaft in
Abbildung 44 dargestellt. In den Zeitmessungen sind jeweils ein Ansteigen von G und G*’
sowie ein Sol-Gel-Ubergang zu erkennen. Durch Ablesen der Zeit, zu der der Sol-Gel-Ubergang
auftritt, wurde die Gelierzeit fGer bestimmt. Die Zeitmessungen der iibrigen Hydrogele befinden

sich im Anhang (Abbildung A40).
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Abbildung 44: Exemplarische Auftragung des Speichermoduls G* und des Verlustmoduls G* gegen
die Zeit ¢ fiir das (A) duale Hydrogel Gd1.4 (2 mol% Wirt-Gast, 3 mol% kovalent) und das (B)
kovalente Kontrollgel KG2.10 (0 mol% Wirt-Gast, 6 mol% kovalent) aufgenommen direkt nach dem
Mischen der Polymerlosungen zur Bestimmung der Gelierzeit bei einer Scherdeformation von

y=1 %, einer Frequenz von f= 1 Hz und einer Temperatur von 25 °C.
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Anhand der ermittelten Gelierzeiten ist zu erkennen, dass die dualen Hydrogele mit 6 mol%
kovalentem Vernetzer erwartungsgemill etwas schneller gelieren als die mit 3 mol%
kovalentem Vernetzer (Tabelle 22).

Bei den kovalenten Kontrollgelen hingegen wurde kein Unterschied der Gelierzeiten beziiglich
des Vernetzeranteils festgestellt. Stattdessen fillt auf, dass die kovalenten Kontrollgele mit
hoheren Gesamtpolymerkonzentrationen (KG1.10 und KG2.10) schneller gelieren als die mit
niedrigerer Gesamtpolymerkonzentration (KG1.4 und KG2.4). Dies kann mit einer héheren
StoBwahrscheinlichkeit der funktionellen Gruppen bei hdherer Polymerkonzentration
begriindet werden. Dass dieser Trend bei den dual-vernetzten Hydrogelen nicht auftritt, und die
Gelierung schneller ablduft, kann mit der sofortigen Ausbildung der physikalischen Vernetzung
begriindet werden, durch die der Abstand zwischen den funktionellen Gruppen verringert wird.
Auftillig ist die besonders kurze Gelierzeit des RGD-funktionalisierten dualen Hydrogeles
GdRGDL1. Diese deutet auf die Anwesenheit zusétzlicher physikalischer Wechselwirkungen

wie Wasserstoffbriicken hin, die sich sofort ausbilden.

Tabelle 22: Die Gelierzeiten fce der dualen Hydrogele und kovalenten Kontrollgele ermittelt iiber
oszillatorische Zeitmessungen bei einer Scherdeformation von y =1 %, einer Frequenz von f=1 Hz
und einer Temperatur von 25 °C.

Gd1.10 Gd14 Gd2.10 Gd2 4 GdRGD1

{Gel / min 17 15 13 13 <1
Kontrollgele
KG1.10 KG14 KG2.10 KG2.4
fGel / min 18 >30 18 >30

Fiir die physikalischen Kontrollgele wurden die Gelierzeiten nicht bestimmt, da sie im

Amplitudentest kein Gelverhalten zeigten.

Mit Blick auf eine Anwendung der dualen Hydrogele in Zellexperimenten stellen die
gemessenen Gelierzeiten von 13 min zu hohe Werte dar. Allerdings weisen die dualen
Hydrogele im Vergleich zu den kovalenten Kontrollgelen (Abbildung 44) dank der sofortigen
Wirt-Gast-Vernetzung schon zu Beginn der Zeitmessung deutlich hohere Steifigkeiten und
Elastizititen auf, die bereits ausreichen, um die Zellen zu stabilisieren, sodass diese nicht

absinken.
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5.7 Untersuchung der Quellwerte der dualen Hydrogele

Ergénzend zu der rheologischen Charakterisierung wurde auch das Quellverhalten der dualen
Hydrogele und der kovalenten Kontrollgele charakterisiert, da dieses Riickschliisse auf die
Vernetzungsdichte und die Hydrophilie der Hydrogele zuldsst. Zur Bestimmung des
Quellwertes Om wurden das Gewicht des in PBS-Puffer iiber 24 h gequollenen Geles ms und

das Trockengewicht mq des Geles bestimmt und iiber Gleichung 7 miteinander verrechnet.>*

Ms—Mg

Qm=—— (7)

mq
Die ermittelten Quellwerte Om wurden fiir die acht dualen Hydrogele ohne RGD-
Funktionalisierung (Gd1.4-10, Gd2.4-10) und die kovalenten Kontrollgele (KG1.4-10,
KG2.4-10) gegen die Gesamtpolymerkonzentration f (Abbildung 45A) und fiir die RGD-
funktionalisierten dualen Hydrogele (GdARGD1-3) gegen den RGD-Anteil im Polymer
aufgetragen (Abbildung 45B). Fiir die physikalischen Kontrollgele konnten keine Quellwerte

bestimmt werden, weil sich diese in einem Uberschuss an Lsungsmittel auflosen.
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Abbildung 45: Auftragung der Quellwerte O gegen die Gesamtpolymerkonzentration £ fiir die dual-
vernetzten Hydrogele Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-
Gast; 6 mol% kovalent) und die Kontrollgele KG1.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent) (A)
sowie die Auftragung der Quellwerte Om gegen den RGD-Anteil im Polymer fiir die RGD-haltigen
dualen Hydrogele GARGD1-3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent) bestimmt nach 24-stiindiger
Quellung in PBS-Puffer bei 37 °C.

In Abbildung 45A) ist eine Abnahme der Quellwerte der dualen Hydrogele und der kovalenten
Kontrollgele mit steigender Gesamtpolymerkonzentration zu erkennen. Dies deutet auf eine
steigende Vernetzungsdichte der hoher konzentrierten Hydrogele hin, denn stirker vernetzte

Hydrogele konnen aufgrund der engeren Maschendichte weniger Wasser aufnehmen.??
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AuBerdem liegen die Quellwerte der kovalenten Kontrollgele unterhalb der Werte der dualen
Hydrogele, was die hohere Vernetzungsdichte in Ubereinstimmung mit den

Rheologieergebnissen bestitigt.

Die Quellwerte der RGD-funktionalisierten dualen Hydrogele GARGD1-3 sinken mit
zunehmendem RGD-Anteil. Da die Steifigkeit und die Elastizitéit dieser Hydrogele jedoch nur
geringfligig mit zunehmendem RGD-Anteil gestiegen sind, stellt eine steigende
Vernetzungsdichte keine hinreichende Erkldrung fiir die Abnahme der Quellwerte dar.
Stattdessen kann dieser Trend auf die Reduktion der Hydrophilie des Hydrogeles durch die
Peptidliganden zuriickgefiihrt werden.

5.8 Untersuchung der Mikrostruktur der dualen Hydrogele

Um einen Uberblick iiber die Mikrostruktur der dualen Hydrogele und der Kontrollgele zu
bekommen, wurden ausgewéhlte Proben {iber Rasterelektronenmikroskopie untersucht.

Es wurden die vier dualen Hydrogele mit 6 mol% kovalentem Vernetzer (Gd2.4-10) untersucht,
um einen moglichen Trend der Porengrofle in Abhéngigkeit der Gesamtpolymerkonzentration
herauszustellen. Zum Vergleich wurde von den anderen Hydrogelgruppen jeweils eine Probe

untersucht.

Abbildung 46: REM-Aufnahmen der gefriergetrockneten Hydrogele Gd1.4 (A), Gd2.10 (B), Gd2.8
(0), Gd2.6 (D), Gd2.4 (E), GARGD1 (F), KG1.4 (G), KG2.4 (H), KG3.10 ().
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Wie in Abbildung 46 zu erkennen ist, zeigen die erhaltenen REM-Aufnahmen pordse innere
Strukturen der Hydrogele, allerdings ist kein Trend beziiglich der Gesamtpolymerkonzentration
ersichtlich. Generell stellen sich die inneren Strukturen der untersuchten Hydrogele eher
inhomogen dar, wodurch der Vergleich der Hydrogele erschwert wird, dennoch weisen alle
untersuchten Hydrogele Poren mit einer Grof8e von iiber 22 um auf. Sie bieten damit die
Mbglichkeit fiir eine ausreichende Diffusion zur Nihrstoffversorgung von Zellen.?%>2"7
AuBerdem liegen die Porengrof3en aller untersuchten Hydrogele in derselben Grofenordnung,

es sind folglich keine signifikanten Unterschiede zwischen den physikalischen, dualen und

chemischen Hydrogelen festzustellen.

5.9 Zytotoxizitit der Wirt- und Gastpolymere

Im Hinblick auf die Anwendung der hergestellten Hydrogele in Zellexperimenten sollte die
Zytotoxizitit der zur Hydrogelsynthese eingesetzten Polymere untersucht werden. Dafiir wurde
analog zu Abschnitt 3.4 ein CCK-8-Assay durchgefiihrt, iiber den die relative Zellviabilitit von
COS-7-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation in den einzelnen Polymerldsungen mit
Konzentrationen von 0,25 mg/mL bis 4 mg/mL bestimmt werden konnte. Als Referenzldosung
wurde dabei serumhaltiges Kulturmedium ohne Polymer verwendet. Die erhaltenen relativen
Zellviabilitidten der fiinf untersuchten Polymere PCDS8, PAdkat2, PAdkatsn3, PAdkatsu4 und
PAdkatsurcp sind in Abbildung 47 in Abhéngigkeit der verwendeten Polymerkonzentrationen

aufgetragen.
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Abbildung 47: Auftragung der Zellviabilitdt von COS-7-Zellen gegen die Polymerkonzentration der
Polymere PCDS, PAdkatZ, PAdkatSH3, PAdkatSH4 und PAdkatSHRGD nach 24 h Inkubation bei 37 °C und
5 % CO; bestimmt mittels CCK-8-Assay.
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Fir alle Polymere mit Ausnahme von PAdkasurgp wurde in den untersuchten
Polymerkonzentrationen eine relative Zellviabilitdt von tiber 80 % ermittelt, wodurch eine gute
Zytokompatibilitdt der Polymere bestitigt wird. Bei Polymer PAdkatsnrcp allerdings fillt die
relative Zellviabilitit bei einer Konzentration von 4 mg/mL auf 48 +5 % ab. Ein mdglicher

Grund dafiir kann die nicht vollstdndige Entfernung von Verunreinigungen bei der Dialyse sein.

5.10 3D-Zellexperimente — Zytokompatibilitit und Adhisionsverhalten in den
dualen Hydrogelen und den Kontrollgelen

Um die allgemeine Eignung der dualen Hydrogele fiir 3D-Zellexperimente zu testen und den
Einfluss der dualen Vernetzung auf das Zellverhalten zu untersuchen, wurden B16F1-Zellen
sowohl in die dualen Hydrogele als auch in die physikalischen und kovalenten Kontrollgele
eingebettet. Die dreidimensionale Einbettung der Zellen erfolgte analog zu dem in Kapitel 4
beschriebenen Vorgang, indem die Zellen zundchst in die Adamantan-Polymerldsung
eingemischt und anschliefend die iibrigen Polymerldsungen hinzugegeben und miteinander
vermischt wurden. Dabei war fiir die kovalenten Kontrollgele die in Abschnitt 5.6 bestimmte
Gelierzeit zu beachten, um ein Absinken der Zellen zu vermeiden. Die mit den Zellen
vermischten Polymerlésungen wurden deshalb in regelmafligen Zeitabstinden durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vermischt bis das Einsetzen der Gelierung durch eine
Erhohung der Viskositét festgestellt wurde. Die Préparation der dualen und physikalischen
Hydrogele stellte sich weniger aufwendig dar, da die sofortige Ausbildung der Wirt-Gast-
Vernetzungen zu einer ausreichenden Viskositit gefiihrt hat, um das Absinken der Zellen zu
verhindern. Als Referenz wurden auBerdem B16F1-Zellen in Matrigel eingebettet. Nach
erfolgter dreidimensionaler Einbettung wurden die Zellen fiir 24 h unter Kulturbedingungen

inkubiert, bevor sie {iber Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie untersucht wurden.

Zu den untersuchten Parametern gehorten erneut die mithilfe einer Lebend-Tot-Férbung
bestimmte Zellviabilitit und der {iber Durchlichtaufnahmen ermittelte prozentuale Anteil
adhérenter Zellen. Beispielhaft ist in Abbildung 48 eine repridsentative 3D-Projektion einer
Fluoreszenzauthahme des dualen Hydrogeles Gd1.8 nach Lebend-Tot-Farbung der B16F1-
Zellen abgebildet.
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Abbildung 48: Reprisentative 3D-Projektion von B16F1-Zellen in dem dualen Hydrogel Gd1.8
(2 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent) mit Lebend-Tot-Farbung nach 24 h Inkubation bei 37 °C und
5 % COa,. Die lebenden B16F1-Zellen sind mit Calcein AM (griin) und die toten Zellen mit PI (rot)
angefarbt.

Zu erkennen ist eine gleichmifBige dreidimensionale Verteilung der B16F1-Zellen sowie ein
Uberwiegen an lebenden (griin) gegeniiber toten Zellen (rot), das auf eine gute

Biokompatibilitdt des Hydrogeles hindeutet.

AuBerdem sind in Abbildung 49 Ausschnitte aus den 3D-Durchlichtaufnahmen beispielhaft fiir
die 4 Gew.-%igen dualen Hydrogele und Kontrollgele gezeigt, um die Morphologie der B16F1-
Zellen zu visualisieren. Ein GroBteil der Zellen weist eine runde Morphologie auf, wéhrend die
gelb markierten Zellen Protrusionen ausgebildet haben und somit als adhdrente Zellen

betrachtet werden kénnen.2¢°

Die anhand der Fluoreszenzaufnahmen ermittelte Anzahl lebender und toter Zellen ist in der
Abbildung 50A) fiir alle hergestellten Hydrogele dargestellt und der mithilfe von
Durchlichtaufnahmen bestimmte Anteil adhidrenter von lebenden Zellen ist in Abbildung 50B)
fiir die verschiedenen Hydrogele aufgetragen. Alle Ergebnisse sind Mittelwerte aus insgesamt

acht 3D-Aufnahmen, die in zwei biologischen Replikaten aufgenommen wurden.
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Abbildung 49: Beispielhafte Durchlichtaufnahmen von B16F1-Zellen in den Hydrogelen (A) KG3.4
(2 mol% Wirt-Gast, 0 mol% kovalent), (B) GARGD2 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent;
0,8 mol% RGD), (C) GARGD1 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent; 1,5 mol% RGD), (D)
GdRGD3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent; 0,4 mol% RGD), (F) Gd1.4 (2 mol% Wirt-Gast;
3 mol% kovalent), (G) KG1.4 (0 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent), (H) Gd2.4 (2 mol% Wirt-Gast;
6 mol% kovalent), (I) KG1.4 (0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und (E/J) Matrigel nach 24 h
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; mit gelber Markierung der adhérenten Zellen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl an lebenden Zellen in allen hergestellten Hydrogelen
die Anzahl der toten Zellen libersteigt. Ein Vergleich der dualen Hydrogelgruppen mit 3 mol%
(Gd1.4-10) bzw. 6 mol% (Gd2.4-10) kovalentem Vernetzer zeigt eine um 11-90 % hdohere
Anzahl lebender Zellen bei den Hydrogelen mit dem niedrigeren Anteil an kovalentem
Vernetzer (Gd1.4-10). Die Anzahl lebender Zellen in den acht kovalenten Kontrollgelen
(KG1.4-10 und KG2.4-10) ist vergleichbar mit der in den vier dualen Hydrogelen mit 6 mol%
kovalentem Vernetzer (Gd2.4-10). In den physikalischen Kontrollgelen mit 6-10 Gew.-%
Gesamtpolymerkonzentration (KG3.6-10) liegt die Anzahl lebender Zellen in einem &hnlichen
Bereich wie in den dualen Hydrogelen mit 3 mol% kovalentem Vernetzer (Gd1.4-10).
Lediglich die Anzahl lebender Zellen in dem 4 Gew.-%igen physikalischen Kontrollgel KG3.4
liegt signifikant hoher. Mit 570 = 128 lebenden Zellen weist KG3.4 die insgesamt hochste
Proliferation auf. Bei den RGD-funktionalisierten dualen Hydrogelen ist ein Anstieg der
Proliferation mit zunehmender RGD-Konzentration zu beobachten. Auflerdem nimmt die

Anzahl toter Zellen mit steigender RGD-Konzentration ab.
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Abbildung 50: Die Anzahl lebender und toter B16F1-Zellen bestimmt iiber eine Lebend-Tot-Farbung
(A) und der Anteil adhdrenter von lebenden Zellen (B) ermittelt {iber Durchlichtmikroskopie nach 24 h
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO- in den dual-vernetzten Hydrogelen Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast;
3 mol% kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent), den RGD-haltigen dualen
Hydrogelen GARGD1-3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent) und den Kontrollgelen KG1.4-10
(0 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent), KG2.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und
KG3.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 0 mol% kovalent).

Daher zeigen die RGD-funktionalisierten dualen Hydrogele mit 87 + 5 % lebenden Zellen
(GdRGD1) bis 94 + 2 % lebenden Zellen (GARGD3) die beste Viabilitit (Tabelle A9). Die
Viabilitdten der Zellen in den dualen Hydrogelen mit 3 mol% kovalentem Vernetzer Gd1.4-10
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und den physikalischen Kontrollgelen KG3.4-10 liegen mit 75-81 % lebenden Zellen bzw.
78-87 % lebenden Zellen nicht viel niedriger. Im Vergleich dazu sind die B16F1-Zellen in
Matrigel zu 79 + 14 % lebendig. Die Zytokompatibilitdt der RGD-funktionalisierten Hydrogele

und einiger weiterer synthetisierter Hydrogele iibersteigt damit sogar die des Matrigels.

Bei Betrachtung der Zelladhdsion in Abbildung 50B) fillt eine Reduktion des Anteils
adhirenter Zellen mit zunehmendem Anteil an kovalenter Vernetzung auf. Wihrend die vier
dualen Hydrogele mit 3 mol% kovalentem Vernetzer (Gd1.4-10) mit 5-12 % adhérenten Zellen
noch sehr dhnliche Werte aufweisen wie die vier physikalischen Kontrollgele KG3.4-10 mit 7-
15 % adhidrenten Zellen, befinden sich in den dualen Hydrogelen mit 6 mol% kovalentem
Vernetzer (Gd2.4-10) nur 0-11 % adhdrente Zellen. AuBBerdem enthalten die am stérksten
vernetzten Hydrogele, die kovalenten Kontrollgele KG1.4-10 und KG2.4-10, groftenteils
keine adhdrenten Zellen. Diese Ergebnisse sprechen fiir die Vorteile der dynamischen
Vernetzung und bestétigen die Hypothese, dass die Proliferation und Adhésion in dynamischen

Hydrogelen erleichtert wird.

Durch den Einbau der RGD-Peptide konnte der Anteil adhédrenter Zellen, wie erwartet, erhoht
werden. Mit steigender RGD-Konzentration nimmt der Anteil adhérenter Zellen zu, so steigt
der Anteil adhirenter Zellen von 29 + 21 % bei GARGD3 (0,4 pmol/mL RGD) auf 35+ 17 %
bei GARGD2 (0,8 pumol/mL RGD) und um weitere 15 % auf 50+ 12 % bei GARGD1
(1,6 pmol/mL RGD).

Insgesamt zeigen die Untersuchungen eine Abnahme der Proliferation, der Viabilitdt und der
Adhésion durch den Einbau von kovalenten Vernetzungen. Diese Beobachtungen lassen auf
eine Bevorzugung von weicheren und dynamischeren Gelen durch die B16F1-Zellen
schlieen. Erklart werden konnen diese Ergebnisse dhnlich wie die Ergebnisse in Abschnitt 4.6
mit einer eingeschriankten Beweglichkeit und hoheren mechanischen Beanspruchung der
B16F1-Zellen durch die hohere Steifigkeit und Elastizitit der stirker vernetzten Hydrogele.
Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der Literatur, in der von JING et al. eine
reduzierte Zelladhdsion aufgrund einer hohen Elastizitit ausgelost durch kovalente

Vernetzungen in einem supramolekularen Hydrogel beobachtet wurde.”

5.11 Kapitelzusammenfassung

In diesem Kapitel sollten die Steifigkeit und Elastizitit der Wirt-Gast-vernetzten Hydrogele
durch den Einbau einer zusdtzlichen kovalenten Vernetzung erhoht werden, um damit ein

breiteres Spektrum an Gewebesteifigkeiten nachahmen zu kénnen. Dabei sollte die auf der
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Wirt-Gast-Vernetzung beruhende Fihigkeit zur Selbstheilung erhalten bleiben, um die
Proliferation und Ausbreitung von Zellen in den Hydrogelen zu erleichtern. Die Wirt-Gast-
Vernetzung wurde iiber das B-CD-funktionalisierte Wirtpolymer und das Adamantan-
funktionalisierte, thiolactonhaltige Gastpolymer realisiert. Die Thiolacton-Einheiten wurden
zur Generierung von Thiolgruppen genutzt, um diese sowohl fiir die zusitzliche kovalente
Vernetzung tiber eine Thiol-MICHAEL-Addition mit PEGDA als auch fir die RGD-
Funktionalisierung der Polymere einzusetzen. Die Nutzung der Thiolactonmonomere
ermoglichte eine synthesearme Einstellung verschiedener Anteile kovalenter Vernetzung, da
nur ein Copolymer hergestellt werden musste, dessen Thiolactonringe nach Belieben gedffnet
werden konnten. Auf diese Weise wurden zum einen physikalische Hydrogele mit 2 mol% Wirt-
Gast-Vernetzung hergestellt, die zum anderen um 3 mol% bzw. 6 mol% kovalente Vernetzung
erweitert und in vier Gesamtpolymerkonzentrationen hergestellt wurden. Aullerdem wurden
kovalente Kontrollgele ohne Wirt-Gast-Vernetzung mit ausschlieBlich 3 mol% bzw. 6 mol%
kovalenter Vernetzung hergestellt, indem die thiolhaltigen Gastpolymere mit dem PEGDA-

Vernetzer gemischt wurden.

Der Vergleich der mechanischen Eigenschaften der dualen Hydrogele mit den physikalischen
und kovalenten Kontrollgelen zeigte eine erfolgreiche Kombination der beiden
Vernetzungsmethoden, da eine deutliche Steigerung der Steifigkeit und Elastizitét der dualen
Hydrogele im Vergleich zu den physikalischen Kontrollgelen unter Erhalt der dynamischen
Eigenschaften festgestellt wurde. Die Steifigkeit der dual-vernetzten Hydrogele mit 3 mol%
kovalentem Vernetzer konnte im Vergleich zu den physikalischen Kontrollgelen auf das Neun-
bis Zehnfache erhdht werden. Ebenso konnte die Elastizitit deutlich gesteigert werden. Uber
die Erhohung des Anteils an kovalentem Vernetzer auf 6 mol% konnte allerdings kein weiterer
Anstieg der Steifigkeit und Elastizitét der dualen Hydrogele erzielt werden. Insgesamt konnten
duale Hydrogele mit Steifigkeiten von 497 + 76 Pa bis 2754 + 28 Pa hergestellt werden. Die
Einstellung der Steifigkeiten der dualen Hydrogele basierte vor allem auf der Anderung der
Gesamtpolymerkonzentration. AuBlerdem konnte die Selbstheilungsfahigkeit der dualen
Hydrogele im Gegensatz zu den kovalenten Kontrollgelen sowohl makroskopisch als auch
rheologisch nachgewiesen werden, jedoch wurde die Regeneration der Steifigkeit im Vergleich
zu den physikalischen Kontrollgelen um 17-78 % reduziert. Interessanterweise wurde bei den
dualen Hydrogelen ein Anstieg der Selbstheilung mit sinkender Gesamtpolymerkonzentration
bedingt durch die reduzierte Steifigkeit festgestellt. Dies stellt einen Gegensatz zu den
physikalischen Hydrogelen dieser Arbeit dar, bei denen eine Abnahme der Selbstheilung mit

sinkender Gesamtpolymerkonzentration beobachtet wurde.
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Die dreidimensionale Einbettung von B16F1-Zellen in die hergestellten Hydrogele ergab eine
gleichmiBige Zellverteilung. AuBerdem wurden fiir die Hydrogele, die eine dynamische
Vernetzung enthielten, hohere Proliferationen und Viabilititen sowie ein groBerer Anteil an
adhédrenten Zellen nachgewiesen als fiir jene, die ausschlieBlich kovalent vernetzt waren. Je
groBer der Anteil an kovalenter Vernetzung wurde, desto weiter nahmen Viabilitdt und
Adhésion ab. Durch den Einbau von RGD-Peptiden konnten sowohl die Viabilitit als auch die
Adhision verbessert werden, wodurch eine maximale Adhésion von 50 % der Zellen erreicht

wurde.
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6. Anwendung der Hydrogele zur Einbettung von Sphéroiden

6.1 Einleitung und Zielsetzung

Als ein Ausblick auf weitere Anwendungen der in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele sollte
in diesem Abschnitt die Einbettung von Sphédroiden in die Wirt-Gast-Hydrogele getestet
werden. Sphéroide — organédhnliche (organoide) Sphiren — sind kugelige Zellaggregate, die
entstehen, wenn adhédrent wachsende Zellen in Suspension kultiviert werden und dann als
Wachstumsoberflache wie im Ursprungstumor andere Zellen anstatt einer Matrix nutzen. Sie
konnen aus unterschiedlichen Zellen und Zelllinien bestehen und sollen das Verhalten des
Ursprungstumors oder -gewebes widerspiegeln. Sphiroide sollen in vitro-Zellkulturen, die
meist auf der Kultivierung einzelner Zellen basieren, die Eigenschaft der Dreidimensionalitit
verleihen. Damit bieten sie der Untersuchung von Krankheiten, insbesondere von Krebs, eine
groBere physiologische Relevanz,*®! denn Tumore sind komplexe, dreidimensionale Gebilde,
deren Figenschaften und Reaktionen auf Medikamente von der Diffusion in das Innere des
Tumors und von der Zell-Zell-Interaktion abhingen.’*>3% Neben der Anwendung in

301

Medikamententests™" werden Sphiroide zu Zwecken der Grundlagenforschung genutzt, da sie

304305 ynd bereits zu einem besseren

Untersuchungen der Zell-Zell-Kontakte ermdglichen
Verstindnis der Differenzierung, der Gewebeorganisation und der Homdostase beitragen
konnten.?°® In Kombination mit der Mdglichkeit die Kulturbedingungen anzupassen und zu
erginzen, stellen Sphéroide einen entscheidenden Fortschritt fiir die Erforschung biologischer
Prozesse dar.*' Allerdings werden Sphiroide vorwiegend in natiirlichen Hydrogelen wie
Collagen,**”3%®  Matrigel,>® Chitosan®® und Agarose®!'*'? kultiviert, die weniger
Modifikationsmoglichkeiten und eine schlechtere Reproduzierbarkeit bieten als synthetische
Hydrogele.’*>® Da die in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele verschiedene Modifikationen

hinsichtlich der Mechanik und der biologischen Aktivitit ermdglichen, besitzen sie ein

Potenzial zur definierten Variation der Kulturbedingungen von Sphéroiden.

Um die Einsatzfahigkeit der Wirt-Gast-Hydrogele zur Einbettung von Sphéroiden zu testen,
sollten an dieser Stelle erste Experimente durchgefiihrt werden, in denen es galt herauszufinden,
welche mechanischen Eigenschaften die Hydrogele aufweisen miissen, um die Sphédroide
ausreichend zu stabilisieren, sodass diese sich nicht auf dem Plattenboden absetzen, sondern in
einer dreidimensionalen Umgebung verbleiben. Das Absetzen der Sphiroide auf dem

Plattenboden wiirde eine ungewollte Anderung der Morphologie und des Migrationsverhaltens
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der Sphiroidzellen verursachen, wodurch das natiirliche Verhalten der Zellen weniger

realistisch abgebildet werden wiirde.

6.2 Einbettung der Sphiroide in Wirt-Gast-Hydrogele

Fiir die Untersuchung der Sphéroideinbettung wurden zundchst Sphiroide aus B16F1-Zellen
gebildet und diese anschlieBend in vier Wirt-Gast-Hydrogele mit verschiedenen
Gesamtpolymerkonzentrationen und somit vier verschiedenen Steifigkeiten eingebettet. Nach
einer Inkubationszeit von 24 h wurde mithilfe von Durchlichtmikroskopie iiberpriift, in
welchen der vier Hydrogele die Sphiroide ihre Struktur erhalten konnten und sich nicht am

Boden abgesetzt haben.

Die Einbettungsexperimente erfolgten in den vier thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen
KG3.4-10 (Kapitel 5), da diese rein physikalisch vernetzt waren und in den vorausgegangenen
Zellexperimenten aufgrund der niedrigen Vernetzungsdichte von 2,3 mol% eine homogene
Struktur und gleichmiBige 3D-Verteilung der Zellen sowie eine hohe Zytokompatibilitét
zeigten. Sie setzten sich aus dem [B-CD-funktionalisierten Wirtpolymer PCD8 und dem
Adamantan-funktionalisierten, thiolactonhaltigen Gastpolymer PAdka2 zusammen (Abbildung
51) und wurden in den vier Gesamtpolymerkonzentrationen 4, 6, 8 und 10 Gew.-% hergestellt.
AuBerdem enthielten sie mit dem Monomer TMAEA eine nur leicht adhdsionsférdernde

Komponente.

Zur Herstellung der Sphéroide wurden B16F1-Zellen auf einer Agarschicht ausplattiert. Da
Agar ein nicht adhésionsférderndes Substrat darstellt, lagern sich die Zellen nicht an der
Agarschicht, sondern an anderen Zellen ab. Die Agarschicht wurde in 96-Well-Platten so
ausplattiert, dass sich ein Meniskus bildete, wodurch die Zellen der darauf aufgetragenen
Zellsuspension sich aufgrund der Schwerkraft am tiefsten Punkt des Meniskus sammelten und
zu kugelfoSrmigen Aggregaten, den Sphiroiden, zusammenlagerten.** Aufgrund der
zellabweisenden Eigenschaft von Agar konnten die Sphéiroide nach Ablauf der 72-stiindigen

Inkubationszeit nicht-enzymatisch von der Agarschicht entnommen werden.

Fiir die dreidimensionale Einbettung der hergestellten Sphéroide wurden zunichst die vier
thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele KG3.4-10 synthetisiert, indem das Wirt- und das
Gastpolymer separat in serumfreiem Mikroskopiepuffer gelost und die Losungen anschlieBend
gemischt wurden. Die Synthese der Hydrogele erfolgte in serumfreiem Mikroskopiepuffer, da
sich Inhaltsstoffe des FBS-Serums in die f-CD-Kavitét einlagern und somit die Wirt-Gast-

Komplexierung beeintridchtigen konnen. Um ein Well einer 8-Well-Glasbodenplatte, in der die
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Durchlichtmikroskopie-Experimente durchgefiihrt werden sollten, mit dem Hydrogel zu fiillen,
wurden 270 uL Hydrogel bendtigt. Davon wurden zuerst 100 pL gleichmdBig in einem Well
verteilt, bevor 30 pL einer Sphéroidsuspension auf die Hydrogelschicht aufgetragen wurden.
Die 30 pL der Sphiroidsuspension enthielten 2-4 Sphiroide, die mit etwas Abstand
voneinander auf dem Hydrogel verteilt wurden, damit sie in der Durchlichtmikroskopie einzeln
betrachtet und aufgenommen werden konnten. Anschliefend wurde das restliche Hydrogel
behutsam auf den Sphiroiden verteilt. Die so in das Hydrogel eingebetteten Sphiaroide wurden
anschlieBend fiir 30 min unter Kulturbedingungen inkubiert, sodass das Hydrogel die Sphiroide
vollstindig umschlieBen konnte, bevor 160 puL eines serumhaltigen Mikroskopiepufters

hinzugegeben wurden (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Darstellung der Vorgehensweise bei der dreidimensionalen Einbettung von B16F1-
Sphéroiden in die Wirt-Gast-Hydrogele KG3.4-10.

Die somit vollstdandig préaparierten Hydrogelproben wurden fiir 24 h inkubiert und anschlieBend

mithilfe von Durchlichtmikroskopie untersucht. Alle Proben wurden in Duplikaten hergestellt.

6.3 Untersuchung der Sphiiroidmorphologie mittels Durchlichtmikroskopie

Um herauszufinden, ob die BI6F1-Sphidroide nach der Einbettung und der Inkubation in den

Wirt-Gast-Hydrogelen noch eine runde und intakte Morphologie aufweisen und sich nicht am
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Boden abgesetzt haben, wurden Durchlichtaufnahmen mit 20-facher Vergroferung

durchgefiihrt (Abbildung 52).

Abbildung 52: Durchlichtaufnahmen mit 20-facher VergroBerung von B16F1-Sphéroiden in (A)
KG3.4 (4 Gew.-%), (B) KG3.6 (6 Gew.-%), (C) KG3.8 (8 Gew.-%) und (D) KG3.10 (10 Gew.-%)
nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO..

Die BI16F1-Sphdroide, die in die 4 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogele KG3.4 eingebettet
wurden, konnten nicht ausreichend stabilisiert werden und sanken durch das Hydrogel hindurch
zu Boden. In der dazugehorigen Durchlichtaufnahme (Abbildung 52A) ist eine ausgebreitete
Morphologie der B16F1-Zellen zu erkennen, die darauf hindeutet, dass die Zellen die
dreidimensionale Sphéroidstruktur verlassen haben und am Plattenboden adhérieren. In den
6 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogelen KG3.6 =zeigten sich bei kleineren Sphéroiden
dreidimensionale Sphéaroidstrukturen, die sich allerdings nur mit geringem Abstand {iber dem
Boden befanden, wodurch sich einige Zellen aus dem Sphéroid herauslosten und am
Plattenboden adhirierten. Die 6 Gew.-%igen Hydrogele zeichnen sich durch eine dreifach
hohere Steifigkeit als die 4 Gew.-%igen Hydrogele aus (Tabelle A7) und kénnen die Sphéroide
daher besser stabilisieren. In den 8 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogelen, die wiederum die
doppelte Steifigkeit der 6 Gew.-%igen Hydrogele aufzeigten, lagen die meisten Sphéroide
dreidimensional eingekapselt vor und nur sehr groBe Exemplare sanken zu Boden. Die
10 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogele waren dazu in der Lage, das Absinken aller eingebetteten
Sphiroide zu verhindern, sodass diese in ihrer dreidimensionalen, runden Morphologie
vorlagen und prinzipiell fiir weiterfiilhrende Untersuchungen an der dreidimensionalen Struktur
genutzt werden konnten. Insgesamt sind folglich die 8 Gew.-%igen (KG3.8) und
10 Gew.-%igen (KG3.10) Wirt-Gast-Hydrogele fiir die Einbettung von B16F1-Sphiroiden
geeignet und bieten die Mdglichkeit, als potenzielle Ersatzmaterialien fiir herkdmmliche

Substrate wie Collagen eingesetzt zu werden.
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6.4 Kapitelzusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass eine dreidimensionale Einbettung von
Sphiroiden in die in dieser Arbeit hergestellten thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele
moglich ist, ohne die Morphologie der Sphiroide zu verdndern. Dafiir wurden B16F1-
Sphéroide in vier Wirt-Gast-Hydrogele mit Gesamtpolymerkonzentrationen von 4, 6, 8 und
10 Gew.-% und einer Vernetzungsdichte von 2,3 mol% eingebettet und nach 24 h Inkubation
iiber Durchlichtmikroskopie untersucht. Wahrend die 4 und 6 Gew.-%igen Hydrogele zu weich
waren, um die Sphéroide zu stabilisieren, konnten die 8 und 10 Gew.-%igen Hydrogele die
dreidimensionale Einbettung der Sphédroide und somit den Erhalt ihrer runden,

dreidimensionalen Struktur gewéhrleisten.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein physikalisches Hydrogel fiir dreidimensionale
Zellanwendungen herzustellen. Die physikalische Vernetzung sollte dabei der Erstellung einer
dynamischen Netzwerkstruktur dienen, welche den Hydrogelen selbstheilende Eigenschaften
und Injizierbarkeit verleiht. AuBerdem ermdglicht die physikalische Vernetzung eine einfache
3D-Zelleinbettung®® und fordert die Zellproliferation, -ausbreitung und -migration.”*> Da die
bestehenden Standardmaterialien fiir die Zellkultivierung vorwiegend auf natiirlichen
Polymeren basieren, welche Nachteile wie eine hohe Chargendifferenz sowie eine begrenzte
Kontrollierbarkeit und Reproduzierbarkeit der Eigenschaften aufweisen, sollte in dieser Arbeit
ein vollsynthetischer Ansatz gewihlt werden.®>® Das in dieser Arbeit entwickelte
Hydrogelsystem verwendete als physikalische Vernetzungsmethode die Wirt-Gast-Vernetzung
zwischen B-Cyclodextrin (B-CD) und Adamantan (Ad), weil diese sich durch eine im Vergleich
zu anderen physikalischen Bindungen hohe Bindungsstirke und Selektivitit auszeichnet.!?7 1%
Basierend darauf wurden zwei Polymere, ein Adamantan-funktionalisiertes Gastpolymer und
ein B-Cyclodextrin-funktionalisiertes Wirtpolymer, entwickelt. Das Gastpolymer wurde tiber
eine  freie radikalische = Polymerisation des  Gastmonomers  6-Acrylamido-N-
(adamantyl)hexanamid (AdHexAAm), des hydrophilen Monomers N,N-Dimethylacrylamid
(DMA) und des kationischen Monomers [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid
(TMAEA) synthetisiert. Das kationische Monomer TMAEA erfiillte dabei zwei Zwecke, zum
einen sollte es die Wasserloslichkeit des Polymers erhohen und zum andern wurde es als
zelladhisionsfordernde Komponente eingesetzt.!”® Fiir die Synthese des Wirtpolymers wurde
ebenfalls das hydrophile Monomer DMA eingesetzt, welches mit 6-N-Acrylamidohexansiure
(HexAAm) copolymerisiert wurde. Uber eine polymeranaloge Amidkupplung der
Carboxylgruppe von HexAAm mit dem B-CD-Derivat Mono-(6-ethandiamin-6-deoxy)-f3-
cyclodextrin (B-CD-EDA) konnte B-Cyclodextrin am Polymer immobilisiert werden. Beim
Mischen beider Polymere in wissriger Losung bildeten sich erfolgreich Wirt-Gast-Hydrogele
(Schema 21).
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Schema 21: Zusammensetzung der f-Cyclodextrin- und Adamantan-Polymere fiir die Herstellung von

Wirt-Gast-Hydrogelen.

Damit die in dieser Arbeit entwickelten Wirt-Gast-Hydrogele als potenzielle Ersatzmaterialien
fiir herkdmmliche Zellkulturmatrizes eingesetzt werden konnen, miissen sie einige
Anforderungen erfiillen. Zu diesen Anforderungen gehoren die Modifizierbarkeit der
mechanischen Eigenschaften, die Moglichkeit zur Funktionalisierung mit biologisch aktiven

Liganden und eine gute Zytokompatibilitét.

Um die Modifizierbarkeit der mechanischen Eigenschaften zu erreichen, wurden die Parameter
Vernetzungsdichte (3,1 mol%, 4,4 mol%, 7,6 mol%) und Gesamtpolymerkonzentration
(4 Gew.-%, 6 Gew.-%, 8 Gew.-%, 10 Gew.-%) variiert (Abschnitt 3.2). So wurden die Wirt-
Gast-Hydrogele in drei verschiedenen Vernetzungsdichten und jeweils vier verschiedenen
Gesamtpolymerkonzentrationen hergestellt und deren mechanische Eigenschaften iiber
rheologische Methoden untersucht. Dabei konnte ein Anstieg der Steifigkeit und Elastizitit mit
steigender Vernetzungsdichte beobachtet werden (Abbildung 53). Die Erhohung der
Gesamtpolymerkonzentration fiihrte zu einer Zunahme der Steifigkeit, aber lie} die Elastizitét
unbeeinflusst. Insgesamt konnten Wirt-Gast-Hydrogele mit Steifigkeiten zwischen 156 Pa und

1240 Pa (gemessen bei einer Frequenz von 10 Hz) erhalten werden, die in guter
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Ubereinstimmung mit  Steifigkeiten literaturbekannter Ad/p-CD-vernetzter Hydrogele
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Abbildung 53: Mittelwerte des Speichermoduls G rve (A) und des Verlustfaktors tandive (B) der
Hydrogele G1-G12 als Funktion der Vernetzungsdichte und Gesamtpolymerkonzentration bestimmt

im LVE-Bereich der Amplitudentests gemessen bei einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

Zusitzlich konnte eine Verbesserung der Selbstheilung der Hydrogele mit sinkender
Vernetzungsdichte und steigender Gesamtpolymerkonzentration aufgrund schnellerer

Begegnung dissoziierter Wirt- und Gastmolekiile festgestellt werden.

AnschlieBend sollten, um eine weitere Anforderung — die Funktionalisierung der Hydrogele mit
biologisch aktiven Komponenten — zu erfiillen, RGD- und IKVAV-Liganden in das
Gastpolymer integriert werden (Abschnitt 3.3). Dafiir wurden die Methacrylamid-
funktionalisierten Peptidliganden in je zwei verschiedenen Molanteilen iiber eine freie
radikalische Polymerisation mit den Monomeren des Gastpolymers (DMA, AdHexAAm,
TMAEA) copolymerisiert (Schema 22). Aus den dabei erfolgreich erhaltenen,
peptidfunktionalisierten Gastpolymeren wurden Hydrogele hergestellt und diese anschlieSend
im Vergleich zu einem Kontrollhydrogel ohne Peptidfunktionalisierung rheologisch
charakterisiert, um den Einfluss der Peptidliganden auf die mechanischen Eigenschaften der
Hydrogele zu bestimmen, denn nicht nur die Peptidfunktionalisierung, sondern auch die
mechanischen Eigenschaften beeinflussen das Zellverhalten maBgeblich.!*"!” Alle Hydrogele
enthielten dabei die gleiche Vernetzungsdichte von 4 mol%. Wéhrend der Einbau der
geringeren Peptidkonzentrationen (1,2 mol% RGD bzw. 2,0 mol% IKVAV) bei den RGD-
funktionalisierten Wirt-Gast-Hydrogelen zu keiner Anderung der Steifigkeit, aber einer
Reduktion der Elastizitit fiihrte, ergab sich bei den IKVAV-funktionalisierten Wirt-Gast-
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Hydrogelen eine Erhohung der Steifigkeit, die auf Aggregationen der hydrophoberen IKVAV-
Liganden zuriickzufiihren ist.

Durch die Erhéhung der Peptidkonzentrationen auf 2,9 mol% RGD-Peptid bzw. 3,8 mol%
IKVAV-Peptid nahm die Steifigkeit der Hydrogele um 65 % bzw. 76 % ab. Aulerdem sanken
die Elastizitit, die Deformierbarkeit und die Selbstheilungsfihigkeit der Hydrogele, was auf
eine deutliche Beeintrichtigung des Vernetzungssystems durch die Peptide hindeutet.
Begriindet werden kann dies mit einer VergroBBerung des Abstandes zwischen den Polymeren
durch die sterisch anspruchsvollen Peptide, wodurch die Komplexierung der Wirt- und
Gastmolekiile erschwert wird. Eine derartige Verdnderung der mechanischen Eigenschaften
durch den Peptideinbau erschwert die Auswertung des Peptideinflusses in Zellexperimenten,
jedoch ist zu beachten, dass die in dieser Arbeit gewdhlten hoheren Peptidkonzentrationen
oberhalb derer liegen, die laut Literatur fiir eine gezielte Beeinflussung des Zellverhaltens
notwendig sind. Die niedrigeren untersuchten Peptidkonzentrationen von 1,2 mol% RGD-
Peptid und 2,0 mol% IKVAV-Peptid, die einen moderaten Einfluss auf die mechanischen

Eigenschaften ausiibten, liegen ndher an dem benétigten Konzentrationsbereich.
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Schema 22: Schematische Darstellung der Synthese von peptidfunktionalisierten Wirt-Gast-
Hydrogelen aus einem B-CD-Polymer und RGD- bzw. IKVAV-funktionalisierten Ad-Polymeren.

Um die Zytokompatibilitit der Wirt- und Gastpolymere zu untersuchen, wurden die beiden

Copolymere mit variierenden Molanteilen der einzelnen Monomere dargestellt und
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anschliefend deren Zytokompatibilitdt mithilfe von CCK-8-Assays tiberpriift. Dabei wurde die
relative Zellviabilitdt von COS-7-Zellen in Losungen der einzelnen Polymere bestimmt. Die
erhaltenen relativen Zellviabilitdten lagen in allen Polymerlosungen bei iiber 80 %. Lediglich
die Erhohung des TMAEA-Anteils von 5 mol% auf 9 mol% verursachte eine Abnahme der
relativen Zellviabilitdt auf 30 % bei einer Polymerkonzentration ¢ von 8 mg/mL. Ein Grund
dafiir kann die Hydrolyse der Esterfunktionalitit von TMAEA sein, die zur Bildung
zytotoxischer Nebenprodukte fiihrt.

Dariiber hinaus wurde in Experimenten zur dreidimensionalen Einbettung von B16F1-Zellen
in die Wirt-Gast-Hydrogele (Abschnitt 3.4.2) herausgefunden, dass die Verwendung geringer
Vernetzungsdichten von 2,5-4,8 mol% zu homogeneren Hydrogelen und dadurch zu einer
gleichmédBigen dreidimensionalen Einbettung der Zellen fiihrt. Daher wurde in den
nachfolgenden Kapiteln eine geringe physikalische Vernetzungsdichte von 2.3 mol%

verwendet.

In Kapitel 4 wurde das aus TMAEA, DMA und AdHexAAm bestehende Gastpolymer um das
Monomer N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton (TLaAAm) erweitert (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Zusammensetzung der vier verschiedenen thiolactonhaltigen Gastpolymere und des

Wirtpolymers.

TLaAAm sollte fiir eine effiziente Funktionalisierung des Polymers mit bioaktiven
Peptidliganden genutzt werden und somit eine Alternative zur Copolymerisation von
Peptidmonomeren darstellen, da es eine gleichméfige Verteilung der Peptide entlang der

Polymerkette gewihrleistet. Aulerdem sollte in diesem Kapitel der Einfluss der kationischen
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Ladung auf das Zellverhalten untersucht werden. Dafiir wurden Gastpolymere mit und ohne
TMAEA-Monomere hergestellt. Insgesamt wurden in diesem Kapitel die Parameter RGD-
Konzentration (0,0 mol%, 1,5 mol%, 3,3 mol%), Ladung (neutral, kationisch) und
Gesamtpolymerkonzentration (4 Gew.-%, 6 Gew.-%, 8 Gew.-%, 10 Gew.-%) variiert und deren
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele sowie die Zellviabilitdt

und -adhésion in 3D-Zellexperimenten ermittelt.

Die rheologischen Charakterisierungen der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele zeigten
einen Anstieg der Steifigkeit auf das Vier- bis Fiinffache durch Erhohung der
Gesamtpolymerkonzentration von 4 Gew.-% auf 10 Gew.-%, wihrend die Elastizitit sich
erneut als unabhingig von der Gesamtpolymerkonzentration erwies. Insgesamt konnte ein
Steifigkeitsbereich von 140-1600 Pa (gemessen bei einer Frequenz von 10 Hz) abgedeckt
werden (Abbildung 55). Des Weiteren 16ste der Einbau von 1,5 mol% RGD-Peptid bei den
neutralen und kationischen Wirt-Gast-Hydrogelen eine 16-22%ige bzw. 23-55 %ige Abnahme
der Steifigkeit aus, da es zu einer Storung der Wirt-Gast-Vernetzung durch Wechselwirkungen
mit den sterisch anspruchsvollen RGD-Peptiden kommt. Bei den kationischen Hydrogelen
kommt es aufgrund einer zusétzlichen Abstoung der kationischen TMAEA-Monomere mit
protonierten Aminen der Peptide zu einer stirkeren Reduktion der Steifigkeit. Die Elastizitét
blieb allerdings nahezu unverdndert, da es neben der Reduktion des elastischen Teils durch die
Storung der Wirt-Gast-Vernetzung gleichermallen zu einer Abnahme des viskosen Anteils im
Hydrogel kommt, weil die sperrigen Peptidliganden die Beweglichkeit der Polymere und somit
die Energiedissipation einschrinken. Der Einbau des hoheren RGD-Peptid-Anteils von
3,3 mol% fiihrte zu keiner weiteren Anderung der mechanischen Eigenschaften, wodurch eine
gute Vergleichbarkeit der RGD-funktionalisierten Hydrogele in den Zellexperimenten gegeben
war. Auf die Selbstheilungsfahigkeit der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele wurde kein
signifikanter Einfluss der Peptidfunktionalisierung festgestellt. Verglichen mit den
peptidfunktionalisierten Wirt-Gast-Hydrogelen aus Kapitel 3 zeigte sich ein deutlich geringerer
Einfluss der RGD-Peptide auf die mechanischen Eigenschaften, was mit der niedrigeren
Vernetzungsdichte der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele von 2,3 mol% im Gegensatz zu

4 mol% begriindet werden kann, da diese den Peptidliganden einen groBeren Freiraum bietet.
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Abbildung 55: Mittelwerte des Speichermoduls G'rve (A) und des Verlustfaktors tandrve (B) der
thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele als Funktion der Gesamtpolymerkonzentration £ bestimmt im

LVE-Bereich der Amplitudentests gemessen bei einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

In den 3D-Zellexperimenten mit den thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen konnte die
kationische Ladung bei den Hydrogelen ohne RGD-Peptid eine um 16-28 % erhohte
Proliferation der B16F1-Zellen bewirken (Abbildung 56). Durch den Einbau von 1,5 mol%
RGD-Peptid verbesserte sich die Proliferation bei den kationischen Hydrogelen um weitere
24-45 % und bei den neutralen Hydrogelen um 46-94 %. In Bezug auf die Adhdsion konnte der
Einbau von 1,5 mol% RGD-Peptid sowohl bei den neutralen als auch bei den kationischen
Hydrogelen eine Verbesserung um bis zu 41 % hervorrufen. Die Erh6hung des RGD-Anteils
im Polymer auf 3,3 mol% fiihrte weder zu einer weiteren Verbesserung der Viabilitit noch der
Adhésion. Folglich wurde mit dem Einbau von 1,5 mol% RGD-Peptid bereits der maximal
mogliche Einfluss der RGD-Funktionalisierung auf die Proliferation und Adhésion der B16F1-
Zellen ausgeschopft.

Die kationische Ladung besall bei den nicht RGD-funktionalisierten Hydrogelen keinen
signifikanten Effekt auf das Adhésionsverhalten der B16F1-Zellen. Bei den RGD-haltigen
Hydrogelen hingegen war durch den TMAEA-Einbau ein Anstieg der Anzahl adhérenter Zellen
zu verzeichnen. Dieser synergistische Effekt aus der Kombination von kationischer Ladung und
RGD-Funktionalisierung erweist sich im Vergleich zur Literatur allerdings als marginal.

Die hochsten Viabilitidten und Anteile adhdrenter B16F1-Zellen wurden in den 4 Gew.-%igen
thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen beobachtet, was in Ubereinstimmung mit der
Literatur darin begriindet ist, dass die B16F1-Zellen in weicheren Materialien eine bessere

Maglichkeit zur Umstrukturierung ihrer Umgebung haben.>’>277:278
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Abbildung 56: Die Anzahl lebender und toter B16F1-Zellen bestimmt {iber eine Lebend-Tot-Féarbung
(A) und der Anteil adhédrenter von lebenden Zellen (B) ermittelt iiber Durchlichtmikroskopie nach 24 h
Inkubation in den thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogelen bei 37 °C und 5 % CO:..

In Kapitel 5 sollte die Kombination von Wirt-Gast-Vernetzung und kovalenter Vernetzung eine
Erhohung der Steifigkeiten der Hydrogele erbringen, damit ein breiteres Spektrum an
Gewebesteifigkeiten zuginglich wird. Dafiir wurden thiolactonhaltige Wirt-Gast-Hydrogele
mit 2,3 mol% Wirt-Gast-Vernetzung zusitzlich iiber 3 mol% bzw. 6 mol% kovalente
Vernetzungen vernetzt, indem die Thiolactonringe tiber eine Aminolyse gedffnet und die dabei
entstehenden Thiole mit dem bifunktionellen Vernetzer Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEGDA)
iiber eine Thiol-MICHAEL-Addition umgesetzt wurden (Schema 23). Diese dual-vernetzten
Hydrogele wurden in den vier Gesamtpolymerkonzentrationen 4, 6, 8§ und 10 Gew.-%
hergestellt. Auflerdem wurden RGD-funktionalisierte duale Hydrogele mit 0,4 mol%,
0,8 mol% und 1,5 mol% RGD-Peptid in einer konstanten Gesamtpolymerkonzentration von

4 Gew.-% und einem konstanten Anteil kovalenter Vernetzung von 7 mol% synthetisiert.
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Schema 23: Schematische Darstellung der Synthese eines dual-vernetzten Hydrogeles aus einem
thiolhaltigen Adamantan-Gastpolymer, einem B-Cyclodextrin-Wirtpolymer und einem PEGDA-

Vernetzer.

Die rheologische Charakterisierung der dualen Hydrogele zeigte eine erfolgreiche Kombination
der beiden Vernetzungsmethoden, da bei den dualen Hydrogelen mit 3 mol% kovalentem
Vernetzer eine Steigerung der Steifigkeit auf das Neun- bis Zehnfache und eine deutliche
Erhohung der Elastizitidt im Vergleich zu physikalischen Kontrollgelen ermittelt wurde. Die
Erhohung des Anteils an kovalentem Vernetzer von 3 mol% auf 6 mol% fiihrte allerdings zu
keinem weiteren Anstieg der Steifigkeit und Elastizitdt der dualen Hydrogele. Insgesamt
konnten duale Hydrogele mit Steifigkeiten von 497 + 76 Pa bis 2754 + 28 Pa (gemessen bei
einer Frequenz von 1 Hz) hergestellt werden. Die Einstellung der Steifigkeiten der dualen

Hydrogele basierte dabei vor allem auf der Anderung der Gesamtpolymerkonzentration.

AuBerdem konnte den dualen Hydrogelen im Gegensatz zu kovalenten Kontrollgelen eine
Fahigkeit zur Selbstheilung nachgewiesen werden, jedoch wurde die Regeneration der
Steifigkeit im Vergleich zu den physikalischen Kontrollgelen um 17-78 % reduziert. Anders als
bei den physikalischen Hydrogelen wurde bei den dualen Hydrogelen ein Anstieg der
Selbstheilung mit sinkender Gesamtpolymerkonzentration festgestellt, der in der reduzierten

Steifigkeit der niedriger konzentrierten Hydrogele begriindet ist.
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Die 3D-Zellexperimente mit den dualen Hydrogelen zeigten eine Verbesserung der
Proliferation und Adhésion von B16F1-Zellen mit steigendem physikalischen Charakter der
Hydrogele. Durch den Einbau von RGD-Peptiden konnten sowohl die Viabilitdt als auch die
Adhision verbessert werden, wodurch bei dem dualen Hydrogel mit dem grofSten RGD-Anteil
von 1,5 mol% die maximale Adhédsion von 50 % der B16F1-Zellen erreicht wurde (Abbildung
57).
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Abbildung 57: Die Anzahl lebender und toter B16F1-Zellen bestimmt iiber eine Lebend-Tot-Farbung
(A) und der Anteil adhérenter von lebenden Zellen (B) ermittelt iiber Durchlichtmikroskopie nach 24 h
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO> in den dual-vernetzten Hydrogelen Gd1.4-10 (2 mol% Wirt-Gast;
3 mol% kovalent) und Gd2.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent), den RGD-haltigen dualen
Hydrogelen GARGD1-3 (2 mol% Wirt-Gast; 7 mol% kovalent) und den Kontrollgelen KG1.4-10
(0 mol% Wirt-Gast; 3 mol% kovalent), KG2.4-10 (0 mol% Wirt-Gast; 6 mol% kovalent) und
KG3.4-10 (2 mol% Wirt-Gast; 0 mol% kovalent).

Insgesamt konnten in dieser Arbeit selbstheilende Wirt-Gast-Hydrogele entwickelt werden,
deren mechanische Figenschaften sich iiber die Vernetzungsdichte und die
Gesamtpolymerkonzentration gezielt einstellen lassen und die sowohl {iber eine
Copolymerisation als auch iiber eine polymeranaloge Immobilisierung von Peptidliganden
biofunktionalisiert werden konnen. Die Zytokompatibilitdt der hergestellten Hydrogele ist
vergleichbar mit oder sogar besser als die der Matrigelkontrolle. Daher stellen die in dieser
Arbeit hergestellten physikalischen und dualen Hydrogele potenzielle Ersatzmaterialien fiir

herkémmliche Zellkulturmatrizes dar.

In Bezug auf die Adhésionsforderung von B16F1-Zellen weisen die Hydrogele noch

Optimierungsspielraum auf. Da die B16F1-Zellen in den weicheren 4 Gew.-%igen Hydrogelen
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hohere Anteile adhédrenter Zellen aufzeigten, konnte eine weitere Reduktion der
Gesamtpolymerkonzentration die Adhésion weiter fordern. AuBlerdem konnte die Erhéhung der
TMAEA-Konzentration in Anbetracht von Literaturergebnissen' %184

Adhision fuhren.

zu einer Verbesserung der

Erste erfolgreiche dreidimensionale Einbettungen von B16F1-Sphiroiden in 8 Gew.-%ige und
10 Gew.-%ige thiolactonhaltige Wirt-Gast-Hydrogele mit 2,3 mol% Wirt-Gast-Vernetzung
erdffnen die Moglichkeit fiir weiterfithrende Studien des Verhaltens von B16F1-Sphédroiden in
Hydrogelen mit verschiedenen Ladungen, Biofunktionalisierungen und mechanischen

Eigenschaften.

Ausblickend wire eine Verwendung von Thioether-B-CD-Derivaten, die eine weitere Erh6hung
der Assoziationskonstante mit dem Gastmolekiil ermoglichen, eine interessante Option.
Dadurch konnte eine stirkere Vernetzung erreicht werden, die den Einsatz noch geringerer
Vernetzungsdichten erlaubt und den Zellen somit mehr Freiraum fiir Migration und
Proliferation bietet. Beispielsweise wurden mit Heptakis-6-sulfoethylsulfanyl-6-deoxy-B-CD
Bindungsstirken von > 10° M und eine verbesserte Loslichkeit in HEPES-Puffer im Vergleich

zu B-CD ermittelt.’!?
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8. Experimenteller Teil
8.1 Materialien und Methoden

8.1.1 Materialien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, ohne weitere
Aufreinigung verwendet. N,N-Dimethylformamid (DMF), 6-Aminohexansdure und N,N-
Diisopropylethylamin (DIPEA) wurden bei Carl Roth erworben. Dimethylsulfoxid (DMSO),
1,4-Dioxan, Hexan und 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) wurden bei Thermo Scientific
Acros gekauft. Tetrahydrofuran (THF) wurde von Honeywell und Azobis(isobutyronitril)
(AIBN) sowie 1,2-Ethylendiamin (EDA) von Merck bezogen. 1-Adamantylamin, Methyliodid
(Mel), Ethylchlorformiat, p-Toluolsulfonylchlorid (p-TsCl), n-Propylamin,
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), Poly(ethylenglykol) (MW 3400 g/mol, PEG3400) und
N,N-Dimethylacrylamid (DMA) wurden bei Sigma Aldrich gekauft. DMA wurde vor Gebrauch
frisch destilliert. O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N*,N‘-tetramethyluroniumhexa-fluorophosphat
(HBTU), Dithiothreitol (DTT), N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-(3-dimethylaminopropyl)-
N'-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC - HCl) wurden bei abcr, 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-
dimethylvaleronitrile) (V-70) bei Fujifilm Wako Chemicals, 2-(Dimethylamino)ethylacrylat
(DMAEA) und B-Cyclodextrin (B-CD) bei TCI und Acryloylchlorid sowie Homocystein-
Thiolacton-Hydrochlorid bei Thermo Scientific Alfa Aesar erworben. Natriumhydroxid
(NaOH), Natriumcarbonat (NaxCO3) und Triethylamin (Et3N) wurden bei Griissing gekauft.
PBS-Puffer Tabletten wurden bei neoLab und Peptide bei Davids Biotechnologie erworben.
Dialysemembranen stammten von Spectra/Por® und deuterierte Losungsmittel wurden von
Deutero bezogen. Ldsungsmittel technischer Qualitit wurden vor Gebrauch destillativ

aufgereinigt. Wasser wurde mit einer StakPure Reinstwasseranlage aufbereitet.

8.1.2 NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden mit Bruker FT-NMR-Gerdten vom Typ AV 400 Avance III HD
NanoBay (400 MHz), AV 500 Avance I1I HD (Prodigy) (500 MHz) oder Agilent Technologies
DD2 (500 MHz) bei 298 K aufgenommen. Alle Spektren wurden in DMSO-ds, Methanol-ds
oder D>O gemessen und iiber die Losemittelsignale bei o0 =2,50 ppm, ¢ =3,31 ppm bzw.
0 =4,79 ppm referenziert. Die Multiplizitdten wurden mit folgenden Abkiirzungen angegeben:
s = Singulett, d = Dublett, t=Triplett, q= Quartett, quint= Quintett, dd = Dublett vom
Dublett, dt = Dublett vom Triplett, m = Multiplett.
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8.1.3 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Dispersititen P und die mittleren molaren Massen M, wurden mittels der GPC L-5000 LC
Controller, 655A-11 Liquid Chromatograph der Firma Merck Hitachi ermittelt. Es wurde iiber
eine Vorsiule (PSS GRAM) und zwei Hauptsiulen (PSS GRAM analytical 1000 A und PSS
GRAM analytical 30 A) bei einer Durchflussrate von 1 mL/min gemessen. Die Temperatur der
Sdulen wurde tber einen ,,Smartline Sdulenthermostat der Firma Knauer konstant bei 35 °C
gehalten. Die Probeninjektion erfolgte mit einem manuellen Probeninjektor mit 100 pL
Fassungsvermdgen. Die Detektion erfolgte mit einem RI-Detektor ,,Smartline 2300 der Firma
Knauer.

GPC-Messungen zur Uberpriifung auf Uberreste von p-CD-EDA wurden an einem Agilent
1260 Infinity Messsystem der Firma PSS durchgefiihrt. Es wurde eine Vorsdule des Typs
GRAM sowie zwei Trennsdulen des Typs GRAM analytical 100 A der Firma PSS verwendet.
Die Kalibrierung erfolgte iiber Polystyrol- sowie PMMA-Standards der Firma PSS. Als
Detektor wurde ein Brechungsindex- und ein UV-Detektor der Agilent 1260 Infinity-Serie
eingesetzt. Das Messsystem verfiigte iiber einen Autosampler, iiber den 100 pL Probe injiziert
wurden. Die Messungen erfolgten mit einer Flussrate von 1 mL/min bei 50 °C. Das Laufmittel

wurde kontinuierlich {iber einen online Entgaser der Firma PSS GmbH entgast.

Fiir die Probenpréiparation wurden 3 mg der Polymere in 1 ml DMF mit LiBr (5 g/L) gelost.
Die Losung wurde mit einem 0,22 pL-Spritzenvorsatzfilter mit einer Membran aus PTFE
filtriert. Die Ergebnisse der Messung wurden aus einer Kalibrierung des Systems mit PMMA

abgeleitet.

8.1.4 Rheologie

Zur Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften der Hydrogele wurden in dieser Arbeit
Methoden der Rheologie angewendet. Die Rheologie beschreibt das FlieB- und
Deformationsverhalten von Materialien unter Einwirkung von &ufBleren Kriften und
Verformungen.*!* Es wird zwischen ideal-viskosem und viskoelastischem FlieBverhalten sowie
ideal-elastischem und viskoelastischem Deformationsverhalten unterschieden. Das ideal-
viskose Flieverhalten von Fliissigkeiten kann mithilfe des Dampfer-Modells (Abbildung 58A)
veranschaulicht werden. Beim Anlegen einer konstanten Schubkraft auf den Dampferkolben,
vergroBert sich der Kolbenweg stetig und die Fliissigkeit stromt durch den Spalt zwischen
Dampfer und Zylinderwand in den Zylinder ein. Die Schubkraft und die

Kolbengeschwindigkeit sind proportional zueinander und der Proportionalititsfaktor entspricht
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der Viskositdt der Fliissigkeit. Wenn keine Schubkraft mehr angelegt wird, bleibt der
Déampferkolben sofort an der erreichten Stelle stehen. Die Fliissigkeit bleibt somit nach dem
Belastungs-Entlastungszyklus vollstdndig in dem deformierten Zustand zuriick und weist keine

Elastizitit auf.

Abbildung 58: Simulation einer (A) ideal-viskosen Fliissigkeit mit dem Dampfer-Modell, eines (B)
ideal-elastischen Festkorpers mit dem Federmodell, einer (C) viskoelastischen Fliissigkeit mit dem

MAXWELL-Modell und eines (D) viskoelastischen Festkorpers mit dem KELVIN-VOIGT-Modell.?%*

Der ideal-elastische Festkorper kann mithilfe des Federmodells (Abbildung 58B) simuliert
werden. Unter Einwirkung einer konstanten Kraft auf die Feder, verformt sich die Feder
sprunghaft. Die Kraft ist dabei proportional zur Deformation der Feder und der
Proportionalitdtsfaktor entspricht der Steifigkeit der Feder. Bei Entlastung stellt die Feder

elastisch ihren Ausgangszustand wieder her.

Das Verhalten einer viskoelastischen Fliissigkeit ldsst sich anhand des MAXWELL-Modells
(Abbildung 58C), einer Kombination eines Dampfers und einer Feder in Reihenschaltung,
erklaren. Wirkt eine konstante Kraft auf das MAXWELL-Modell, verformt sich zunichst die
Feder sprunghatft bis sie eine konstante Deformation erreicht hat. AnschlieBend bewegt sich der
Déampferkolben kontinuierlich unter der Krafteinwirkung. Bei Entlastung formt sich die Feder
sofort und vollstindig zuriick in den Ausgangszustand, wahrend der Dampferkolben bei seiner
Auslenkung stehen bleibt. Das heifit, eine viskoelastische Fliissigkeit bleibt nach einem

Belastungs-Entlastungszyklus teilweise deformiert.

Ein viskoelastischer Feststoff kann iiber das KELVIN-VOIGT-Modell, eine Kombination aus
einer Feder und einem Dampfer in Parallelschaltung, beschrieben werden (Abbildung 58D).
Durch Krafteinwirkung verformen sich beide Komponenten gleichermaf3en und kontinuierlich.
Bei Entlastung ist die Feder bestrebt sich spontan und elastisch in den Ausgangszustand
zuriickzubewegen. Durch diese Antriebsenergie gelangen beide Komponenten in den
Ausgangszustand zuriick, dies findet allerdings durch die Anwesenheit des Dampfers zeitlich
verzogert statt. Ein viskoelastischer Festkorper weist folglich eine zeitverzogerte, aber

vollstindige Riickdeformation nach vorausgegangener Deformation auf.
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Viskoelastische Festkorper, zu denen auch die Hydrogele gehdren, werden iiber rheologische
Oszillationsversuche untersucht.?® Bei Rheometern mit gekoppeltem Motor und Detektor, wie
es in dieser Arbeit verwendet wurde, wird die Oszillation durch die Schwingung der
Messgeometrie, z. B. dem Kegel oder der Platte, um die Rotationsachse vorgegeben. Die
Grundlagen des Oszillationsversuchs werden in Folgenden anhand des Zwei-Platten-Modells
zur Scherung einer Probe erklirt (Abbildung 59). Die obere, oszillierende Platte ist dabei {iber
eine Schubstange an einem Antriebsrad befestigt, wihrend die untere Platte stationir ist. Bei
einer Drehung des Antriebsrads um 90° weist die obere Platte die maximale Auslenkung nach
rechts und bei 270° nach links auf. Eine vollstindige Umdrehung des Antriebsrads um 360°

entspricht der Periodenldange einer Sinusfunktion.

o° / -
; . )i
WG ey S
oy "‘.I / \ ."I
180° _.’l Vi
! )
e

Abbildung 59: Das Zwei-Platten-Modell zur Scherung einer Probe bei einem Oszillationsversuch. %

Die im Folgenden beschriebenen rheologischen Parameter sind nur unter zwei Voraussetzungen
genau definiert: 1) Die Probe besitzt Wandhaftung an beiden Platten. 2) Die Probe wird im
kompletten Messspalt homogen deformiert.

Wird der Oszillationsversuch wie in dieser Arbeit mit Vorgabe der Deformation y durchgefiihrt,

wird vom Rheometer die zeitabhidngige Deformation y(¢) mit der Formel
() = ya - sinwt (8)

vorgegeben. Dabei steht ya fiir die Deformationsamplitude, o fiir die Kreisfrequenz und ¢ fiir
die Zeit. Die Kreisfrequenz kann ebenfalls iiber die Frequenz der Oszillation f mit der

Gleichung 9 beschrieben werden:
w=2r"f ©

Als Antwort der Messprobe auf die Deformation wird die zeitabhdngige Schubspannung ()
gemessen. Die Ergebniskurve () ist im Vergleich zur Vorgabekurve y(f) um den
Phasenverschiebungswinkel ¢ verschoben, daraus ergibt sich die Gleichung 10, in der za die

Schubspannungsamplitude darstellt.

7(f) = ta - sin(wt + 0) (10)
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Eine vollstindige Umdrehung des Antriebsrads in Abbildung 59 um 360° entspricht einer
kompletten Schwingungsperiode der Funktionen y(¢) und z(¢). Die entsprechenden Sinuskurven

sind in Abbildung 60 dargestellt.

Abbildung 60: Darstellung der Sinuskurven der zeitabhéngigen Funktionen y(¢) und z(¢), die bei
viskoelastischen Materialien zwar dieselbe Frequenz aufweisen, aber um den

Phasenverschiebungswinkel ¢ verschoben sind.?’

Im Falle einer ideal-elastischen Probe, also eines vollstidndig steifen Festkorpers entspricht die
Antwort der Probe der vorgegebenen Deformation, d. h. der Phasenverschiebungswinkel ¢ = 0°

und 7(¢) ist in Phase mit y(%):
7(t) = 7a * sinwt (11)

Bei ideal-viskosem Verhalten ist 6 = 90° und bei viskoelastischem Verhalten 0° < 0 < 90°. Bei
der Untersuchung viskoelastischer Materialien zeigen die Ergebniskurven eine zeitliche

Verzogerung zur Vorgabekurve, die in der Rheologie als Winkel ausgedriickt wird.

Beim Oszillationsversuch mit Vorgabe der Deformation y werden vom Rheometer folglich
lediglich zwei unabhidngige Grofen gemessen, die Schubspannung (f) und der
Phasenverschiebungswinkel 6. Aus diesen Messgroflen werden das Speichermodul G und das

Verlustmodul G"" mithilfe eines Vektordiagramms (Abbildung 61) berechnet.

Abbildung 61: Vektordiagramm mit dem aus G" und G"* gebildeten Vektor G*.2%°
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Das komplexe Schubmodul G*, das sich aus dem Quotienten der Schubspannung und der

Vorgabekurve mit der Gleichung
G* =1(1)/y(1) (12)

berechnen ldsst, kann als Vektor aus G’, das den Realteil repriasentiert, und G'’, das den

Imaginérteil représentiert, dargestellt werden:
G¥=G'+i- G"ZT*/y*ZTA/yA'ei“5 (13)

7% und y*stellen dabei die komplexe Schubspannung und die komplexe Deformation dar.
Mithilfe der eulerschen Formel und einem anschlieBenden Koeffizientenvergleich konnen G’
und G'° in Abhidngigkeit der Schubspannungs- und Deformationsamplitude sowie des
Phasenverschiebungswinkels beschrieben werden, wobei sich die fiir die Messung

wesentlichen Gleichungen 14 und 15 ergeben:
G’ = (7a/ ya) - coso (14)
G"" = (ta/ ya) - sind (15)

Das Speichermodul G ist ein MaB fiir die wihrend des Scherprozesses im Material
gespeicherte Deformationsenergie. Diese Energie wirkt nach der Entlastung als Triebfeder flir

die Riickdeformation. G” beschreibt daher das elastische Verhalten eines Materials.

Das Verlustmodul G"” steht fiir die durch Verdnderung der Probenstruktur verbrauchte Energie
wiéhrend des Scherprozesses. Bei der Verdnderung der Probenstruktur entstehen Reibungen
zwischen den sich bewegenden Molekiilen, durch die Energie in Form von Reibungswirme
dissipiert. Materialien, die beim Scherprozess Energie verlieren, liegen anschliefend in

verdnderter Form vor, daher wird durch G"” das viskose Verhalten eines Materials repréisentiert.

Aus dem Quotienten des Verlust- und des Speichermoduls ldsst sich der Verlustfaktor

tano = G''/G’ berechnen (Gleichung 16).
G"'/G" = sind/cosd = tand (16)

tand gibt folglich das Verhdltnis zwischen viskosem und elastischem Anteil des
Deformationsverhaltens an und wird zur Beschreibung des Fliissig-Zustandes (Sol-Zustandes,
tand > 1), des Gel-Zustandes (festen Zustandes, tand <1) und des Sol-Gel-Uberganges

(tand = 1) genutzt,?>28%315
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Zur rheologischen Charakterisierung physikalischer Hydrogele werden standardmifBig
oszillatorische Amplitudentests und Frequenztests durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung dieser
Tests wurde das Modular Compact Rheometer MCR 102 der Firma Anton Paar eingesetzt. Es
wurde im Platte-Platte-System mit einem Spaltabstand von 0,1 mm gemessen. Die eingesetzte
Platte der Firma Anfon Paar hatte bei den Experimenten aus Abschnitt 3.2 einen Durchmesser
von 25 mm und bei den iibrigen Experimenten einen Durchmesser von 15 mm. Die
Messtemperatur lag bei 25 °C. Die Amplitudentests wurden bei einer konstanten Frequenz f
von 10 Hz (Kapitel 3 und 4) bzw. 1 Hz (Kapitel 5) in einem Scherdeformationsbereich von
y=0,1-450,0 % durchgefiihrt. Die Nachgebgrenzen yy wurden bei der Scherdeformation
abgelesen, bei der das Speichermodul G um 10 % von dem Mittelwert der vorherigen
Messpunkte abwich. Die Frequenztests wurden bei einer konstanten Scherdeformation von
y = 1,0 % in einem Frequenzbereich von = 0,1-100,0 Hz durchgefiihrt. Die Selbstheilungstests
wurden bei einer konstanten Frequenz f von 10 Hz (Kapitel 3 und 4) bzw. 1 Hz (Kapitel 5) und
einer in 50 s Intervallen abwechselnden Scherdeformation y von 0,5 % und 500,0 %
durchgefiihrt. Die Messungen starteten mit einer Deformation von 0,5 % und dauerten
insgesamt 450 s. Die Gelierzeiten fGel wurden mittels oszillatorischen Zeitmessungen iiber eine
Zeitspanne von 30 min bei einer konstanten Frequenz f von 1 Hz und Scherdeformation y von
1,0 % bestimmt. Alle Messungen wurden, falls nicht anders angegeben, in Duplikaten

durchgefiihrt.

8.1.5 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Messungen in dieser Arbeit wurden mit dem UV/Vis-Spektrometer UV-6300PC
der Firma VWR durchgefiihrt.

8.1.6 IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden an einem FT-IR-Spektrometer TENSOR 27 der Firma Bruker

gemessen.

8.1.7 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die REM-Aufnahmen wurden an einem Rasterelektronenmikroskop H-S4500 FEG der Firma
Hitachi aufgenommen. Die Rasterelektronenmikroskopie wurde von Herrn Frank Katzenberg

im Zentrum fiir Elektronenmikroskopie und Materialforschung durchgefiihrt. Als Vorbereitung
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fiir die REM-Aufnahmen wurden die Hydrogele gefriergetrocknet. Ein Stiick des getrockneten
Hydrogels wurde abgebrochen und mittels REM néher analysiert.

8.1.8 Hochauflosende Massenspektrometrie

Die hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS) wurde an einem Bruker compact-Gerét der
Firma Bruker durchgefiihrt. Die Probe wurde iiber Elektrosprayionisation (ESI) ionisiert. Als
Massenanalysator wurde ein QqTOF, eine LTQ Orbitrap oder eine LTQ Orbitrap XL der Firma
Thermo Scientific eingesetzt. Die Proben wurden mit einer Konzentration von 0,1 mg/mL in
einem 1:1-Gemisch aus MeOH und H>O geldst und mit einem 0,22 pL-Spritzenvorsatzfilter

filtriert.

8.1.9 Ellman’s Assay

Fiir den Ellman's Assay wurde aus entgastem Ellman's Puffer (0,1 M Phosphatpuffer mit pH 8)
eine Polymerstammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. AuBerdem wurde
eine Stammldsung aus 5,5°-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure in entgastem Ellman’s Puffer
(4 mg/mL) hergestellt. Fiir die Messproben wurden 1,25 mL vom entgasten Ellman’s Puffer,
125 pL von der Polymerstammlosung und 25 pL von der Ellman’s Reagenz-Stammldsung
gemischt. Diese Proben wurden bei einer Wellenldnge von 412 nm mit einem UV-Vis-
Spektrometer gemessen. Die Messproben wurden in Tripletts hergestellt und jede Probe wurde

dreimal gemessen.

8.1.10 Bestimmung der Quellwerte

Zur Bestimmung der Quellwerte wurden die Hydrogele mit 5 mL PBS-Puffer iibergossen und
fiir 24 h bei 37 °C aufbewahrt. AnschlieBend wurde deren Abtropfgewicht ms gravimetrisch
bestimmt. Nach Gefriertrocknung der Proben wurde deren Trockengewicht mq gravimetrisch
ermittelt und aus den ermittelten Werten unter Verwendung von Gleichung 7 der Quellwert Om

berechnet.

8.1.11 Zellkulturmedien

COS-7-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (ohne L-Glutamin)
der Firma PAN BIOTECH versetzt mit 10 %(v/v) fotalem Kéilberserum (FBS), 1 %(v/v)

Penicillin/Streptomycin und 1 %(v/v) L-Glutamin kultiviert.
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B16F1-Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 Medium (mit L-

Glutamin) von GIBCO™ versetzt mit 10 %(v/v) FBS kultiviert.

Fiir die Mikroskopieauthahmen mit B16F1-Zellen wurde ein Mikroskopiepuffer bestehend aus
RPMI-1640 (mit L-Glutamin und ohne Phenolrot) von GIBCO™, 10 %(v/v) FBS, 10 mM 2-(4-
(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES), 1 mM CaCl, und 1 mM MgCl,

verwendet.

8.1.12 Cell Counting Kit 8 (CCK-8) Assay

Mit dem Zellzahlungs-Kit-8 (CCK-8) der Firma Dojindo wurde die Zytotoxizitit der einzelnen
Polymere gegeniiber COS-7 Zellen bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die mittleren sechs
Spalten einer Platte mit 96 Vertiefungen mit jeweils 100 uL. Polymerldsung in DPBS geffiillt.
Dabei wurde die Polymerkonzentration von einer 6er-Reihe zur ndchsten halbiert. Die
Konzentrationen betrugen 8,00 mg/mL, 4,00 mg/mL, 2,00 mg/mL, 1,00 mg/mL, 0,50 mg/mL,
0,25 mg/mL, 0,13 mg/mL und 0,00 mg/mL. Als Referenz wurde die Polymerkonzentration von
0,00 mg/ml verwendet. AnschlieBend wurden drei der sechs Spalten mit jeweils 100 pL
Zellsuspension (50.000 Zellen/'mL DMEM) pro Vertiefung versetzt. Die restlichen drei Spalten
wurden mit je 100 uL DMEM versetzt und dienten als Blindwerte fiir die jeweiligen
Polymerkonzentrationen. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; wurden 10 pL CCK-8-
Losung in jede Kammer gegeben. Die Messung der Extinktion erfolgte nach einer weiteren
Inkubation von 2 h bei einer Wellenldnge von 4 =450 nm mit einem Synergy HT Microplate
Reader der Firma BioTek. Die Messungen wurden dreifach durchgefiihrt. Die Messungen mit
den Polymerkonzentrationen 8,00 mg/mL und 0,13 mg/mL wurden aufgrund starker

Schwankungen nicht beriicksichtigt.

8.1.13 3D-Zellexperimente und Lebend-Tot-Farbung

Fiir die 3D-Zellexperimnete mit anschlieBender Leben-Tot-Farbung der B16F1-Zellen wurden
zunichst die einzelnen Polymere in serumfreiem Mikroskopiepuffer gelost. Die
Polymerlosungen wurden so angesetzt, dass sie mit Zugabe von 20 pL Zellsuspension
(4,0 - 10° Zellen/mL) insgesamt 300 pL Hydrogel ergaben. Die Polymerverhiltnisse wurden
analog zu den in den obigen Kapiteln beschriebenen Hydrogelsynthesen eingesetzt. Die
Zellsuspension wurde ebenfalls in serumfreiem Mikroskopiepuffer hergestellt. Fiir die
Hydrogelpréparation wurde zunéchst die Zellsuspension mit der Adamantan-Polymerldsung

gemischt. AnschlieBend wurden die anderen Polymerldsungen hinzugegeben und mit einer

161



Experimenteller Teil

Pipette fiir hochviskose Fliissigkeiten der Firma Gilson gemischt. Die enger zulaufende Spitze
der Pipettenspitze wurde zuvor abgeschnitten, um das mechanische Zerstéren von Zellen zu
minimieren. Sobald das Hydrogelgemisch eine Erhohung der Viskositit gezeigt hat, wurden
jeweils 50 pL. des Hydrogels in drei Vertiefungen einer 384-Well-Platte gefiillt. Insgesamt
wurden somit 150 uL des 300 pL-Hydrogelansatzes verbraucht. Der Uberschuss an Hydrogel
war notwendig, um mit der abgeschnittenen Pipettenspitze die gewlinschte Hydrogelmenge
aufnehmen zu konnen, ohne das Hydrogel zusammenkratzen zu miissen, da dies wiederum zur
Zerstorung von Zellen gefiihrt hitte. Als Referenz wurde die gleiche Anzahl an B16F1-Zellen
in GelTrex einer Konzentration von 5 mg/mL in ebenfalls drei Vertiefungen der 384-Well-Platte
ausplattiert. Fiir die Herstellung von GelTrex wurde das GelTrex-Konzentrat der Firma Gibco
bei Raumtemperatur mit serumfreiem Mikroskopiepuffer verdiinnt, mit der Zellsuspension
gemischt und nach einer Wartezeit von 5-10 min in die Vertiefungen gefiillt. Nachdem alle Gele
in die Platte eingefiillt waren, wurden sie zur vollstdndigen Gelierung fiir 15 min im Inkubator
(37 °C, 5 % COz) autbewahrt. Danach wurden die Gele mit jeweils 40 pL des serumhaltigen
Mikroskopiepuffers libergossen und fiir 24 h inkubiert. Diejenigen Vertiefung der 384-Well-
Platte, die nicht mit Gel gefiillt waren, wurden mit 80 uL. Dulbecco ‘s Phoshate Buffered Saline
(DPBS) gefiillt, um die Austrocknung der Gele zu minimieren.

Nach 24h  Inkubation  wurden zur  Untersuchung der  Zellmorphologie
Durchlichtmikroskopieaufnahmen durch 585 um des Geles in Z-Richtung gemacht.
AnschlieBend wurden die B16F1-Zellen mit einem ,,Calcein AM/PI Double Staining Kit* der
Firma Elabsience gemill der Herstellerangaben angefarbt. Bevor das Anfirbereagenz
hinzugegeben werden konnte, wurden die Gele mit serumfreiem Mikroskopiepuffer
gewaschen, um eine Reaktion des FBS mit dem Anfarbereagenz zu vermeiden. Dafiir wurde
zunichst der Uberstand an serumhaltigem Mikroskopiepuffer iiber den Gelen aspiriert und
gegen 40 uL serumfreien Mikroskopiepuffer ersetzt. Nach 45 min Wartezeit wurde der Vorgang
wiederholt und fiir weitere 45 min gewartet. AnschlieBend wurden nach Aspiration des
Uberstandes 40 uL. der Calcein AM/PI-Lésung auf die Gele gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C und 5 % CO; konnten die lebenden Zellen durch Anregung
mit einer Wellenldinge von 4=494 nm und die toten Zellen durch Anregung mit einer
Wellenlidnge von 4 = 535 nm erfasst werden. Fiir die Fluoreszenzaufnahmen wurden ebenfalls
585 um der Gele in Z-Richtung an drei bis fiinf verschiedenen Positionen im Gel betrachtet.
Alle Mikroskopieaufnahmen wurden an einem OLYMPUS IX81 Mikroskop mit einem 20x-

Objektiv und einem Standard-Fluoreszenz-Filter-Set gemacht.
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8.1.14 Herstellung und Einbettung von Sphéroiden

Fir die Herstellung der Sphéroide aus B16F1-Zellen wurde zundchst eine 1 Gew.-%ige
Agarlosung (1,5 g Agar in 150 mL PBS-Puffer) hergestellt und autoklaviert. Das autoklavierte
Agar wurde in einer Mikrowelle erhitzt, um es in Losung zu bringen, sodass die Losung
anschliefend in einer 96-Well-Platte (50 uL Agar pro Well) verteilt werden konnte. Nach
Aushirten des Agars bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von einer Stunde wurden 2000-
3000 B16F1-Zellen in 150 pL serumhaltigem RPMI-1640 in die einzelnen Wells gefiillt.
Anschlielend wurde die befiillte 96-Well-Platte fiir ca. 72 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert,
sodass sich pro Well ein Sphéroid bildete. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Sphéiroide mit einer mittleren Grof3e und mdglichst runder Morphologie geerntet, indem sie mit
einer Pipette vorsichtig von der Agarschicht abgesaugt wurden ohne Teile des Agars
gleichzeitig einzusaugen. Die Sphiroide wurden in einem 15 mL-Zentrifugenrhrchen
gesammelt und nachdem sie sich am Boden abgesetzt hatten, wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und gegen einen Mikroskopiepuffer (sieche Abschnitt 8.1.10) ausgetauscht. Dabei
wurden 120 uL Mikroskopiepuffer pro Sphéroid hinzugegeben.

Um die Sphéroide anschlieend in das physikalische Hydrogel einbetten zu kénnen, wurden
zundchst 270 pL Hydrogel nach Vorschrift (Abschnitt 8.2, Préparation der Hydrogele) in
serumfreiem Mikroskopiepuffer hergestellt. Davon wurden 100 pL in einem Well einer p-Slide-
8-Well-ibiTreat-Glasbodenplatte der Firma ibidi verteilt. AnschlieBend wurden 30 pL der
Sphéroidsuspension mit 2-4 Sphiroiden so auf dem Hydrogel verteilt, dass die Sphiroide mit
etwas Abstand voneinander vorlagen. Danach wurde das restliche Hydrogel auf den Sphiroiden
verteilt und die 8-Well-Platte fiir 30 min im Inkubator aufbewahrt. Darauthin wurden 160 pL
eines serumhaltigen Mikroskopiepuffers auf die Hydrogele aufgetragen und diese anschlieBend
fiir 24 h inkubiert, bevor sie iiber Durchlichtmikroskopie an einem OLYMPUS IX81 Mikroskop

mit einem 20x-Objektiv untersucht wurden.
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8.2 Synthesevorschriften

Synthese von 6-N-Acrylamidohexansiure (HexAAm)

e} NaOH, H,O o) 6 g
0°C—=>RT, 12h 4
. OH : 1 9_OH
o) 2 H 5 7 o

Fiir die Synthese von 6-N-Acrylamidohexansiure wurden 2,28 g NaOH (57,18 mmol, 1,5 Aq.)
in 300ml Wasser geldst und 5,00 g 6-N-Aminohexansidure (38,12 mmol, 1,0 Aq.)
hinzugegeben. Nach Abkiihlen der Reaktionsldsung auf 0 °C wurden 3,72 ml Acryloylchlorid
(45,74 mmol, 1,2 Aq.) tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde dann mit 5 M HCI auf pH < 7 eingestellt und
dreimal mit 250 ml Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde tiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
einer 1:1-Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat umkristallisiert und tiber Nacht im
Kiihlschrank auskristallisiert. SchlieBlich wurde das Produkt abfiltriert und dreimal mit einer
1:1-Mischung aus Cyclohexan und Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung im Hochvakuum

wurde 6-N-Acrylamidohexansdure (2,80 g, 15,12 mmol, 40 %) als weiller Feststoff erhalten.

'H-NMR (CD;O0D, 400 MHz): § (ppm) 6,20-6,05 (m, 2H, H,CCH, "“CH,CH), 5,53 (dd,
3] = 8,6 Hz, 27 = 3,8 Hz, 1H, ““CH,CH), 3,15 (t, >/ = 7,1 Hz, 2H, NHCH>), 2,20 (t, 3J = 7,2 Hz,
2H, CH,CONH), 1,59-1,41 (m, 4H, NHCH,CH.CH,CH,, NHCH,CH,), 1,34-1,23 (m, 2H,
NHCH,CH,CH,).

3C{'H}-NMR (CD;0D, 101 MHz): § (ppm) 1775 (s, 1C, C9), 168,1 (s, 1C, C3), 132,1 (s, 1C,
C2), 126,5 (s, 1C, C1), 40,3 (s, 1C, C4), 34,8 (s, 1C, C8), 30,1 (s, 1C, C5), 27,5 (s, 1C, C6),
25,7 (s, 1C, C7).

Synthese von 6-Acrylamido-N-(adamantan-1-yl)-hexanamid (AdHexAAm)

1. TEA, C3HsCIO,
THF, 0 °C, 40 min

2. NH

0]

(0]
0°C—=>RT, 19h 4 6 8 H 11
’ ’ 1 NJ0, 12
\/U\N/\/\/\H/OH > \):i\N/\/\/\ﬁ/
H 2"H 5 7 ¢ 13

0]

6-N-Acrylamidohexansidure (1,32 g, 7,12mmol, 1,0 Aq.) und Triethylamin (0,99 ml,
7,12 mmol, 1,0 Aq.) wurden in 29 ml THF geldst und auf 0 °C gekiihlt. Dann wurden 0,68 ml
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(7,12 mmol, 1,0 Aq.) Ethylchlorformiat hinzugetropft und fiir 40 min bei 0 °C geriihrt.
AnschlieBend wurden 1,08 g (7,12 mmol, 1,0 Aq.) 1-Adamantanamin hinzugegeben und fiir
2 h bei niedriger Temperatur gerithrt. Danach wurde fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abgefiltert und dreimal mit THF gewaschen. Das
Filtrat wurde auf ein Viertel des Ausgangsvolumens eingeengt und die doppelte Menge Hexan
hinzugegeben, wodurch das Produkt ausgefillt wurde. Das Produkt wurde {iber Nacht im
Kiihlschrank auskristallisiert, um es anschlielend abzufiltrieren und mit Hexan zu waschen. 6-
Acrylamido-N-(adamantan-1-yl)-hexanamid wurde im Hochvakuum getrocknet und als wei3er

Feststoff mit einer Ausbeute von 1,60 g (5,03 mmol, 71 %) isoliert.

'"H-NMR (CD;OD, 600 MHz): J (ppm) 6,26-6,16 (m, 2H, Ho.CCH, "™“CH,CH), 5,64 (dd,
3J=8,8 Hz, 2J = 3,4 Hz, 1H, ““*CH,CH), 3,25 (t,*J = 7,2 Hz, 2H, NHCH>), 2,11 (d, *J = 7,4 Hz,
2H, CH>CONH), 2,04 (s, 3H, C(CH,CHCH,)3), 2,01 (d, *J=2,7 Hz, 6H, C(CH,CHCHa)3),
1,74-1,68 (m, 6H, C(CH,CHCH>)3), 1,59 (quint, *J = 7,5 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH>), 1,55
(quint, *J = 7,4 Hz, 2H, NHCH,CH>), 1,39-1,31 (m, 2H, NHCH,CH>CH>).

13C{'H}-NMR (CD;OD, 151 MHz): § (ppm) 175,4 (s, 1C, C9), 168,1 (s, 1C, C3), 132,1 (s, 1C,
C2), 126,4 (s, 1C, C1), 52,7 (s, 1C, C10), 42,3 (s, 3C, C11), 40,3 (s, 1C, C4); 37.8 (s, 1C, C8),
37,5 (s, 3C, C13), 30,9 (s, 3C, C12), 30,1 (s, 1C, C5), 27,4 (s, 1C, C6), 26,8 (s, 1C, C7).

Synthese von [2-(Acryloyloxy)ethyl|trimethylammoniumiodid (TMAEA)

0 | Mel 0

THF, 0 °C>RT, 24 h l/
\)j\o/\/N\ - \)j\o/\/g\ \©

4,00 mL Dimethylaminoethylacrylat (26,34 mmol, 1,0 Aq.) wurden in 38 ml trockenem THF
gelost und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden 1,80 mL Methyliodid (28,98 mmol, 1,1 Aq.)
in 38 mL THF schnell hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Der dabei entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und zweimal mit kaltem THF
sowie zweimal mit kaltem Hexan gewaschen. Nach Trocknung des Filterkuchens im
Hochvakuum wurde [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid (TMAEA) (7,48 g,
26,24 mmol, 99 %) als weiller Feststoff erhalten.

'TH-NMR (D0, 400 MHz): 6 (ppm) 6,47 (dd, *J = 17,4 Hz, 2J = 1,0 Hz, 1H, ™“CH,CH), 6,27
(dd, 3J=17,1, 10,6 Hz, 1H, H.CCH), 6,08 (dd, *J= 10,5, 2J=1,0 Hz, 1H, ““CH,CH), 4,72-
4,64 (m, 2H, OCH,), 3,86-3,79 (m, 2H, OCH>CH>), 3,27 (s, 9H, (CHs)3).

165



Experimenteller Teil

BC{'H}-NMR (D,0, 101 MHz): 6 (ppm) 167.2 (s, 1C, C3), 133,3 (s, 1C, C1), 126,9 (s, 1C,
C2), 64,6 (t, 1C, C5), 58,4 (s, 1C, C4), 53,9 (t, 3C, C6).

Synthese von P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA) (PAd1-PAdS8)

AIBN
z z 7 DMSO, 70 °C, 24 h

- + + > a b

hll 0o HN Yo o0 o ~

C
lijoHNO 07 o e

DMA NS © o °
© TMAEA 0
N! H NH
AdHexAAm P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA)

Die Synthese der Gastpolymere P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA) wird beispielhaft
anhand von Polymer PAd3 beschrieben. Zunidchst wurden die Monomere Dimethylacrylamid
(0,91 mL, 8,88 mmol, 87,0 Aq.), AdHexAAm (0,26 g, 0,82 mmol, 8,0 Aq.) und TMAEA
(0,15 g, 0,51 mmol, 5,0 Aq.) in 5,1 mL DMSO gel6st und fiir 20 min mit Argon entgast.
AnschlieBend wurde AIBN (16,76 mg, 0,10 mmol, 1,0 Aq.)) hinzugefiigt und die
Reaktionslosung fiir weitere 5 min mit Argon entgast. Die Reaktionslosung wurde im
vorgeheizten Olbad bei 70 °C iiber Nacht rithren gelassen. AnschlieBend wurde die Losung fiir
drei Tage (MWCO 1000 Da) gegen Wasser dialysiert, wobei das Wasser dreimal téglich
gewechselt wurde. Durch Gefriertrocknung der Polymerlosung wurde P(DMA-co-
AdHexAAm-co-TMAEA) als weiler Feststoft erhalten.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 4,41 (br s, 2H, OCH?), 3,68 (br s, 2H, OCH.CH),
3,20 (s, 9H, N'(CHs)s) 3,11-2,60 (m, 115H, CONHCH,, CON(CHs)), 1,98 (s, 9H,
CH,CONHC(CH,CHCH,)3), 1,90 (s, 10H, CONHC(CH.CHCH,)s), 1,73-0,79 (m, 63H,
RiickeratC 77, NHCH,C HoC HoCH,CH,CONHC(CH,CHCHy)s ).
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Synthese von P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGRGDSF) (PRGD1,
PRGD2)

* DMSO. 70°C. 241 7o °C, 24h s
oo SN ~ b c

| o Yo lil 0  HN o HN o st
GGRGDSF RGD
é | DMA H@ GGRGDSF
< MAAmM-GGRGDSF ®
/I /T\
TMAEA 0 o
2 tNH é
AdHexAAm

P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGRGDSF)

Die Synthese der RGD-funktionalisierten Gastpolymere PRGD1 und PRGD2 wird anhand von
Polymer PRGD2 beschrieben. Die Monomere AdHexAAm (60,0 mg, 0,2 mmol, 5,0 Aq.),
DMA (0,3 mL, 3,2 mmol, 85,0 Aq.), TMAEA (53,7 mg, 0,2 mmol, 5,0 Aq.) und MAAm-
GGRDGSF (143,7 mg, 0,2 mmol, 5,0 Aq.) wurden in 1,9 mL DMSO geldst. AnschlieBend
wurde die Reaktionsldsung fiir 20 min entgast. Im nichsten Schritt wurde AIBN (24,8 mg,
0,2 mmol, 4,0 Aq.) hinzugegeben und erneut fiir 5 min entgast. Danach wurde die
Reaktionslosung fiir 24 h bei 70 °C geriihrt. Die Aufreinigung erfolgte iliber eine eintigige
Dialyse (MWCO 1000 Da) gegen Wasser. Nach anschlieBender Lyophilisierung konnte das
Produkt P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGRGDSF) als weiller Feststoff

erhalten werden.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 7,19 (s, 3H, Phenylgruppe), 4,39 (s, 2H, OCH>), 3,68
(s, 2H, OCH,CH>), 3,19 (s, 9H, N(CHs)3), 3,12-2,62 (m, 88H, CONHCH>, CON(CHs)), 1,98
(s, 4H, CH.CONHC(CH,CHCH>»)3), 1,90 (s, SH, CONHC(CH>CHCH>)3), 1,78-0,57 (m, 43H,
Rickerat 7, NHCHCH>C H,CH>CH,CONHC(CH,CHCH,)3).
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Synthese von P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGASIKVAYV)
(PIKVAV1, PIKVAV2)
/(/ /( /( f AIBN (4 Aq.)
o DMSO,70°C, 240 a b .
HO (6] fil (6] o 0 \,il o) HN 0 Hl}l o) stat.
GGASIKVAV L GASIKVAY
_ ?' DMA MAAmM-GGASIKVAV é@
| /'i‘\
TMAEA 0 o
é NH
AdHexAAm

P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGASIKVAV)

Die Synthese der IKVAV-funktionalisierten Gastpolymere PIKVAV1 und PIKVAV2 wird
beispielhaft anhand von Polymer PIKVAV1 beschrieben. Die Monomere AdHexAAm
(60,0 mg, 0,2mmol, 5,0 Aq.), DMA (0,3 mL, 3,3 mmol, 87,7 Aq.), TMAEA (53,7 mg,
0,2 mmol, 5,0 Aq.) und MAAmM-GGASIKVAYV (62,2 mg, 0,1 mmol, 2,3 Aq.) wurdenin 1,8 mL
DMSO gelost. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung fiir 20 min entgast. Im nachsten Schritt
wurde AIBN (24,8 mg, 0.2 mmol, 4,0 Aq.) hinzugegeben und erneut fiir 5 min entgast. Danach
wurde die Reaktionslosung fiir 24 h bei 70 °C geriihrt. Die Aufreinigung erfolgte {liber eine
eintdgige Dialyse (MWCO 1000 Da) gegen Wasser. Nach Lyophilisierung wurde das Produkt
P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-MAAmM-GGASIKVAV) als weiler Feststoff

erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): J (ppm) 4,37 (s, 2H, OCH), 3,68 (s, 2H, OCH,CH>), 3,19 (s,
9H, N'(CH3)3), 3,12-2,62 (m, 98H, CONHCH,, CON(CHs),), 1,98 (s, 4H,
CH>,CONHC(CH2CHCH»)3), 1,90 (s, SH, CONHC(CH.CHCH»);), 1,70-0,97 (m, 46H,
RickeratC 1, NHCHLCH>CH>CH>,CH,CONHC(CH2CHCH>)3), 0,82 (s, 6H, CH(CH3), (Valin),
B-CHs, y-CH3 (Isoleucin)).
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Synthese von N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton (TLaAAm)

-t 3 ’ O
+ + H —

j:‘</ Vj\i H| Ne C03 N\d

S

Homocystein-Thiolacton-Hydrochlorid (10,00 g, 62,09 mmol, 1,0 Aq.) wurde in 140 mL
H>O/Dioxan 1:1 geldst. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt, bevor NaHCOs3 (27,33 g,
325,46 mmol, 5,0 Aq.) hinzugegeben und die Losung fiir 30 min bei 0 °C geriihrt wurde.
AnschlieBend wurde Acryloylchlorid (11,70 g, 54,69 mmol, 2,0 Aq.) tropfenweise
hinzugegeben und iliber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde Brine (14 mL/g
Thiolacton) hinzugegeben und die Mischung mit Ethylacetat extrahiert (3 x 28 mL/g
Thiolacton). Nach Trocknung der organischen Phase iliber Magnesiumsulfat wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in Dichlormethan umkristallisiert. Bei
der anschlieBenden Filtration wurde der Riickstand mit wenig kaltem Dichlormethan
gewaschen. N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton wurde als farblose Kristalle mit einer

Ausbeute von 3,3 g (19,27 mmol, 30 %) erhalten.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): § (ppm) 8,44 (d, °J=38,3 Hz, 1H, CHCONH), 6,20 (dd,
3J=17,5,9,9 Hz, 1H, CH.CH), 6,10 (dd, *J = 17,5 Hz, >J = 2,3 Hz, 1H, ™“CH,CH), 5,64 (dd,
3J=19,9 Hz, 2J=2,3 Hz, 1H, ““CH,CH), 4,68 (ddd, 3J=12,6, 8,4, 7,0 Hz, 1H, HNCH), 3,42
(ddd,J=11,9,11,0, 5,4 Hz, 1H, SCH>), 3,30 (ddd, > = 11,0, 7,0, 1,6 Hz, 1H, SCH>), 2,47-2,33
(m, 1H, CHCH>CH,), 2,18-2,04 (m, 1H, CHCH,CH>).

13C{'H}-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 205,8 (1C, C7), 165,0 (1C, C3), 131,5 (1C, C2),
126,6 (1C, C1), 58,6 (1C, C4), 30,7 (1C, C6), 27,2 (1C, C5).

Synthese von Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEGDA)

TEA
0 DCM 0
HO'{’\/O]‘H + vj\(u ﬂ» \)j\o’['\/(z;ln/\
77
PEG3400 PEGDA ©

Polyethylenglykol (MW 3400 g/mol, PEGs400) (10,00 g, 2,90 mmol, 1,0 Aq.) wurde in 75 mL
Dichlormethan geldst. AnschlieBend wurde Triethylamin (586,9 mg, 804,0 uL, 5,80 mmol,
2,0 Aq.) hinzugegeben und Acryloylchlorid (1064,8 mg, 959,2 uL, 11,60 mmol, 4,0 Aq.)

hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,
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anschlieBend mit gesittigter Na>COsz-Losung und Wasser gewaschen und dann {iber
Magnesiumsulfat getrocknet. Die organische Phase wurde im Vakuum auf 15 mL einreduziert
und in kaltem Diethylether gefdllt. Das Produkt wurde als weiller Feststoff mit einer Ausbeute

von 7,1 g (2,02 mmol, 70 %) erhalten.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 6,33 (dd, °J = 19,0 Hz, 2/ = 1,9 Hz , 1H, "*CH,CH),
6,20 (dd, >°J=19,0, 9,8 Hz, 1H, CH,CH), 5,95 (dd, *J=9,8 Hz, 2/ = 1,9 Hz, 1H, ““CH,CH),
4,27-4,16 (m, 2H, COOCH,), 3,73-3,60 (m, 2H, COOCH.CH,), 3,60-3,40 (m, 156H,
OCHCH0).

Synthese von P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-TLaAAm) (PAdn, PAdxkat, PAdxkat2)

z z = z V-70
+ ~ + + DMSO, 50 °C, 4 h a b c
o~ ~o lil (¢} HN™ ~O HN" SO ——— > & " Xp SN Xo N o stat
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AdHexAAm

P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-TLaAAm)

Die Synthese der thiolactonhaltigen Polymere wird am Beispiel von Polymer PAdkat2
beschrieben. Dimethylacrylamid (5,00 mL, 48,47 mmol, 83,0 Aq.), AdHexAAm (0,37 g,
1,16 mmol, 2,0 Aq.), TLaAAm (1,00g, 5,84 mmol, 10,0 Aq.) und TMAEA (0,83 g,
2,92 mmol, 5,0 Aq.) wurden in DMSO geldst und fiir 20 min mit Argon entgast. Anschliefend
wurden 180,15 mg (0,58 mmol; 1,0 Aq.) 2,2'-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril) (V-
70) hinzugefiigt und fiir weitere 5 min mit Argon entgast. Die Reaktionslosung wurde dann im
vorgeheizten Olbad bei 50 °C fiir 4 h riihren gelassen. AnschlieBend wurde die Losung fiir drei
Tage gegen Wasser dialysiert (MWCO 1000 Da), wobei das Wasser dreimal tiaglich gewechselt

wurde. Nach Gefriertrocknung wurde das Produkt als weiller Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-de): 3 (ppm) 4,44 (br s, 19H, OCH,CH>, NHCHCO), 3,68 (s, 10H,
OCH,), 3,40 (s, 9H, SCH,), 3,20 (s, 45H, N*(CHz)s) 3,11-2,65 (m, 509H, CONHCH,,
CON(CHs)), 1,99 (s, 12H, CH,CONHC(CH,CHCH,)3), 1,91 (s, 5H, NHCCH,CHCH,),
1,80-0,92 (m, 228H, RickertC 7, NHCH,C H>CHoCH>CH,CONHC(CH.CHCHo)s).
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Polymeranaloge Offnung des Thiolactonrings

Die polymeranaloge Offnung des Thiolactonrings wird im Folgenden am Beispiel von
PAdkatsnS beschrieben. Das Polymer P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-TLaAAm)
(1,40 g, 0,11 mmol, 8,7 Aq. TLaAAm) wurde in 14 mL PBS-Puffer geldst und mit Argon
entgast. AnschlieBend wurden 0,42 mL n-Propylamin (5,08 mmol, 43,5 Aq.) zugetropft und fiir
24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde die Reaktionslosung mit einer Spatelspitze DTT
versetzt und fiir weitere 10 min geriihrt, bevor sie fiir zwei Tage gegen Wasser dialysiert
(MWCO 1000 Da) und danach lyophilisiert wurde. Das Produkt P(TMAEA-co-DMA-co-
AdHexAAm-co-TLaAAmSH) wurde als weil3er Feststoff erhalten.

Polymeranaloge Peptidfunktionalisierung

Die polymeranaloge Peptidfunktionalisierung der ringge6ffneten Gastpolymere wird an dieser
Stelle beispielhaft fiir PAdkatsurp beschrieben. 300 mg des komplett gedéffneten Gastpolymers
PAdkatsuS wurden in 3 mL Wasser mit einem pH-Wert von 6,5-7,0 gelost und anschlieend fiir
10 min mit Argon entgast. Dann wurde das Peptid Mal-Aca-GGRGDSF (42,13 mg, 0,04 mmol,
2,2 Aq.) unter Argongegenstrom hinzugefiigt. Die Reaktion lief fiir 72 h bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurde eine Spatelspitze DTT dazugegeben und fiir weitere 10 min geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde fiir zwei Tage gegen Wasser dialysiert (MWCO 5000 Da) und

anschlieBend gefriergetrocknet.

Fiir die Synthese der Polymere PAdasu2 und PAdkatsu2, bei denen ein vollstindiger Umsatz
der Thiole das Ziel war, wurde ein weiterer Reaktionsschritt angeschlossen. Dieser
Reaktionsschritt wird hier am Beispiel von PAdkasn2 beschrieben. Das zum Teil
peptidfunktionalisierte Polymer PAdkassa (1,12g, 0,8 Aq. Thiol pro 100 Monomere,
0,07 mmol) wurde in einem Gemisch aus 5 mL DMSO und 10 mL Wasser mit einem pH-Wert
von 6,5-7,0 geldst und anschlieBend fiir 20 min mit Argon entgast. Dann wurde das Peptid Mal-
Aca-GGRGDSF (100,01 mg, 0,11 mmol, 1,5 Aq.) hinzugefiigt, der pH-Wert iiberpriift und
erneut fiir 20 min entgast. Die Reaktion riihrte anschlieBend fiir 5 h bei Raumtemperatur. Nach
3 h wurde eine 10 uL-Probe fiir die Durchfiihrung eines Ellman’s Assays genommen. Nach
Ablauf der fiinfstiindigen Reaktionszeit wurden 30,61 mg Maleimid (0,28 mmol, 4 Aq.) zur
Reaktionslosung hinzugegeben und fiir 20 h gertihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung

fiir vier Tage gegen Wasser dialysiert (MWCO 8000 Da) und danach gefriergetrocknet.
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Synthese von 6-O-Monotosyl-6-desoxy-p-cyclodextrin (B-CD-OTs)

11
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OH
NaOH, p -TsClI
OH 7 3 2 o1

B-Cyclodextrin (10,00 g, 8,81 mmol, 1,0 Aq.) wurde in 190mL einer 04 M

Natriumhydroxidlosung gelost. Die Losung wurde auf 0 °C abgekiihlt, bevor 9,74 g p-
Toluolsulfonylchlorid (51,1 mmol, 5,8 Aq.) zugegeben wurden. Nach 1 h Riihren bei 0 °C
wurde der Riickstand abfiltriert und einmal mit Wasser gewaschen. Das Filtrat wurde mit
konzentrierter Salzsdure auf pH < 7 eingestellt und 1 h bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde
der Niederschlag abfiltriert und einmal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung im Vakuum
wurde 6-O-Monotosyl-6-desoxy-p-cyclodextrin (3,55 g, 2,75 mmol, 31 %) als weiller Feststoff

erhalten.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § (ppm) 7,74 (d,>J = 8,3 Hz 2H, SCCH), 7,44 (d, *J = 8,0 Hz,
2H, SCCHCH), 5,89-5,60 (m, 14H, sec. OH), 4,92-4,71 (m, 7H, OCHO), 4,58-4,13 (m, 6H,
prim. OH), 3,79-3,41 (m, 28H, CHCHCHCH-0), 3,36-3,14 (m, 14H, OCHCHCHCH), 2,43 (s,
3H, CCH;).

3C{'H} NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 1449 (s, 1C, C7), 132,7 (s, 1C, C10), 129,9 (s,
2C, C9), 127,6 (s, 2C, C8), 102,0 (s, 7C, C1), 81,5 (s, 7C, C4), 73,1-72,1 (m, 21C, C2, C3, C5),
59,9 (s, 7C, C6), 21,3 (s, 1C, C11).

Synthese von Mono-(6-ethandiamin-6-deoxy)-p-cyclodextrin (B-CD-EDA)

HoN
9

OTs OH
Ethylendlamln
OH OH 3 20|-|

3,55 g B-CD-OTs (2,75 mmol, 1,0 Aq.) wurden in 66,0 ml Ethylendiamin (977,29 mmol,
355,0 Aq.) geldst und 4 h bei 80 °C erhitzt. Der Riickstand wurde in 35 ml MeOH:H>O (1:1)

geldst und mit der 20-fachen Menge Aceton ausgefallt. Dieser Fallungsschritt wurde zweimal
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durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der Niederschlag in 18 ml MeOH:H,O (1:1) gel6st und in
der 20-fachen Menge Aceton ausgefillt. Auch dieser Fallungsschritt wurde wiederholt. Das
Produkt wurde schlieBlich unter vermindertem Druck getrocknet. Mono-(6-ethandiamin-6-
desoxy)-pB-cyclodextrin (2,80 g, 2,38 mmol, 87 %) wurde als weiB-helloranger Feststoff

erhalten.

TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 5,71 (br s, 14H, OCHCHOHCHOH), 4,84 (s, 7H,
OCH), 4,48 (br s, 6H, CHCH,OH), 3,81-3,53 (m, 28H, CHCHCHCH-0OH), 3,49-3,33 (m, 14H,
OCHCHCHCH), 2,99-2,56 (m, 6H, CH,NHCH>CH>NH>).

13C{'H}-NMR (151 MHz, DMSO-de): J (ppm) 102,0 (s, 7C, C1), 81,6 (s, 7C, C4), 73,4-71,8
(m, 21C, C2, C3, C5), 59,9 (s, 7C, C6), 54,0 (s, 2C, C8), 45,9 (s, 2C, C7), 40,9 (s, 2C, C9).

ESI-MS: Masse gefunden: m/z = 1177,4341 [M+H]"

Synthese von P(DMA-co-HexAAm) (PPCD1-PPCDS)

f f AIBN
DMSO, 70 °C, 24 h
\,il 0+ N o - \lil 0 X THNT S Ystat
DMA
o) (@)
OH OH
HexAAm P(DMA-co-HexAAm)

Die Synthese der Pridpolymere P(DMA-co-HexAAm) wird am Beispiel von PPCD3
beschrieben. Die Monomere HexAAm (270,00 mg, 1,46 mmol, 10,1 Aq.) und DMA (1,34 mL,
12,96 mmol, 89,9 Aq.) wurden in 7,2 mL DMSO geldst und 20 min lang mit Argon entgast.
AnschlieBend wurde AIBN (23,70 mg, 0,14 mmol, 1,0 Aq.) zugegeben und die Losung weitere
5 min mit Argon entgast. Die Reaktionslésung wurde iiber Nacht in einem vorgeheizten Olbad
bei 70 °C geriihrt. Die Dialyse gegen Wasser fiir I d (MWCO 1 kDa) und die Gefriertrocknung
ergaben P(DMA-co-HexAAm) als wei3en Feststoff.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) 3,16-2,63 (m, 49H, CONHCH,, CON(CHs)>),
2,62-2,24 (m, 8H, RikemiCrny 219 (s, 2H, CH,COOH), 1,76-0,86 (m, 22H, RickewiCry,
NHCH,CH>.CH>CH>CH>CO).
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Synthese von P(DMA-co-HexAAm-co-p-CDHexAAm) (PCD1-PCD?7)

DN e T Vtat DMF, 50 °C, 24 h - 7

! JJ

OH

P(DMA-co-HexAAm)

HO
P(DMA-co-HexAAm-co-B-CDHexAAm)

Die Synthese der P(DMA-co-HexAAm-co-f-CDHexAAm)-Polymere PCD1-PCD7 wird
exemplarisch fiir PCD3 beschrieben. 0,80 g (0,83 mmol HexAAm, 1,0 Aq.) PPCD3 wurden in
DMF gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Dann wurden HBTU (561,65 mg, 1,48 mmol, 2,0 Aq.),
DIPEA (0,39 ml, 2,22 mmol, 3,0 Aq.) und B-CD-EDA (1045,94 mg, 0,89 mmol, 1,2 Aq.)
zugegeben. Nach 1 h Riihren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch 24 h lang auf
50 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung unter vermindertem Druck auf die
Halfte reduziert und 4 d lang gegen Wasser dialysiert (MWCO 5000 Da). Dabei wurde das
Wasser dreimal tdglich gewechselt. Die Gefriertrocknung ergab P(DMA-co-HexAAm-co-
BCDHexAAm) als hellorangenen Feststoff.

"H NMR (500 MHz, DMSO-d): 6 (ppm) 5,75 (br s, 14H, sec. OH), 4,84 (s, 7TH, OCHO), 4,50
(s, 6H, prim. OH), 4,30-3,42 (m, 28H, CHCHCHCH,OH), 3,22-2,64 (m, 78H,
CONHCH>CH>CH,CH,CH,CONHCH>.CH.NHCH,, CON(CHz)2), 1,92-0,75 (m, 29H,
RickeratC 7, CONHCH2CH>CH>CH>CHb).
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Synthese von P(DMA-co--CDHexAAm) (PCD8)
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P(DMA-co-B-CDHexAAm)

5,87 g des Pripolymers PPCDS8 (1,44 mmol, 1,0 Aq. HexAAm) wurden in einem ausgeheizten
Schlenkkolben in 587 mL trockenem DMF gelost. AnschlieBend wurden 17,05 g (14,48 mmol,
10,0 Aq.) B-CD-EDA und 6,56mL (37,67 mmol, 26,0 Aq.) DIPEA zugegeben und auf 0 °C
gekiihlt. Danach wurden EDC - HCl (4,44 g, 23,18 mmol, 16,0 Aq.) und NHS (2,67 g,
23,18 mmol, 16,0 Aq.) zugegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurde die Reaktionslosung fiir 24 h bei 50 °C erhitzt. Die Losung wurde dann auf die Hilfte
reduziert und sieben Tage gegen Wasser dialysiert (8000 MWCO) und gefriergetrocknet. Das

Produkt wurde als hellorangener Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm) 6,10-5,46 (m, 35H, sec. OH), 4,84 (s, 18H, OCHO),
4,47 (s, 15H, prim. OH), 3,63 (s, 70H, NHCH.CHCHCHCH), 3,12-2,64 (m, 605H,
CONHCH,CH>CH,CH,CH,CONHCH,CH,NHCH,, CON(CH3)2), 1,82-0,76 (m, 215H,
Riickerat iy, | CONHCHCH,CH,CH>CH>).

Priparation der Hydrogele

Fiir die Herstellung der Hydrogele aus Kapitel 3 wurden die Wirt- und Gastpolymere in Wasser
gelost. In den Kapiteln 4 und 5 wurden die Polymere fiir die Hydrogelsynthese in PBS-Puffer
mit einem pH-Wert von 7,4 geldst. Die Wirt- und Gastpolymerlosungen wurden anschlieBend

mit einem Vortex-Mixer und einem Spatel gemischt, bis sich ein homogenes Hydrogel bildete.
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Alle Hydrogele wurden in einem Verhiltnis von 1:1 der Adamantyl- und B-Cyclodextrin-
Gruppen hergestellt. Bei den dualen Hydrogelen wurde PEGDA im Verhéltnis 1:2
(PEGDA:Thiol) hinzugegeben. Um eine vollstindige Vernetzung sicherzustellen, wurden alle
Hydrogele vor der Charakterisierung liber Nacht stehen gelassen. Die Polymerkonzentration
bezieht sich auf den Gesamtgewichtsanteil aller Polymere im Hydrogel. Alle Hydrogele

wurden, falls nicht anders angegeben, in Duplikaten hergestellt und charakterisiert.
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AIBN Azobis(isobutyronitril)

Aq Aquivalent

c Konzentration

CCK-8 Cell Counting Kit-8

CD Cyclodextrin

DCC N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

D Dispersitit

d Tage

DMA Dimethylacrylamid

DMF Dimethylformamid
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EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

etal. und andere (lat. et alii)

EtOAc Ethylacetat

exp. experimentell

EZM extrazelluldre Matrix

g Gramm

GPC Gelpermeationschromatographie
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HexAAm 6-N-Acrylamidohexansdure

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

HOBt Hydroxybenzotriazol

Hz Hertz

M Molar

mg Milligramm
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14. Anhang

Tabelle A1: Mittelwerte des Speichermoduls G rvg, des Verlustmoduls G""1ve und des Verlustfaktors

tandpve sowie die Mittelwerte der Frequenz am Sol-Gel-Ubergang fc, in den Frequenztests der

Hydrogele G1-G12.

Hydrogel Gwe/Pa® G 'we/Pa® tandLve feo/ Hz P
G1 233 +£41 184 + 33 0,79 £ 0,00 8+ 1
G2 644 + 94 554 + 69 0,86 £ 0,02 13+1
G3 687 £ 167 611+162 0,90 + 0,02 12+3
G4 829+ 79 745 £ 67 0,90+ 0,01 7+2
G5 195 + 38 145 + 30 0,74+ 0,01 e
G6 626 £ 77 438 £21 0,70 £ 0,06 -¢
G7 777 £ 37 592 £ 19 0,68 £ 0,06 €
G8 1010+ 102 693 £ 95 0,68 0,02 -¢
G9 156 = 14 61+8 0.39 £ 0,02 ©

G10 6770 257+ 16 0,38 + 0,02 -¢
Gl11 975 +£263 402 £ 72 0,42 £ 0,04 -€
G12 1240 £ 171 517+4 0,42 £ 0,05 -¢

2 bestimmt im LVE-Bereich der Amplitudentests bei einer konstanten Frequenz f'von 10 Hz und 25 °C; ®

bestimmt liber Frequenztests gemessen bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C; ¢kein

Schnittpunkt im gemessenen Frequenzbereich.
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Tabelle A2: Prozentuale Erholung des Speichermoduls G" im Vergleich zu Zyklus 0 der Wirt-Gast-
Hydrogele G1-G12.

Selbstheilung von G" / % *

Hydrogel

ZyKlus 0 ZyKlus 1 ZyKlus 2 ZyKlus 3 ZyKlus 4
G1 100 50+ 16 31+23 26 £26 25+23
G2 100 65+3 56 +3 49 +2 47 £2
G3 100 69+8 58+ 10 52+10 46 + 12
G4 100 75+7 67+7 64+3 61 £8
G5 100 27+ 27 16 £16 16 £16 12+ 12
G6 100 49+3 40+ 3 42 +4 364
G7 100 55+£5 44 + 2 42+ 5 44+ 6
G8 100 62+0 49 £ 1 37+3 32+2
G9 100 ° 32° 20° 6° 8°
G10 100 ° 38" 35° 36° 28°
G11 100 31+£2 26+ 0 24 +£2 21 £1
G12 100 42+ 11 31+7 26+ 7 25+ 8

2 bestimmt iiber oszillatorische Zeitmessungen bei abwechselnd geringer (0,5 %) und hoher (500,0 %) Scherdeformation, einer
konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C. Das Speichermodul G' im Zyklus 0 wurde auf 100 % gesetzt und die prozentuale
Erholung von G' in den nachfolgenden Zyklen mit geringer Scherdeformation wurde im Verhiltnis zu Zyklus 0 berechnet; °

die Werte wurden aus nur einer Messung ermittelt.
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Tabelle A3: Mittelwerte des Verlustfaktors tand der Hydrogele G1-G12 bestimmt aus den Zyklen mit

einer Scherdeformation von 0,5 % in den Selbstheilungstests. *

tano
Hydrogel
ZyKlus 0 Zyklus 1 Zyklus 2 ZyKlus 3 ZyKlus 4
Gl 0,95° 0,88° 0,99° 1,05° 1,12°
G2 0,84 + 0,01 0,86 = 0,02 0,91 + 0,02 0,95 + 0,03 0,98 + 0,04
G3 0,94 + 0,00 0,97 + 0,01 1,04 + 0,03 1,10 + 0,05 1,17 + 0,09
G4 0,89 + 0,00 0,89 + 0,02 0,90 + 0,02 0,91 + 0,03 0,93 + 0,02
G5 0,98° 0,80° 1,13 1,26° 1,64°
G6 0,70 = 0,01 0,72 + 0,03 0,78 + 0,04 0,80 + 0,03 0,85 + 0,04
G7 0,77 + 0,03 0,81 + 0,02 0,87 + 0,02 0,90 + 0,04 0,91 + 0,03
G8 0,72 + 0,01 0,72 + 0,00 0,76 + 0,01 0,80 + 0,01 0,84 + 0,00
G9 0,42 + 0,08 0,67 = 0,33 1,01 + 0,63 3,64 + 3,25 2,61 +£225
G10 0,39 0,38" 0,4° 0,43° 0,39°
G11 0,40 + 0,05 0,41 + 0,06 0,45+ 0,10 0,46 + 0,12 0,47 +0,12
G12 0,41 £ 0,05 0,43 + 0,06 0,44 + 0,06 0,45 + 0,07 0,46 + 0,07

2 bestimmt {iber oszillatorische Zeitmessungen bei abwechselnd geringer (0,5 %) und hoher (500,0 %) Scherdeformation, einer

konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C; ® die Werte wurden aus nur einer Messung ermittelt.
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Tabelle A4: Zellviabilitit relativ zur Kontrolle in den Gastpolymeren PAd4 bis PAd7 und den

Wirtpolymeren PCDS bis PCD6.

Konzentration Relative Zellviabilitit / %

¢/ mg/mL PAd4 PAd5 PAd6 PAd7 PCD4 PCD5 PCD6
0,125 91+6 100+19 82+14 76+7 86+3 88+1  95+6
0,250 98+£7  94+2 9417 56+17 95+11 92+20 89+6
0,500 86+2 104+15 111+6 58+3 91+7 97+17 97+0
1,000 91+6 114+11 98+15 42+6 97+2 138+14 105+5
2,000 93+4  87+3  90+5 52+6 104+12 130+28 91+9
4,000 78+2  91+24 96+3  37+2 98427 127+12 131+15
8,000 86+17 69+8 80+1 30+1 86+5 84+5  96+3

(K(‘)’;‘:&‘)’“e) 100 100 100 100 100 100 100

2 bestimmt durch CCK-8-Assays von COS-7-Zellen nach 24 h Inkubation in der jeweiligen Polymerlsung bei 5 % CO> und
37 °C.
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Tabelle AS: Mittelwerte des Speichermoduls G'Lvg, des Verlustmoduls G "Lvg, des Verlustfaktors
tandrve, der Nachgebgrenze y, und der Frequenz am Sol-Gel-Ubergang fc, im Frequenztest der

thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele.

Hydrogel G’'wve/Pa?® G 'wve/Pa? tanoLve * wl%* feo/ Hz®
Gn4 341 £ 8 230+2 0,68 £0,01 72+£8 3,5+0,2
Gn6 755 + 38 566+ 2 0,76 + 0,03 63 + 38 3,84 0,0
Gn8 930 + 39 783+£51 0,84+ 0,02 130429  44+00
Gnl10 1616 + 121 1353 £ 62 0,84 + 0,02 95+32 3,9+0,3

GKkat4 305 + 30 220£29  0,74+0,02 84 + 44 72+02
Gkat6 447 £ 28 360 £ 25 0,81 + 0,06 136 £ 50 6,4+0,2
Gkat8 801 +£43 744 £ 29 0,93 +£0,01 159+0 7,7+0,1
Gkat10 1280 + 123 1120 + 99 0,88 0,01 130 £ 30 6,1 0,0
G1,5n4 267 £5 193 £18 0,74 + 0,06 143 £ 16 2,8+0,4
G1,5n6 595+ 21 446 + 42 0,75+ 0,04 151 £51 3,4+0,3
G1,5n8 781+ 2 681+38 0,87 +0,05 90 + 11 29405
G1,5n10 1316 £ 58 1115+ 61 0,85+0,01 82+ 19 3,0+0,0
G3.,3n4 296 + 73 2248  0,76+0,08 180 = 21 1.7+0.1
G3,3n6 594 + 67 451+£23  0,77+0,05 101 + 1 1,8+0,1
G3,3n8 770 £ 78 596 £ 95 0,77 £ 0,05 111 +48 2,1+0,2

G3,3n10 1413 £ 26 1114 +£3 0,79 0,01 65+ 15 22+0,0

G1,5kat4 136 £3 115+ 15 0,87+0,12 119+ 40 45+0,3

G1,5kat6 345 + 81 339 £ 85 0,98 +£ 0,01 111 +48 6,4+0,2

G1,5kat8 531+ 106 527+ 97 0,99 +0,01 130+ 30 79+1,5

G1,5kat10 742 + 114 686 + 120 0,92 + 0,02 75+ 25 11,8 £ 1,8

G3,3kat4 154 +33 116 £3 0,91 +0,28 70 £ 57 5,3+0,8

G3,3kat6 362 £20 269 + 40 0,77+ 0,15 95 + 64 6,2+23

G3,3kat8 582 + 58 534 +£90 0,92 + 0,06 132 £ 69 7,1 +£0,5

G3,3kat10 808 + 84 709 £+ 52 0,88 + 0,03 111 +48 6,0+0,2

@ bestimmt im LVE-Bereich der Amplitudentests bei einer konstanten Frequenz f'von 10 Hz und 25 °C; ®bestimmt {iber

Frequenztests gemessen bei einer konstanten Scherdeformation y von 1 % bei 25 °C.
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Tabelle A6: Anzahl lebender und toter B16F1-Zellen pro mm? und der prozentuale Anteil adhdrenter
von lebenden Zellen in den thiolactonhaltigen Hydrogelen und in Matrigel nach 24 h Inkubation bei
37 °Cund 5 % CO..

Hydrogel Zellanteil / % * Zellanzahl/mm?? Adhirente

lebend tot lebend tot Zellen / % "
Gn4 83 +8 17+8 316 £ 115 65 +28 14+12
Gné6 81+7 19+7 240 + 101 56+ 10 20+ 11
Gn8 82=+11 18+ 11 271 £ 80 58 +42 14+11
Gnl0 80+9 20+9 189 £ 62 48 +£21 12+9
Gkat4 90 +7 10+7 403 £219 47 + 26 12+6
Gkat6 87+10 13+ 10 299 £ 104 45 + 36 14+8
Gkat8 89+10 11+10 315+ 128 41 + 36 17+ 14
Gkat10 79 £ 15 21+15 231+ 105 62 +48 15+11
G1,5n4 86 + 8 14+8 507 + 143 80 + 53 50+9
G1,5n6 85+£5 15+5 466 + 136 82 +23 40+9
G1,5n8 77+9 23+9 438 £ 96 131 +59 42 +15
G1,5n10 71+ 15 29+ 15 275+139  113+60 37+20
G3,3n4 80+ 8 20+ 8 472 £126  119+52 55+10
G3,3n6 86+5 14+5 497 £ 112 84 +25 39+4
G3,3n8 77+9 23+9 468 £ 115 143 +61 36+ 6
G3,3n10 70 £ 11 3011 265+ 74 112+ 52 33+10
G1,5kat4 96 +2 4+2 517+ 117 21+ 11 53+13
G1,5kat6 97 +£2 2+2 418 £112 12+7 47+ 19
G1,5kat8 92+4 8+4 391 +78 34+ 16 40+ 16
G1,5kat10 89 +4 11+4 334 +53 40+ 16 38+7
G3,3kat4 94+ 6 6£6 491 + 148 31431 53+15
G3,3kat6 84+ 11 16 +11 309 + 149 58 +36 57+19
G3,3kat8 67+13 33+13 283+114 1376l 43+9
G3,3kat10 71+7 29 +7 241+ 71 98 + 14 44 +7
Matrigel 8116 19+ 16 431+180 104 +98 93+10

2 bestimmt iiber Lebend-Tot-Férbung; ® bestimmt iiber Durchlichtmikroskopie.
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Tabelle A7: Mittelwerte des Speichermoduls G'Lvg, des Verlustmoduls G 'Lvg, des Verlustfaktors

tandLve, der Nachgebgrenze yy und der Quellwerte On, der dualen Hydrogele und der dazugehorigen

kovalenten und physikalischen Kontrollgele.

Hydrogel G'we/Pa® G we/Pa?®  yp/%? tandLve * On"
Gd14 497 £ 76 167 £19 47+0 0,337+0,014 46 + 12
Gd1.6 1420 + 48 455 £ 17 42 +5 0,321 £0,001 29+7
Gd1.8 2400 + 164 707 + 39 47+ 0 0,295 = 0004 23+1
Gd1.10 2754 £ 28 772 £ 42 54+6 0,281 +0,013 22+2
Gd2 4 550 £ 80 183 £ 17 38+ 0 0,335+0,018 23+1
Gd2.6 1066 + 36 336 £5 42 +5 0,316 £ 0,015 22+0
Gd2.8 2147 £ 74 596 + 20 42 +5 0,278 = 0,000 21+£0
Gd2.10 2416 £5 592 + 61 42+ 5 0,245 £ 0,025 20+3
GdRGD1 5901 +£8 159+5 42 +5 0,270 £+ 0,005 18+1
GdRGD2 549 £ 16 145+4 27+3 0,264 + 0,001 22+1
GdRGD3 506 + 51 149 £ 15 34 +4 0,295 + 0,000 24+ 6
KG14 459+ 3 2+0 2+0 0,004 + 0,000 22+0
KG1.6 1600 + 358 4+2 1+0 0,003 + 0,000 18+ 0
KG1.8 2445 + 81 5+1 241 0,002 £+ 0,000 16 £0
KG1.10 3828 +£23 8+1 1+0 0,002 £+ 0,000 15+1
KG24 392+ 34 3+0 3+1 0,008 £ 0,001 31+7
KG2.6 1069 + 74 3+0 2+1 0,003 £ 0,000 26+5
KG2.8 2423 + 402 9+2 1+0 0,004 £+ 0,000 22+0
KG2.10 3908 © 11° l1°¢ 0,003 © 19 +4
KG3.4 58+ 17 69 £ 21 124 £ 29 1,170 £ 0,017 -
KG3.6 139+5 162+ 7 76 +0 1,172 £ 0,006 -
KG3.8 242+ 9 273+9 60+0 1,129 + 0,008 -
KG3.10 313 +£21 346 £ 15 54+6 1,107 £ 0,026 -

2 bestimmt {iber Amplitudentests bei einer konstanten Frequenz f von 1 Hz und einer Temperatur von 25 °C; ® nach 24 h

Quellung in PBS-Puffer bei 37 °C, ¢ Werte wurden aus nur einer Messung bestimmt.
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Tabelle A8: Zellviabilitit relativ zur Kontrolle in den thiolactonhaltigen Gastpolymeren PAdkac2,
PAdyaisu3, PAdyaisu4 und PAdkassarep und dem Wirtpolymer PCDS.

Konzentration Relative Zellviabilitiit / %

¢/ mg/mL PAdkar2 PAdkatsu3  PAdkatsu4  PAdkassurgp  PCDS
0,250 85+9 83+3 85+ 7 104 + 8 88 +2
0,500 103+ 19 87 +£8 81+3 115+ 21 89 +2
1,000 99 + 20 79+6 86 +3 92 £ 15 11119
2,000 102 + 11 115+ 1 104 £ 29 70 + 14 91 + 14
4,000 84+ 6 88 +22 113+ 10 48 +5 81+6
0,000 100 100 100 100 100

(Kontrolle)

2 bestimmt durch CCK-8-Assays von COS-7-Zellen nach 24 h Inkubation in der jeweiligen Polymerldsung bei 5 % CO2 und
37 °C.
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Tabelle A9: Anzahl lebender und toter B16F1-Zellen pro mm? und der prozentuale Anteil adhérenter

von lebenden Zellen in den dualen Hydrogelen, den entsprechenden kovalenten und physikalischen

Kontrollgelen und in Matrigel nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5 % COs.

Zellanteil / % * Zellanzahl/mm? Adhiirente
Hydrogel
lebend tot lebend tot Zellen / % °
Gdl.4 81+6 19+6 393 +95 90 + 32 5+7
Gd1.6 80+ 6 20+ 6 288 + 40 73 + 25 5+4
Gd1.8 81+6 19+6 421 + 146 93 + 33 3+3
Gdl1.10 75+ 15 25+ 15 314+54 132115 12+ 19
Gd2.4 73+9 27+9 228 + 89 79 + 26 7+6
Gd2.6 76 + 11 24+ 11 259+ 95 81 + 40 5+7
Gd2.8 68+9 32+9 222 + 74 103 + 43 11+13
Gd2.10 68 + 14 32+ 14 187 + 102 94 + 81 0+0
GdRGD1 94 +2 6+2 384 + 86 24+6 50+ 12
GdRGD2 88 +4 12+4 282 + 81 3511 35+ 17
GdRGD3 87+5 13+£5 259+ 71 38+ 15 29+21
KG1.4 72+ 10 28 + 10 277+ 74 105 + 37 0+0
KG1.6 71+12 29+ 12 259+ 79 107 + 49 0+0
KG1.8 59+ 11 41+ 11 206+ 123 140+ 67 4+10
KG1.10 68 + 8 32+8 272 +91 128 + 59 0+0
KG2.4 80+9 20+9 333 + 67 87 + 43 1+£2
KG2.6 69 +5 31+5 334+ 111 145 + 44 1+£2
KG2.8 70 + 13 30+ 13 272+122 106+ 46 0+0
KG2.10 55+18 45+ 18 184+101  158+98 0+0
KG3.4 79+ 7 21+7 570+ 128 162+ 101 14+6
KG3.6 87+5 13+£5 402 + 117 59 +26 15+9
KG3.8 86+ 6 14+6 397 + 88 67 + 30 8+9
KG3.10 78 + 8 22+8 325+ 108 93 + 47 7+4
Matrigel 79 + 14 21+ 14 370169 118 +123 100 £0

2 bestimmt iiber Lebend-Tot-Firbung; ® bestimmt iiber Durchlichtmikroskopie.
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Abbildung A1: 'H-NMR von 6-N-Acrylamidohexansédure (HexAAm) in CD;0D (400 MHz).
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Abbildung A2: 3C-NMR von 6-N-Acrylamidohexansiure (HexAAm) in CD;OD (101 MHz).
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Abbildung A3: 'H-NMR von 6-Acrylamido-N-(adamantan-1-yl)-hexanamid (AdHexAAm) in

CD;OD (400 MHz).
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Abbildung A4: 3C-NMR von 6-Acrylamido-N-(adamantan-1-yl)-hexanamid (AdHexAAm) in
CDsOD (151 MHz).
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Abbildung A5: "H-NMR von [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid (TMAEA) in D,O

(400 MHz).
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Abbildung A6: 3*C-NMR von [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumiodid (TMAEA) in D,O

(101 MHz).
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Abbildung A7: 'H-NMR von P(DMA-co-AdHexAAm-co-TMAEA) PAd3 in DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A8: "H-NMR von 6-O-Monotosyl-6-desoxy-B-cyclodextrin (B-CD-OTs) in DMSO-ds

(500 MHz).
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Abbildung A9: 3C-NMR von 6-O-Monotosyl-6-desoxy-p-cyclodextrin (3-CD-OTs) in DMSO-d

(101 MHz).
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Abbildung A10: 'H-NMR von Mono-(6-ethandiamin-6-deoxy)-p-cyclodextrin (3-CD-EDA) in
DMSO-ds (500 MHz).
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Abbildung A11: *C-NMR von Mono-(6-cthandiamin-6-deoxy)-B-cyclodextrin (B-CD-EDA) in

1005

DMSO-ds (151 MHz).

1177.4341
Caa H77 O34 N2
-0.9614 ppm
2742743
236.0716
176.1644 |
|
|
| 4412971
|
E |
] | [ 318.3004
] 419.3155
= h 608.1937 7271632 979.4482 1619.0895
e MMH T b ANV | VAL g ) N Y & i il
A A s A e o e A s e o L o e e I e o e T e ——t U U AR AR
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

miz

Abbildung A12: Massenspektrum von Mono-(6-ethandiamin-6-deoxy)-B-cyclodextrin (B-CD-EDA).
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Abbildung A13 '"H-NMR von P(DMA-co-HexAAm) PPCD1 in DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A14: 'H-NMR von P(DMA-co-HexAAm) PPCD2 in DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A15: 'H-NMR von P(DMA-co-HexAAm) PPCD3 in DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A16: 'H-NMR von P(DMA-co-HexA Am-co-B-CDHexAAm) PCD1 in DMSO-ds

(400 MHz).
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Abbildung A17: 'TH-NMR von P(DMA-co-HexA Am-co-B-CDHexAAm) PCD2 in DMSO-ds
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Abbildung A18: 'H-NMR von P(DMA-co-HexA Am-co-B-CDHexAAm) PCD3 in DMSO-ds
(600 MHz).
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Abbildung A19: 'H-NMR von N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton in DMSO-ds (500 MHz).
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Abbildung A20: *C-NMR von N-Acryloylhomocystein-y-thiolacton in DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A21: 'H-NMR von P(DMA-co-AdHexA Am-co-TLaAAm-co-TLaAAmSH) PAdpsu2 in
DMSO-ds (400 MHz).
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Abbildung A22: 'H-NMR von P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-TLaAAm-co-TLaAAmSH)
PAdkatSHZ in DMSO-d5 (500 MHZ).
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Abbildung A24: 'H-NMR von P(TMAEA-co-DMA-co-AdHexAAm-co-TLaAAm) PAdka2 in
DMSO-ds (500 MHz).
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Abbildung A25: 'H-NMR von PEGDA in DMSO-d; (400 MHz).
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Abbildung A26: 'H-NMR von Methacrylamid-GGRGDSF (600 MHz, DMSO-db).
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Abbildung A29: Selbstheilungstests von G7-G12 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation und einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Abbildung A30: Selbstheilungstests von Gn4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Abbildung A31: Selbstheilungstests von Gkat4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Abbildung A33: Selbstheilungstests von G3,3n4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.

253



Anhang

T T T T T T T T
1000 & . 1000 | .
% Sqquacansac R ORI s
100 100 k£ 4
. 7
T 4 & ot % f .
© ] o :
O o
3 01k 4 3 01k .
[e] [e]
b= b=
0,01 F - 0,01 k -
0,001 £ G'_G1,5katd E 0,001 £l o G G1,5kat6 E
G"_G1,5kat4, o G"_G1,5katé
1E-4 1 1 1 1 1E-4 1 1 1 1
100 200 300 400 100 200 300 400
Zeitt/s Zeitt/s
T T T T T T T T
1000 & . 1000
= ﬁfj ¥ N -
J []
[ ]
£ 1of J 1 & 1l % ° ]
o} | & b
O o
2 01f 1 3 o1k ]
[e] [e]
= = csmee
0,01 | . 0,01 k .
0,001 G'_G1,5kat8 3 0001Fl e G G1,5kat10 3
G"_G1,5kat8 o G"_G1,5kat10
1E-4 1 1 1 1 1E-4 1 1 1 1
100 200 300 400 100 200 300 400
Zeitt/s Zeitt/s

Abbildung A34: Selbstheilungstests von G1,5kat4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Abbildung A35: Selbstheilungstests von G3,3kat4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 10 Hz und 25 °C.
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Abbildung A36: Selbstheilungstests von Gd1.4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 1 Hz und 25 °C.
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Abbildung A37: Selbstheilungstests von Gd2.4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 1 Hz und 25 °C.
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Abbildung A38: Selbstheilungstests von GARGD1-3 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 1 Hz und 25 °C.
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Abbildung A39: Selbstheilungstests von KG3.4-10 gemessen bei abwechselnd 0,5 % und 500,0 %

Scherdeformation, einer konstanten Frequenz von 1 Hz und 25 °C.
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Abbildung A40: Auftragung des Speichermoduls G* und des Verlustmoduls G** gegen die Zeit ¢ flir
die dualen Hydrogele Gd1.4 und Gd1.10 (2 mol% Wirt-Gast, 3 mol% kovalent) sowie Gd2.4 und
Gd2.10 (2 mol% Wirt-Gast, 6 mol% kovalent) und die kovalenten Kontrollgele KG1.4 und KG1.10
(0 mol% Wirt-Gast, 3 mol% kovalent) sowie KG2.4 und KG2.10 (0 mol% Wirt-Gast, 6 mol%
kovalent) aufgenommen direkt nach dem Mischen der Polymerldsungen zur Bestimmung der
Gelierzeit bei einer Scherdeformation von y=1 %, einer Frequenz von /= 1 Hz und einer Temperatur

von 25 °C.
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Abbildung A41: Durchlichtmikroskopieaufnahmen in (A) 4 Gew.-%igen, (B) 6 Gew.-%igen (C)
8 Gew.-%igen und (D) 10 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogelen mit 3,3 mol% Vernetzung sowie (E) am
Boden eines 4 Gew.-%igen und (F) in einem 6 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogel mit 4,8 mol%

Vernetzung (gelber Kreis = Zelle im Fokus; orangener Kreis = Zelle nicht in der fokussierten Ebene).
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Abbildung A42: Durchlichtmikroskopieaufnahmen in (A) 8 Gew.-%igen und (B) 10 Gew.-%igen
Wirt-Gast-Hydrogelen mit 4,8 mol% Vernetzung sowie am Boden von (C) 4 Gew.-%igen und (D)
6 Gew.-%igen Wirt-Gast-Hydrogelen mit 7,5 mol% Vernetzung (gelber Kreis = Zelle im Fokus;

orangener Kreis = Zelle nicht in der fokussierten Ebene).
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Abbildung A43: Durchlichtaufnahmen der thiolactonhaltigen Wirt-Gast-Hydrogele Gn4-10 (A-D)
und Gkat4-10 (E-H).
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Abbildung A44: Durchlichtaufnahmen der RGD-funktionalisierten neutralen Wirt-Gast-Hydrogele
G1,5n4-10 (A-D) und G3,3n4-10 (E-H).
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Abbildung A45: Durchlichtaufnahmen der RGD-funktionalisierten kationischen Wirt-Gast-Hydrogele
G1,5kat4-10 (A-D) und G3,3kat4-10 (E-H).
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Eidesstattliche Versicherung

Eidesstattliche Versicherung (Affidavit)

Name, Vorname
(Surname, first name)

Matrikel-Nr.

(Enrolment number)

Belehrung:

Wer vorsétzlich gegen eine die Tauschung uber Pru-
fungsleistungen betreffende Regelung einer Hochschul-
prifungsordnung verstéRt, handelt ordnungswidrig. Die
Ordnungswidrigkeit kann mit einer GeldbulRe von bis zu
50.000,00 € geahndet werden. Zusténdige Verwaltungs-
behdrde fiir die Verfolgung und Ahndung von Ordnungs-
widrigkeiten ist der Kanzler/die Kanzlerin der Techni-
schen Universitdt Dortmund. Im Falle eines mehrfachen
oder sonstigen schwerwiegenden Tauschungsversu-
ches kann der Priifling zudem exmatrikuliert werden, §
63 Abs. 5 Hochschulgesetz NRW.

Die Abgabe einer falschen Versicherung an Eides statt
ist strafbar.

Wer vorsatzlich eine falsche Versicherung an Eides statt
abgibt, kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren
oder mit Geldstrafe bestraft werden, § 156 StGB. Die
fahrldssige Abgabe einer falschen Versicherung an
Eides statt kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu einem
Jahr oder Geldstrafe bestraft werden, § 161 StGB.

Die oben stehende Belehrung habe ich zur Kenntnis

genommen:

Official naotification:

Any person who intentionally breaches any regulation of
university examination regulations relating to deception
in examination performance is acting improperly. This
offence can be punished with a fine of up to EUR
50,000.00. The competent administrative authority for
the pursuit and prosecution of offences of this type is the
chancellor of the TU Dortmund University. In the case of
multiple or other serious attempts at deception, the
candidate can also be unenrolled, Section 63, paragraph
5 of the Universities Act of North Rhine-Westphalia.

The submission of a false affidavit is punishable.

Any person who intentionally submits a false affidavit
can be punished with a prison sentence of up to three
years or a fine, Section 156 of the Criminal Code. The
negligent submission of a false affidavit can be punished
with a prison sentence of up to one year or a fine,
Section 161 of the Criminal Code.

| have taken note of the above official notification.

Ort, Datum
(Place, date)

Titel der Dissertation:
(Title of the thesis):

Unterschrift
(Signature)

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorlie-
gende Dissertation mit dem Titel selbststandig und ohne
unzulassige fremde Hilfe angefertigt habe. Ich habe
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfs-
mittel benutzt sowie wortliche und sinngemale Zitate
kenntlich gemacht.

Die Arbeit hat in gegenwartiger oder in einer anderen
Fassung weder der TU Dortmund noch einer anderen
Hochschule im Zusammenhang mit einer staatlichen
oder akademischen Prifung vorgelegen.

| hereby swear that | have completed the present
dissertation independently and without inadmissible
external support. | have not used any sources or tools
other than those indicated and have identified literal
and analogous quotations.

The thesis in its current version or another version has
not been presented to the TU Dortmund University or
another university in connection with a state or
academic examination.*

*Please be aware that solely the German version of the affidavit ("Eidesstattliche Versicherung") for the PhD thesis is

the official and legally binding version.

Ort, Datum
(Place, date)

Unterschrift
(Signature)

266




