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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Wissenschaftliches Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionen zwischen humanen Zellen und
Stimulus-responsiven Polymeren zu untersuchen, neue Erkenntnisse tber den Einfluss der
Chemie und Ladung von Materialoberflachen sowie den Einfluss von Zellsekreten auf Zell-
Matrix Kontakte zu gewinnen und durch Implementierung optimierte Systeme und Methoden
zu ermoglichen. Anhand des pH-responsiven Biopolymers Alginat wurden verschiedenste
Hydrogel-basierte Plattformen im Kontext von Zell-Matrix Kontakten entwickelt und
untersucht. Die zelladhasionsfordernde Wirkung von Phenol-Gruppen konnte dargelegt und
durch Modifikation mit Tyramin die Kultivierung humaner, verankerungsabhangiger
Stammzellen auf dreidimensionalen Alginatstrukturen umgesetzt werden. Durch
Modifikation mit Poly(amidoaminen) gelang es, den Effekt der Oberflachenladung einer
Matrix auf die Adsorption von Proteinen sowie auf die Adhé&sion, den Phé&notyp und die
Differenzierungsprozesse humaner Stammzellen aufzuzeigen. Insbesondere wird die
mediierende Rolle von Proteinen im Kontext von Zell-Matrix Kontakten offenbart. Die
Responsivitdt von Kupfer-stabilisierten Alginatgelen auf das enzymatische Zellsekret
Lysyloxidase konnte durch eine Matrixdestabilisierung und Substanzfreisetzung demonstriert
werden. Die gewonnenen Erkenntnisse fordern das Verstdndnis und die gezielte Nutzung von
Zell-Matrix Kontakten und erdffnen neue Wege hinzu modernen Zellkulturverfahren,

Implantaten und Analysemethoden.



Abstract

Abstract

The scientific aim of the present thesis was to investigate the interactions between human
cells and stimulus-responsive polymers, to gain new insights into the influence of the
chemistry and charge of material surfaces as well as the influence of cell secretions on cell-
matrix contacts, and to enable optimized systems and methods through implementation. Using
the pH-responsive biopolymer alginate, various hydrogel-based platforms in the context of
cell-matrix contacts were developed and studied. The cell adhesive effect of phenol groups
was demonstrated and the cultivation of human anchorage-dependent stem cells on three-
dimensional alginate structures was implemented by modification with tyramine. By
modification with poly(amidoamines) the effect of the surface charge of a matrix on the
adsorption of proteins as well as on the adhesion, phenotype and differentiation processes of
human stem cells could be revealed. In particular, the mediating role of proteins in the context
of cell-matrix contacts is highlighted. The responsiveness of copper-stabilized alginate gels to
the enzymatic cell secretion lysyl oxidase could be demonstrated by matrix destabilization
and substance release. The knowledge gained promotes the understanding and the targeted use
of cell-matrix contacts and opens new ways to modern cell culture procedures, implants and

analytical methods.
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Interaktionen zwischen biologischen Systemen und Materialien sind allgegenwartig. So
besitzt jede menschliche Zelle eine sogenannte Zellumgebung, deren Eigenschaften das
Verhalten der Zelle maRgeblich bestimmt (1, 2). Das Einbringen von Biomaterialien in diese
Zellumgebung birgt die Chance biologische Prozesse verstehen und gezielt steuern zu kénnen
und dadurch moderne Zellkulturverfahren, Implantate und Analysemethoden zu ermdglichen.
Nach der Entdeckung und Namensgebung der Zelle im Jahre 1665 durch Robert Hooke
sollten zun&chst Jahrhunderte vergehen bis die erste fortlaufende, menschliche Zelllinie im
Jahre 1952 fir die Zellkultur zur Verfugung stand (3, 4). Die zellbiologische Forschung
expandierte zunehmend und gewann wertvolle Erkenntnisse zum Erhalt, Wachstum und zur
Manipulation der Zellen. Eng verbunden mit dem molekularbiologischen Fortschritt sind die
Erkenntnisse tber die biochemischen Wechselwirkungen der Zelle mit ihrer Umgebung. So
wurden im Laufe der Zeit die Eigenschaften der angebotenen Stoffe mit der Anderung der
Zellfunktion attribuiert. Der Einfluss der mechanischen Stabilitit sowie der Charakteristika
von Materialoberflichen wie Benetzbarkeit, Topographie, Chemie und Ladung wurden
zunehmend als kritische Parameter identifiziert (1, 2, 5, 6). Um die hoch komplexe und
dynamische Biogrenzflache noch besser abbilden und verstehen zu konnen, fanden mit
Beginn der 1990er Jahre schaltbare Materialien groBe Aufmerksamkeit (7). Diese
sogenannten Stimuli-responsiven Materialien besitzen die Fahigkeit sensitiv auf definierte
Reize mit einer Anderung ihrer strukturellen Beschaffenheit und folglich ihrer Funktionalitét
zu reagieren. In Verbindung mit Zellen entstehen so interaktive Systeme, bei denen beide, das
Material und die Zellen, in der Lage sind dynamisch auf den Reiz des respektive anderen
Systems zu antworten. In der Hoffnung, die fortschreitenden Erkenntnisse tber Zell-Matrix-
Interaktionen flr innovative Ldsungsansatze in der Diagnostik und Therapie nutzen zu
kdnnen, wurde die Biogrenzflache in den facheribergreifenden Fokus von Medizin, Biologie,
Biotechnologie, Chemie und Materialwissenschaften gertickt.

In der Forschung haufig vernachlassigt wird jedoch die entscheidende Rolle der Proteine fiir
die Kontakte zwischen Zellen und Materialien. Zellen interagieren nicht direkt mit den
Materialien, sondern (ber mediierende Proteine, die in Kkulrzester Zeit auf der
Materialoberflache adsorbiert Rezeptoren fur die Zellbindung zur Verfligung stellen (8). Die
Eigenschaften der Matrixoberflache beeinflussen hierbei initial die Adsorption spezifischer

Proteine in entsprechender Quantitat und Konformation und weiterfiihrend das Zellverhalten,
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wie beispielsweise die Adhé&sion und Differenzierung. Insbesondere adulte Stammzellen wie
mesenchymale Stammzellen (MSCs), die das Potential besitzen in mesodermale Zellen
(Knochen-, Knorpel-, Fett- und Muskelzellen) zu differenzieren (9), sind von therapeutischer
Relevanz und zeigten unter anderem in der Transplantation von Knochenmark und in
Knochenheilungsprozessen klinische Erfolge (10). Von besonderem Interesse sind dabei die
Interaktionen dieser hochfunktionalen Stammzellen mit ihrer Umgebung, um ihr génzliches,

vielversprechendes Potential fiir die gesellschaftliche Wertschépfung nutzen zu kénnen.

Um die Zell-Matrix Kontakte humaner Zellen verschiedener Potenz an Stimulus-responsiven
Polymeren untersuchen zu kénnen, bedarf es zunédchst der Bereitstellung eines geeigneten,
standardisierten Basismaterials. Als biokompatibles Polysaccharid naturlichen Ursprungs, das
unter physiologischen Temperaturen und pH mit divalenten Kationen Hydrogele mit
einstellbaren pordsen und mechanischen Eigenschaften bilden kann (11, 12), bietet sich
Alginat als polymeres Grundgerist an. Eine Vielzahl kommerziell erhaltlicher Alginate liegt
jedoch aufgrund unzureichender Prozessfuhrung und -dokumentation als Gemisch
verschiedenster Algenextrakte mit undefiniertem Ursprung vor. Zudem erfiillen nur die
wenigsten der kauflich erwerblichen Alginate die fir medizinische Anwendung notwendige
Reinheit (13, 14). Da die strukturellen Eigenschaften und die Reinheit des Biopolymers
jedoch letztlich die Funktionalitdit des Biomaterials bestimmen, wird auf eine
Standardisierung und Validierung des gesamten Herstellungsprozesses von der
Materialgewinnung bis zur finalen Applikation des Alginats abgezielt.

Entsprechend aufgereinigt liegt Alginat als biokompatibles Basismaterial vor, das aufgrund
seiner Carboxylgruppen von Natur aus pH-responsive Eigenschaften besitzt, die es bei einem
pH-Wechsel mit der Anderung seines Gel-Volumens (Schrumpfen/Expansion) reagieren lésst
(11). Der in den vergangenen Jahren fortschreitende Paradigmenwechsel von steifen
Zellkultursubstraten hin zu flexiblen Gelen, die die Zellumgebung verstarkt als eine
physiologischere Nische nachahmen sollen, begiinstigt den biomedizinischen Einsatz von
Alginat. Die Alginat-basierten GerUststrukturen finden dabei in unterschiedlichsten Formen
z.B. als sphérische Mikropartikel in gertihrten Bioreaktoren (15) oder als planare Gelschichten
in Zellkulturen (16) und Wundauflagen (17) Anwendung. Um das hohe Potenzial von
Alginatgelen ausschopfen zu kdnnen, sind neben den niedrigvolumigen Gelmatrizen jedoch
Systeme erforderlich, die in ihrem VVolumen skalierbar sind. So bedarf es beispielsweise in der
Gewebeziichtung an hochvolumigen Matrizen unterschiedlichsten Designs. In dem ersten

Teil dieser Arbeit soll deshalb der Gelierprozess von niedrig- und hochvolumigen Systemen
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auf Basis hochmolekularer Alginate verglichen und die Geleigenschaften im Kontext von
Zell-Matrix Kontakten untersucht werden.

Als hydrophiles, bioinertes Material, das mit seiner negativ geladenen Oberflache adhéasive
Wechselwirkungen mit Zellen unterbindet, wurde Alginat in den letzten Jahren intensiv im
Kontext der Immunisolation therapeutisch relevanter Zellen fir die Entwicklung neuer
Behandlungskonzepte von Diabetes mellitus untersucht (18, 19). Im weiteren Verlauf der Arbeit
soll die Anti-Adhasivitat des Alginats berwunden werden und infolgedessen Zell-Matrix
Kontakte ermdglicht und anschliefend mit Hilfe von optischen, mikrobiologischen und
immunochemischen Methoden analysiert werden. In diesem Kontext soll in dem zweiten Teil
dieser Arbeit der Einfluss der Oberflachenchemie auf die Interaktion von Stimulus-
responsivem Alginat mit humanen Zellen untersucht werden. Dazu bedarf es zunéchst einer
umfangreichen Charakterisierung der Oberflaichenmodifzierung und der synthetisierten
Materialeigenschaften. Mit Blick auf die mediierende Bedeutung von Proteinen zwischen
Material und Zelle sollen die Adsorption und die Stabilitdat der Proteine auf Materialien
unterschiedlicher Oberflachenchemie vergleichend untersucht und anschlieRend das Verhalten

der Zellen nach Applikation gepriift werden.

In direkter Beziehung zu der Chemie einer Oberflache steht dessen Ladung. So kénnen die
funktionalisierten Oberflachen je nach Typ der funktionalen Gruppen unterschiedliche
Ladungszustdnde aufweisen. Unter physiologischen Bedingungen besitzen beispielsweise
Carboxylgruppen negative (-COO") und Aminogruppen positive (-NHs") Ladungen. In dem
dritten Teil dieser Arbeit soll daher der Einfluss der Oberflachenladung von Materialien am
Beispiel vom pH-responsiven Alginat auf die Steuerung des Zellverhaltens, insbesondere
bezuglich der Adhé&sion und Differenzierung von MSCs auf verschieden geladenen
Materialoberflachen untersucht werden.

Es sind jedoch nicht nur die Eigenschaften von Materialien, die die Grenzflache zwischen
Zelle und Matrix bestimmen. So kdnnen auch Zellen Reize aussenden, auf die das Material
mit einer Struktur- und letztlich einer Eigenschaftsanderung reagieren kann. Je nach Zelltyp
konnen diese biologischen Stimuli beispielsweise Hormone, Enzyme oder andere
metabolische Produkte sein (20). In dem vierten Teil dieser Arbeit soll daher untersucht
werden, welchen Einfluss Zellsekrete auf Zell-Matrix Kontakte haben.
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MATERIALENTWICKLUNG MODIFIZIERUNG

Bereitstellung von Alginat als Bioaktivierung von

bioinertes, pH-responsives Alginat-Matrizen
Polymergerust

0,12 mL 5mL . ‘
1 (PITETIT)
oW AT)*" ‘ LLiis~
Skalierbarkeit des Einfluss der Einfluss der Einfluss von
Gelierprozesses Oberflachenchemie Oberflachenladung Zellsekreten

Abbildung 1: Ubersicht der in dieser Arbeit zu untersuchenden Themengebiete.

Die vorliegende Arbeit zielt im Ganzen darauf ab (Abbildung 1), das in vielerlei Hinsicht
limitierte grundlegende Verstandnis von Zell-Matrix Kontakten im Kontext Biopolymer-
basierter Materialien zur gezielten Steuerung und Nutzung zellul&ren Verhaltens zu steigern
und dadurch anwendungsbezogene Substrate flir moderne Zellkulturverfahren, Implantate und
Analyseverfahren zu ermdglichen. Als entsprechende Profiteure der in dieser Arbeit
entwickelten Konzepte und Systeme ist die Vielzahl an Forschungs- und Industriezweigen
adressiert, die wie beispielsweise die Medizin, Pharmazie, Biotechnologie und
Materialwissenschaften von den Grenzflachen zwischen Zellen und Materialen abhé&ngig sind.
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2  Grundlagen und Stand der Technik

2.1 Polymer-basierte Materialsysteme

2.1.1 Geruststrukturen fur Zellanwendungen

Biomaterialien

Als Biomaterialien werden gemaR der Definition des American National Institute of Health
Substanzen nattrlichen oder synthetischen Ursprungs bezeichnet, die fir einen beliebigen
Zeitraum Gewebe, Organe oder Funktionen des Kdorpers ergédnzen oder ersetzen, um die
Lebensqualitat des Einzelnen zu erhalten oder zu verbessern (21). Darlber hinausgehend
kénnen Biomaterialien auch Freisetzungssysteme darstellen (22). Als generelle
Anforderungen an Biomaterialien werden die Biokompatibilitadt, mechanische Integritat und
kontrollierte Stabilitat gestellt. Neben Metallen, Keramiken, Kompositen und biologischen
Matrizen wie beispielsweise Knochen oder Zellen, stehen insbesondere Polymere im Fokus
der Forschung. Dabei wird in Abhéngigkeit von deren Ursprung grob in natirliche und

synthetische Polymere unterschieden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswahl und Klassifikation von natirlichen und synthetischen Polymeren.

[ Ursprung Vorteile Nachteile
S
Natirlich
' ™
Kollagen Biokompatibel, Selbstassemblierung, Geringe strukturelle Integritat bei
biodegradierbar, Zellbindungsstellen niedrigen Konzentrationen
A S
' N\
Hyaluronséure Biokompatibel, biodegradierbar, Schnelle Degradierung, chemische
Zellbindungsstellen Modifikation fur Vernetzung notwendig
A J
4 =
Alginat Biokompatibel, Keine Zellbindungsstellen
ionotrope Gelierung
AN J
'd =
Agarose Physikalische Vernetzung, Léslichkeit
Temperatur-responsiv
. S
4 N\
Gelatine Biokompatibel, Thermische Vernetzung unter
biodegradierbar zellschadigenden Bedingungen
A
; —— 3
Chitosan Biokompatibel, biodegradierbar, Léslichkeit

Komplexierung mit Polyanionen

A
Synthetisch

Polyethylenglycol Biokompatibel, verschiedene Nicht biodegradierbar,
Molekulargewichte und Geometrien Keine Zellbindungsstellen

Polyacrylsiure Stabilitat, Vielzahl an Derivaten Nicht biodegradierbar,
verflgbar Keine Zellbindungsstellen
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Eine besondere Klasse polymerischer Biomaterialien stellen sogenannte Hydrogele dar. Per
Definition sind Hydrogele hydrophile Polymernetzwerke mit einer dreidimensionalen
Konfiguration, die eine Menge an Wasser oder biologischem Fluid von bis 90% oder mehr

aufnehmen konnen (23).

Stimulus-responsive Systeme

Systeme, die eine oder mehrere Eigenschaften aufgrund eines definierten Reizes andern,
werden als ,,Stimulus-responsiv‘ bezeichnet. An der Zell-Matrix Grenzflache entstehen dabei
interaktive Kontakte, bei denen beide, das Material und die Zellen, in der Lage sind
dynamisch auf den Reiz des respektive anderen Systems zu antworten. Potentielle Stimuli

lassen sich in physikalische, chemische und biologische Reize klassifizieren (Abbildung 2).

{ Physikalisch ‘ { Chemisch ‘ { Biologisch
Stimulus * Temperatur * pH * Enzyme
« Licht * lonenstarke * Inflammation
« Elektrisch = Solvent = Hormone
+ Ultraschall * Elektrochemisch * Weitere

+ Magnetisch metabolische
* Mechanisch Produkte
Polymer % 1) s 1) %3

system

3D Bulk-Gel Mizellen Burstenschicht Oberflaichengebundenes
Polymernetzwerk

e } N e ™
Strukturdnderung Eigenschaftsinderung
* Bindungsspaltung/-bildung

* Form (Expansion/Kollaps)

* Konformation - Sekundare Strukturen

Antwort B e o
* Sekundare Bindungen - Léslichkeit, Ladung, Polaritat
* lonisierung/(De)protonierung, « Degradation

Influx von Gegenionen und

Solventmolekiilen * Sol-Gel Ubergang

\ ) \ Osmotischer Druck J

~— -

Abbildung 2: Klassifikation stimulus-responsiver Polymersysteme mit potentiellen Reizen und
Reaktionen.

Stimulus-responsive Zell-Matrix Grenzflachen sind entweder extern reguliert oder autonom.
In diesem Kontext werden externe Stimuli als Reize definiert, die ihren Ursprung auRerhalb
der Grenzflachenumgebung besitzen und vom biologischen System entkoppelt sind. Im
Gegensatz dazu sind autonome Grenzflachen in der Lage ihre Funktion selbsterhaltend und

unabhdngig von externen Faktoren auszufiihren. Der Stimulus beeinflusst entweder das
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Material oder das Zellsystem und soll von dem jeweils anderen toleriert werden. Die Reiz-
induzierte Antwort des Materials stellt den Reiz fur das Zellsystem und umgekehrt dar. In
biologischen Systemen sind insbesondere Licht, elektrische Potentiale, mechanische
Beanspruchungen und kleine Anderungen in pH oder Temperatur attraktive und sanfte Reize.
Die Stimuli kénnen dabei global (z.B. pH und Temperatur) oder lokal (z.B. Licht) wirken und
gezielt Eigenschaften &ndern, die die Zell-Matrix Grenzflache bestimmen.

2.1.2 Einfluss von Matrixeigenschaften auf zellulares Verhalten

Zell-Matrix Kontakte werden Uberwiegend von den Eigenschaften der Matrix bestimmt, die
sich in physikalische (Oberflachentopographie, Elastizitat/Steifigkeit), chemische (Ladung,
Benetzbarkeit) und biologische (Biokompatibilitdt, bioaktive Rezeptoren) Einfllsse
unterteilen lassen. Die verschiedenen Matrixeigenschaften kénnen mafgeblich auf das
Verhalten von Zellen wie Vitalitdt, Adhasion, Proliferation, Migration, Differentiation,
Apoptose und Agglomeration einwirken und stellen somit nitzliche Parameter zur gezielten

Steuerung zelluldren Verhaltens dar.
Biokompatibilitat

Materialien, die keinen negativen Einfluss auf ihre biologische Umgebung ausuben, sind per
Definition biokompatibel. In Abh&ngigkeit der biologischen Reaktion werden dabei bioinerte,
bioaktive und bioresorbierbare Materialien unterschieden. Eine bioinerte Matrix verursacht
keine oder eine minimale Interaktion mit der biologischen Umgebung. Hingegen flhren
bioaktive Materialien zu kontrollierten Wechselwirkungen wie z.B. der Integration und
Akzeptanz von Implantaten oder zu bestimmten Zellreaktionen wie Proliferation oder
Differenzierung. Bioresorbierbare Materialien degradieren mit der Zeit und werden vom
umgebenden Gewebe aufgenommen und verarbeitet. Im Umkehrschluss besitzen nicht-
biokompatible Materialien einen negativen Einfluss auf die biologische Umgebung.
Unvertraglichkeiten &uf3ern sich beispielsweise in dem Absterben von Zellen, Fibrose- oder
Entziindungsreaktionen und werden unter anderem durch die Anwesenheit zytotoxischer
Substanzen/Bedingungen oder von Verunreinigungen wie Bakterien-Endotoxine verursacht.
Die Biovertréglichkeit von Materialien stellt somit eine Grundvoraussetzung fiir geeignete
Zell-Matrix Kontakte dar.
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Mechanische Stabilitéat

Der Einfluss der Elastizitat bzw. Steifigkeit eines Materials auf das Verhalten verankerungs-
abhangiger Zellen ist in der Literatur bereits gut dargelegt (5, 24). Neben der Zellverankerung
dient die Ausbildung von Fokalkontakten auch der Signallibertragung zwischen der Zelle und
ihrer Zellumgebung bis zu 5 um tief in die Matrix hinein (25). An die Substratsteifigkeit, die
im Wesentlichen (ber das Elastizitdtsmodul (E-Modul) beschrieben wird, werden in
Abhéangigkeit des Zelltyps unterschiedliche Anforderungen gestellt. Die Unterschiede reichen
von Zellen menschlichen Weichgewebes wie Neuronen oder Adipozyten mit elastischen
Umgebungen bis hin zu Knochen-harten Substraten fur Osteoblasten. Die Wahrnehmung und
Verarbeitung mechanischer Reize wurde insbesondere hinsichtlich der Zellanhaftung,
Proliferation, Migration, Genexpression und Differenzierung demonstriert (5, 26-28).
Nichtsdestotrotz beinhalten Standardkulturtechniken bis heute steife Zellkulturplastiken. Um
den unterschiedlichen Anforderungen humaner Zellen gerecht zu werden, bedarf es
Materialien mit einstellbarer, mechanischer Stabilitat. In diesem Kontext werden vor allem
Silikon-basierte Elastomere und biopolymere Gele, deren Steifigkeit tber die Beschaffenheit

ihrer Netzwerke reguliert werden kann, erforscht (29, 30).
Rauigkeit

Die Oberflachenrauigkeit (oder Topografie) einer Materialoberflache, die von glatten zu rauen
Profilen reicht, hat einen direkten Einfluss auf das Zellverhalten wie Adhé&sion, Morphologie,
Migration, Proliferation, Genexpression und Differenzierung (31, 32). Der Einsatz von
Schleifmitteln, Plasmaverfahren und Sauredtzungen sind géngige Methoden um verschieden
raue Oberflachen zu generieren. Nano-, Mikro- und Makrorauigkeiten kénnen dabei von
Zellen unterschiedlich wahrgenommen und verarbeitet werden (33). Beispielsweise
adhdrieren Fibroblasten vermehrt auf glatten und Osteoblasten bevorzugt auf rauen
Oberflachen (34). Die Rauigkeit von Materialoberflachen kann daher auch die Zellselektion

begunstigen.
Benetzbarkeit

Einer der Schliisselfaktoren fur die Regulation zelluldren Verhaltens stellt die Benetzbarkeit
(Hydrophilitat/Hydrophobitat) der Materialoberflache dar. Der Winkel, der nach dem Kontakt
eines Flussigkeitstropfens mit der Oberflache entsteht, gibt Aufschluss tber den hydrophilen/

hydrophoben Charakter der Materialoberflache. Im Falle eines Wassertropfens zeigen kleine
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Kontaktwinkel (® < 90°) die Hydrophilitat der Matrix an. Hydrophobe Materialoberfldchen
besitzen hingegen Kontaktwinkel von ® > 90° und werden ab 160° als superhydrophob
bezeichnet. Insbesondere bei wasserbindenden Materialien wie Hydrogelen wird die
sogenannte ,,captive bubble“-Methode angewendet, bei der eine Luftblase die mit Flissigkeit
umspulten Materialoberflache kontaktiert und der sich gebildete Kontaktwinkel ausgewertet
wird (35). Fur die Adhésion und Ausbreitung von Zellen haben sich hydrophile Materialien
als glnstig erwiesen. Je nach Zelltyp variiert der Bereich der Adhasions-férdernden
Benetzbarkeit. Fur eine Vielzahl von verankerungsabhangigen Zellen fuhren Kontaktwinkel
von 20°-70° zur stabilen Zelladhasion (34, 36).

Ladung

Verbunden mit der chemischen Komposition einer Matrix ist deren Ladung. Je nach Art der
funktionalen Einheiten und der Beschaffenheit der Umgebung (z.B. pH-Wert) kdnnen
unterschiedliche Ladungszustande vorliegen. Unter physiologischen Bedingungen besitzen
beispielsweise Carboxylgruppen negative (-COO’) und Aminogruppen positive (-NHs")
Ladungen. Es wurde festgestellt, dass Zellen auf Oberflachen mit hoheren Ladungsdichten
zunehmend adhdrierten (37). Generell gilt jedoch, dass gleiche Ladungen einander abstol3en
und unterschiedliche Ladungen einander anziehen. Da die Membran einer Zelle unter
anderem aus Proteinen, Polysacchariden und Phospholipiden besteht, ist die Nettoladung der
Zellperipherie negativ (8). Matrixoberflachen mit negativen Ladungen sind infolgedessen
abstoRRend fur Zellen sowie fir die Mehrheit von Adhdasionsvermittelnden Proteinen. Im
Umkehrschluss sind geeignete Oberflachen fur die Zelladhasion positiv geladen. Bisherige
Studien zeigten, dass zunehmend positive Oberflachenladungen die Haftung von Zellen wie
Fibroblasten (38, 39) und Osteoblasten steigerten (40, 41). Dariber hinaus besitzen positiv
geladene Substrate einen Osteogenese-induzierenden Effekt auf MSCs (42-45).

2.1.3 Alginat als Beispiel fur ein Stimulus-responsives Biomaterial

Gewinnung

Alginat ist ein saures Polysaccharid, das aus den Zellwénden von Braunalgen gewonnen wird
und etwa 20-40% des Trockengewichts der Algen ausmacht (46). Fir die Anwendung des
Polymers als Verdickungsmittel in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie in technischer
Qualitat wird neben der komplett maschinellen Ernte auch angespiiltes, verunreinigtes

Algenrohmaterial unbekannten Ursprungs verwendet. Den Kontaminationen entgegenwirkend
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werden Formaldehyd, UV-Strahlung und/oder hohe Temperaturen eingesetzt und damit
gleichzeitig die strukturelle Beschaffenheit des Rohmaterials hin zu niedermolekularen
Polymeren beeinflusst. Fir die Gewinnung von ultra-hoch viskosem Alginat in medizinischer
Quialitat wurde von Zimmermann et al. ein Prozess entwickelt, der von der Ernte bis zur
Anwendung darauf ausgelegt ist, die nativen, strukturellen Eigenschaften mit gréRtmdoglicher
Kettenldnge zu konservieren sowie die medizinische Reinheit und Sterilitat zu gewéhrleisten
(12, 47, 48). Darlber hinaus konnen Alginate im kleinen MaRstab in Bakterien mit

spezifischen Monomeranteilen hergestellt werden (46, 49).

Eigenschaften

Das Polysaccharid Alginat besteht aus langen, linearen Ketten, die sich aus B-D-
Mannuronsdure (M) und a-L-Guluronsédure (G) zusammensetzen und 1,4-glykodisch
gebunden zu konsekutiven (MMM, GGG) und alternierenden Blocken (MGM) arrangieren
(Abbildung 3A). In Abhéangigkeit der Algenspezies, des prozessierten Pflanzenteils und der
Wachstumsbedingungen (Habitat, saisonale Einflisse) variiert die Sequenz von M- und G-
Monomeren (46). Im Wassrigen erfolgt in Anwesenheit von multivalenten Kationen wie z.B.
Ca?*, Ba?* und Fe3*-lonen eine ionotrope Gelierung, bei der das Kation als Zentralatom von
den umliegenden Sauerstoffatomen der homopolymeren GG-Blocke koordinativ gebunden
wird und sich eine ionische Vernetzung als sogenanntes ,,egg-box“-Modell ausbildet
(Abbildung 3B).

Abbildung 3: A Exemplarische Kettenformation von Alginat aus homogenen und heterogenen
Blocken bestehend aus Guluronsdure (G) und Mannuronsdure (M). B Modell der
Komplexierung von Alginat mit divalenten Kationen zur Ausbildung eines Hydrogels.

Unter milden, physiologischen Bedingungen kénnen derart elastische Hydrogele mit sehr
hohen Wasseranteilen (>99%) (12) gebildet werden, deren mechanische und pordse
Eigenschaften iber das M/G-Verhaltnis, die Kettenlange, die Polymerkonzentration sowie die

Art und Konzentration des Quervernetzter eingestellt werden kénnen (11). Die Affinitéat der
10
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divalenten Kationen nimmt gemaR der Reihenfolge Mn?* < Zn?* < Ca®* < Sr** < Ba?** < Cu?*
< Pb?* zu (50). Das Herauslosen der netzwerkstabilisierenden, divalenten Kationen und die
damit einhergehende Gelverflissigung lasst sich unter Zugabe von Komplexbildnern wie
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) bewerkstelligen. Ebenso fuhren hohe, nicht-
physiologische Konzentrationen an monovalenten Kationen wie Na* zur Verflissigung der
Alginatgele (11).

In Abhangigkeit vom pH-Wert liegen die freien Carboxylgruppen deprotoniert als —-COO"
(basisches Milieu) oder protoniert als -COOH (saures Milieu) vor. Der Ladungswechsel fuhrt
innerhalb des Polymernetzwerks zur Anderung des Gelvolumens. Im Sauren schrumpfen
Alginatgele, wahrend sich im Basischen die negativen Carboxylgruppen einander abstofRRen
und infolgedessen die Gele expandieren. Dieses pH-responsive Verhalten der Alginatgele
wurde in der Vergangenheit insbesondere fiir die Substanzfreisetzung im sauren Milieu
verwendet. Die pH-Gradienten zwischen normalen und einigen pathologischen Geweben
(z.B. Tumore) sowie im gastrointestinalen Raum wurden ausgenutzt, um die in pH-

responsiven Materialien immobilisierten Wirkstoffe freizusetzen (51).

Aufgereinigtes Alginat ist biokompatibel. Die bioinerten Eigenschaften der Alginatmatrizen
beruhen auf deren negativen Nettoladungen und hohen Hydrophilitat, die eine ginstige
Adsorption  von  zelladhdsionsvermittelnden  Proteinen  verhindern  (29). Die
adhasionshemmenden Eigenschaften des Alginats sind insbesondere fiir die Immunisolation
von Zellen von Interesse (18). Hingegen verlangt die Kultivierung von Adhéasionsabhangigen
Zellen auf zwei- oder dreidimensionalen Alginatkonstrukten eine  geeignete
Matrixmodifikation, um die anti-adh&siven Eigenschaften des Alginats zu Gberwinden.

Modifizierungsstrategien

Fur die Funktionalisierung von Alginat liegen mit der Hydroxylgruppe (-OH), der
Carboxylgruppe (-COOH) und der o-1,4-glykosidischen Bindung drei verschiedene
Angriffspunkte vor, um die Struktur und infolgedessen die Eigenschaften des Polymers zu
verandern (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Funktionelle Gruppen des Alginats mit potentiellen Reaktionen zur Modifikation
des Alginatgerusts.

Im Falle der Hydroxylgruppen wurden in den letzten Jahren die Alginatstruktur Gber
Oxidation (52, 53), Sulfation (54, 55) und Copolymerisierung (56) modifiziert. Mit Hilfe von
Natriumperiodat reagieren die OH-Gruppen an der C-2 und C-3 Position unter Spaltung der
C-C-Bindung zu Aldehyden (-CHO). Die damit einhergehende Ring6ffnung fuhrt zu einer
groReren Rotationsfreiheit, reduzierten Steifigkeit und schnelleren Degradation (52). Der
Einsatz von Chlorsulfonsdure in Formamid resultiert in die Sulfatierung des Alginats, das
durch die strukturelle Ahnlichkeit zu Heparin gute Blutvertraglichkeit und eine
antikoagulierende Wirkung aufweist (57). Eine weitere Moglichkeit der Modifizierung ist die
Copolymerisation des Alginatsriickgrats ber die Generierung von Radikalen mittels
Initiatoren wie beispielsweise Ammoniumpersulfat (APS) hin zur radikalischen
Polymerisation mit Vinylmonomeren (58). Das Einfllhren neuer Polymerketten ist ein
beliebtes Mittel um das native, hydrophile Alginat zu hydrophobisieren und sterisch sperriger

zu gestalten.

Die Carboxylgruppe des Alginatmonomers kann in Anwesenheit eines Katalysators (z.B.
konzentrierte Schwefelsdure) mit verschiedensten Alkoholen verestert und mit den
eingebrachten Alkylgruppen die hydrophoben Eigenschaften des Polymers gesteigert werden
(59). In der Praxis bedeutend haufiger angewandt wird jedoch die Amidierung der
Carboxylgruppe mit Hilfe der Carbodiimide-Chemie. Die Reaktion mit N-(3-

Dimethylaminopropyl)-N’-Ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC) fihrt im Wassrigen zur
12
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Aktivierung der Carboxylgruppe unter Bildung eines labilen Intermediats, das mit N-
Hydroxysuccinimid (NHS) stabilisiert werden kann. An den entstandenen Alginatester
kdnnen infolgedessen Molekille mit einer terminalen Aminogruppe unter Bildung einer

Amidbindung konjugiert werden (29).

Die Modifizierung der a-1,4-glykosidischen Bindung geht mit der Spaltung der Bindung und
damit der Polymerkette einher. Die Behandlung von Alginat im sauren Milieu (60), mit UV-
Strahlung (61) oder dem Polymer-spezifischen Enzym Alginase (62) flhrt zu
niedermolekularen Alginaten. Bereits bei der Aufreinigung des Algenmaterials wird in der
kommerziellen Grol3produktion UV-Bestrahlung zur Desinfektion eingesetzt und folglich die
Kettenldngen von Anfang an klein gehalten. Die Konservierung der nativen, hohen
Kettenlédngen ist jedoch insbesondere im Hinblick auf die zelluldre und klinische Anwendung
von grofRer Bedeutung, da kleine Molekiilmassen an Alginat mit vermehrter Gewebefibrose
assoziiert wurden (63). Insofern keine gezielte Alginatdegradation gewiinscht ist, ist auf den

Einsatz von Sduren, UV-Strahlung und des Enzyms Alginase weitestgehend zu verzichten.

Bei der Funktionalisierung von unvernetztem Alginat ist zu beriicksichtigen, dass bei zu
hohen Modifizierungsgraden die Gelbildung ausbleiben kann, da fir den Gelierungsprozess
des Alginats mit divalenten Kationen die Sauerstoffatome der Hydroxyl- und
Carboxylgruppen rekrutiert werden. Die Herausforderung besteht darin, das Alginat in dem
MaRe zu modifizieren, dass die gewinschte Eigenschaftsanderung eintritt, jedoch noch
ausreichend freie funktionelle Gruppen fiir die Stabilisierung der divalenten Kationen
vorliegen. Um dies zu umgehen, stellt die Funktionalisierung bereits gelierter Alginatgele eine

alternative Modifizierungsstrategie dar.

Anwendung

Alginate finden vor allem in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie als Zusatzstoffe (E401-
E405) zur Viskositatserhohung und als Geliermittel Anwendung (50). Zum Einsatz kommen
dabei Alginate unterschiedlicher Reinheit und Molekilmassen. Die Anforderungen an das
Material fur pharmazeutische und medizinische Anwendungen sind jedoch bedeutend hoher.
Neben der Sterilitdt des Materials ist es erforderlich den Grad an Verunreinigungen wie
beispielsweise durch Proteinen, Polyphenolen, Schwermetallen und Bakterien-Endotoxinen
so gering wie moglich zu halten, um die Vertraglichkeit zu gewahrleisten. Hochmolekulare
Substrate zeigten dartiber hinaus reduzierte Gewebefibrosen nach Implantation (63).
Insbesondere fiir die Immobilisierung von Makromolekilen, Partikeln und Zellen finden
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Alginate hoherer Qualitdt Anwendung. Sie dienen z.B. als Depot fiir die kontrollierte Abgabe
von Wirkstoffen (64) oder als immunprotektive Hulle von Faktor-produzierenden Zellen (19).
Neben der Verwendung als Wundauflage (65, 66) werden Alginate zudem in der

Gewebetechnik als Geruststrukturen eingesetzt (67, 68).

2.2 Rolle der Proteine im Kontext von Zell-Matrix-Kontakten

Tritt ein Biomaterial mit einer biologischen Flissigkeit wie z.B. Blut oder Zellkulturmedien
in Kontakt, beginnen (Serum-)Proteine binnen Millisekunden auf der Matrixoberflache zu
adsorbieren. Dieser als Proteinadsorption bezeichnete Prozess hat zur Folge, dass die
Biomaterialoberflache von einer dynamischen Proteinschicht bedeckt wird, die als Mediator
zwischen Zellen und Matrix agiert (Abbildung 5). Ist eine Matrix nicht mit Proteinen oder
entsprechenden Rezeptoren ausgestattet, finden Zellen keine Bindungsstellen vor und kénnen
auf der Oberflache nicht adhérieren. Folglich ist eine geeignete Proteinadsorption auf der
Matrixoberflache essentiell fiir die Zelladhasion (8). In den folgenden Kapiteln werden daher

die jeweiligen Protein-Matrix und Zell-Protein Interaktionen ndher beleuchtet.

M\/ Losliche

Zell-Zell N~ —_—
Interaktion — ~—+ ~—— | E2M

Zell-Protein
Interaktion

Protein-Matrix
Interaktion

Abbildung 5: Schematische Abbildung Protein-mediierter Zell-Matrix und Zell-Zell Kontakte.
An Matrix-adsorbierten Proteinen adhéarieren Zellen tber Integrine. Cadherine und geldste
extrazellulare Matrix (EZM) ermoglichen Zell-Zell Wechselwirkungen. Abbildung abgeéndert
aus (69).
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2.2.1 Protein-Matrix Interaktionen

Die Adsorption von Proteinen auf der Matrixoberflache ist ein Wechselspiel, das von
mehreren Parametern beeinflusst wird. Zundchst bestimmt die Konzentration an geldsten
Proteinen die Menge an adsorbierten Proteinen. Hier gilt: Je mehr Proteine zur Verfugung
stehen, desto mehr Proteine binden an der Materialoberflache. Proteine mit geringerer
MolekiilgroRe erreichen dabei die Matrix schneller als gréRere, diffusionsgehinderte Proteine
und binden zuerst. Gemé&R dem Vroman-Effekt kénnen im weiteren Verlauf Proteine mit einer
hoheren Affinitdt zur Oberflache die bereits gebundenen Proteine ersetzen und starkere
Bindungen zur Matrix aufbauen (70). Neben den Proteinen selbst sind die Protein-Matrix
Interaktionen stark von der Materialoberflache beeinflusst. In  Abhéangigkeit der
Matrixeigenschaften adsorbieren spezifische Proteine in unterschiedlicher Quantitat und
Bioaktivitat (Abbildung 6).

Proteinadsorption

Eigenschaft der .
Matrixoberflache Hoch Gering

Benetzbarkeit Hydrophob Hydrophil
Ladung Positiv Negativ
'd ™\
Topographie Rau Glatt
Chemie -CHs;, -NH, -OH, -COOH

Abbildung 6: Einfluss der Beschaffenheit einer Matrixoberfliche auf die Adsorption von
Proteinen.

Im Wassrigen richten sich die hydrophoben Einheiten der Proteine zum Inneren der 3D-
Struktur und die hydrophilen Doménen zur Grenzflache aus. Im Falle einer hydrophoben
Matrixoberflache werden die verborgenen hydrophoben Proteineinheiten  durch
Faltungsprozesse freigelegt und interagieren anschlieBend mit der Matrix Uber
hydrophobische Interaktionen. Entscheidend fiir die Entfaltung sind die Proteinstruktur und
dessen Stabilitat. Thermodynamisch labilere Systeme neigen dazu sich leichter zu entfalten
als thermodynamisch stabilere. Mit der Anderung der Konformation kann jedoch ein Verlust
der Proteinaktivitat einhergehen, sodass Quantitat nicht mit Aktivitat gleichzusetzen ist (8,

71). Besitzt die Matrixoberfliche einen hydrophilen Charakter, so wechselwirken die

15



Grundlagen

hydrophilen Aminosduren in der Peripherie Uber ionische Bindungen mit dem Material.
Positiv geladene Regionen interagieren dabei bevorzugt mit negativeren Doménen und
umgekehrt. Infolgedessen kann Uber einen Ladungstransfer eine stabilisierende Ladung
zwischen den unterschiedlich geladenen Partnern Ubertragen werden und zur Protein-Matrix
Interaktion fihren (72). (Serum-)Proteine besitzen zum groBten Teil negative Nettoladungen
und adharieren vermehrt an positiv geladenen Matrixoberflachen. Die aus Aminosauren
bestehenden Proteine kénnen mit den vorliegenden Aminogruppen (-NH2/ NHs*) jedoch auch
positive Ladungen aufweisen und an negativ geladene Oberflachen adhdrieren. Die
beschriebene Abhdangigkeit der Proteinadsorption von der Benetzbarkeit und Ladung der
Matrix lasst sich gezielt Gber die Chemie der Materialoberflache steuern. So fuhren neutrale,
hydrophobe funktionelle Gruppen wie Methylgruppen (-CHsz) sowie positiv geladene
Aminogruppen (-NHz*) zu einem hohen Gehalt Matrix-adsorbierter Proteine und neutrale,
hydrophobe Hydroxylgruppen (-OH) sowie negativ geladene Carboxylgruppen (-COO") zu
geringen Proteinadsorptionen auf der Matrixoberflache (73, 74). Damit einhergehend werden
besonders hydrophile Materialien als ,non-fouling”“ bzw. ,anti-fouling“-Oberflachen
bezeichnet. Neben der Hydrophilie und Ladung der Matrix kann die Quantitat der
adsorbierten Proteine auch Uber die Topografie der Materialoberflache beeinflusst werden.
Raue, unebene Materialoberflachen bieten im Vergleich zu glatten Matrizen eine groRere
Fliche zur Proteinadsorption an (75). Uber gezielte Strukturierungen lassen sich
infolgedessen die Interaktionen zwischen der Matrix und den Proteinen erhéhen und somit

groRere Proteinmengen fir die Wechselwirkungen mit Zellen generieren.
2.2.2 Zell-Protein Interaktionen

Die in unterschiedlicher Quantitdit und Konformation/Aktivitat vorliegenden, Matrix-
adsorbierten Proteine stellen die direkten Bindungsstellen fur die Adhdsion von Zellen dar.
Eine entscheidende Rolle fur Zell-Protein-Interaktionen kommt der Klasse der Integrine als
Adhésionsrezeptoren zu. Integrine sind Transmembranproteine der Zellen und bilden ein
Bindeglied zwischen dem Zytoskelett und adh&siven Glykoproteinen wie beispielsweise
Fibronektin, Laminin und Kollagen (76, 77). Die Adhdrenz-Verbindungen von Zellen mit der
Matrix-adsorbierten Proteinschicht werden als Fokalkontakte bezeichnet, die Uber die
Zellverankerung hinaus auch zur Ubertragung von Signalen zwischen der Zelle und ihrer
Zellumgebung dienen (Abbildung 7). Informationen zur zellularen Umgebung wie

beispielsweise Topografie und mechanische Stabilitat werden tber die Fokalkontakte direkt
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ins Zellinnere gesendet und zum Beispiel in der Beschaffenheit des Zytoskeletts
verarbeitet (78).

Aktin-Filament 1

Y

Zytoskelett

Zellmembran

2 o

Glykoprotein

J U

Elastin

Extrazellulare
Matrix (EZM)

'
glykan-
¢ Komplex j‘

Abbildung 7: Schematische Komposition der extrazellularen Matrix und Abbildung eines
Fokalkontakts. Abbildung abgeéndert aus (79).

Die Ausbildung von Fokalkontakten ist ein mehrstufiger Prozess, der das initiale Erkennen
der Oberflache und die ersten, wenigen Bindungen zwischen den Integrinen und den
Adhéasionsmolekilen sowie die Ausbildung weiterer Kontakte mit zunehmender
Zellausbreitung umfasst (80). Die Abwesenheit von adhasiven Glykoproteinen unterbindet die
Ausbildung von Fokalkontakten und resultiert in Cadherin-vermittelten Zell-Zell Kontakten
in Suspension hin zur Bildung von Zellagglomeraten. Nicht alle Zellen sind fahig frei oder als
Agglomerate in Suspension zu existieren. So gibt es verankerungsabhangige Zellen deren
Viabilitdt und Funktionalitat stark von der Ausbildung von Fokalkontakten bedingt ist (81).
Zelluldre Prozesse wie Adhasion, Migration, Proliferation und Differenzierung werden von
den vorherrschenden Zell-Protein Interaktionen bestimmt. Adhdrente Zellen sekretieren
dartiber hinaus Makromolekiile wie Proteine, die eine sogenannte extrazelluldare Matrix
(EZM) ausbilden. Neben Kollagen, Elastin und Proteoglykanen finden sich auch
Wachstumsfaktoren in der EZM wieder, die es gemeinsam mit frei diffundierenden
Kohlenhydraten und weiteren ldslichen Molekiilen zu einer dynamischen und komplexen

Zellumgebung machen (81-83).
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2.3 Humane Zellsysteme

Der menschliche Korper besteht aus tber 200 verschiedenen Zelltypen, die in
unterschiedlichsten Umgebungen mit spezifischen Funktionen ausgestattet sind. Die ersten,
humanen Zellen, die gezielt aulRerhalb des menschlichen Korpers kultiviert worden sind,
waren 1952 die von der Patientin Henrietta Lacks isolierten Tumorzelllinie HelLa (4). Seither
entwickelten sich rasant Zell-spezifische Kultivierungsprotokolle fur verschiedenste, humane
Zelltypen. Mit der Kultivierung humaner Zellen wurden bereits und werden zukinftig Zell-

basierte Krankheitsmodelle, Therapien und Analyseverfahren ermdéglicht.
2.3.1 Mesenchymale Stammzellen

Im Jahr 1966 beschrieb Friedenstein als Erster humane mesenchymale Stammzellen (MSCs)
(84), die im undifferenzierten Zustand im Gewebe vorliegen und das Potential besitzen in
mesodermale Zelltypen (Knochen, Knorpel, Fett und Muskel) zu differenzieren (9). Die
Existenz humaner MSCs wurde bereits in adulten Geweben wie beispielsweise im
Knochenmark, Fettgewebe und Blut als auch in neonatalen Geweben wie der Plazenta und im
Nabelschnurblut und -gewebe (Wharton’sche Sulze) bestatigt (85, 86). Zunéchst kritisch
bedugt, zeigte sich binnen der letzten 50 Jahre das vielversprechende Potential der MSCs.
Neben der Multipotenz konnten zudem die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (87),
Immunmodulation (88) und Unterstitzung zur Regeneration geschadigter Zellen/Gewebe
durch gezielte Migration (89), Hemmung der Ausschittung von Cytokinen (88) und Sekretion
regenerationsfordernder Faktoren (86, 90) den MSCs zugeschrieben werden. Im menschlichen
Organismus sind die MSCs daher unter anderem fur die Gewebe-Homd@ostase zustandig. Dem
zu Grunde liegend besitzen MSCs unter anderem ein grofRes Potential fiir regenerative,
therapeutische Anwendungen. Im Rahmen von Knochenmarktransplantationen und
Knochenheilungsprozessen zeigten MSCs bereits klinische Erfolge (10) und wurden
weitergehend zur Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen, Herzinfarkten und
Nierenversagen untersucht. Durch die immunsuppressiven Eigenschaften der MSCs besteht

zudem das Potential allogener Transplantationen.

Um die therapeutischen Mdoglichkeiten der MSCs ausschopfen zu konnen, bedarf es

geeigneter und kontrollierter Kultivierungsbedingungen. Die verankerungsabhangigen Zellen

zeigen in der Zellkultur eine heterogene Morphologie. Daruber hinaus kénnen MSCs in

Abhéngigkeit des biologischen Ursprungs und der Isolierungsmethode unterschiedliche

Genexpressionen aufweisen (91). Infolgedessen wurden 2006 von der International Society of
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Cellular Therapy Mindestkriterien fir die Definition von MSCs vorgeschlagen (92). Dem
folgend mussen MSCs in der Lage sein unter Standardzellkultur-bedingungen auf Plastik zu
adhdrieren, in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chrondoblasten zu differenzieren und
die MSC-spezifischen Marker Endoglin (ENG), 5 -Nukleotidase (NT5E) und THY1 zu

exprimieren.
2.3.2 Induziert-pluripotente Stammzellen

Ein noch héheres Entwicklungspotential als die multipotenten mesenchymalen Stammzellen
besitzen pluripotente Stammzellen, die die Fahigkeit besitzen in die Zelltypen des
mesodermen, endodermen und ectodermen Keimblatts zu differenzieren. Seit der
Pionierarbeit von Takahashi und Kollegen im Jahr 2006 ist es mdglich, durch
Umprogrammierung von adulten Zellen sogenannte induziert-pluripotente Stammzellen zu
generieren (93). Das Einfiihren von Pluripotenzfaktoren in adulte Zellen, z.B. durch
retrovirale Transduktion, ist im Gegensatz zur Bereitstellung pluripotenter embryonaler
Stammzellen ethisch unbedenklich. Mit der Generierung humaner induziert-pluripotenter
Stammzellen (hiPSCs) eroffnete sich ein enormes Potential unter anderem fir die
personalisierte Medizin durch die Herstellung Patienten-spezifischer Zellen und Krankheits-
spezifischer Modellsysteme. Der klinische Einsatz von hiPSC-basierten Systemen birgt nach
Transplantation jedoch die Herausforderung moglicher Teratombildung (94). Somit wird vor
der klinischen Anwendung ein Nachweis abgeschlossener bzw. gerichteter Differenzierung
notwendig. Die Eigenschaft zur nahezu unbegrenzten Selbsterneuerung ermdglicht die
Expansion der Zellen in vitro. Die adharente Kultivierung erfolgt im Allgemeinen auf Protein-
beschichteter Zellkulturplastik als mehrzellige Kolonien oder als Einzelzellen.

2.3.3 Zellen des retinalen Pigmentepithels

Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist eine zellulare Monoschicht der Netzhaut im Auge, die
sich zwischen der Aderhaut und den Photorezeptoren befindet und essentielle Funktionen fur
den Sehprozess Gbernimmt. Im Gegensatz zu den Stammzellen sind RPE-Zellen spezialisierte
Zellen, die im menschlichen Organismus die Blut-Retina-Barriere formen (95). Die durch
Melanin schwarz pigmentierten Zellen absorbieren (berschiissiges Licht und verhindern
derart storende Lichtreflexionen im Auge (96). Dartiber hinaus versorgen die hexagonal
geformten RPE-Zellen die Photorezeptoren mit Nahrstoffen und sind bei der Erneuerung und
beim Abbau von Photorezeptoraullensegmenten beteiligt (97). Die altersbedingte Abnahme
der Funktionsfahigkeit von RPE-Zellen beeinflusst daher nicht nur die RPE-Zellen selbst
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sondern auch die umliegenden Strukturen und steht im direkten Zusammenhang mit
verschiedenen Krankheitsbildern, insbesondere der altersbedingten Makuladegeneration (98).
Die Degeneration des RPE in der Makula, dem Bereich des schérfsten Sehens, kann zu
starken Sehbehinderungen (z.B. Schwierigkeiten beim Lesen, Erkennen von Gesichtern und
Autofahren) bis hin zur Erblindung flhren. Ein Therapieansatz gegen die Makuladegeneration
stellt die Bereitstellung neuer, in vitro kultivierter RPE-Zellschichten dar (99, 100).

ARPE-19 ist eine RPE-Zelllinie, die 1986 durch Aotaki-Keen von den gesunden Augen eines
19-jahrigen, mannlichen Spenders isoliert wurde, der nach einem Motoradunfall durch ein
Schédeltrauma ums Leben kam (101). Nach mehreren selektiven Trypsinierungen entstanden
uniforme Epithelzellen mit hohem Wachstumspotential, die eine pigmentierte
Monozellschicht mit dichten Verbindungen (tight junctions von 50-100 Ohm/cm?) ausbilden
und die RPE-spezifischen Marker CRALBP und RPE6G5 exprimieren. Bereits seit Jahrzehnten
werden ARPE-19 Zellen, die strukturelle und funktionelle Eigenschaften von RPE-Zellen
besitzen, als Zellmodell fir in-vitro-Studien genutzt (101-103).
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3 Material und Methoden

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil von eigenen, bereits veroffentlichten
Originalarbeiten (15, 16, 104-106).

3.1 Herstellung von Alginat-Substraten

3.1.1 Gewinnung, Prozessierung und Reinigung von Alginat

Algenernte

Hinweis: Teile dieses Unterkapitels sind Bestandteil eines zur Publikation vorbereiteten
Manuskripts (107).

Die Ernte der in Chile heimischen Braunalgen Lessonia trabeculata (LT) und Lessonia
nigrescens (LN) erfolgte im September 2014 sowie im Marz und Oktober 2015
(Abbildung 8).

A

collecting protocoll
boat job

of the operator:
Pod” Phe Tullp )

'@ of the boat team:

Abbildung 8: Standardisierung und Evaluation des Ernteprozesses der Algen Lessonia
trabeculata (subtidal (A)) und Lessonia nigrescens (tidal, (B)) mit Hilfe eines GMP-konformen
Algensammel-Kits (C) inklusive eines Protokolls mit Handlungsanweisungen und Mdglichkeit
der Daten-Dokumentation (D), eines GPS-gestutzten Ortungsgerdts zur geografischen
Positionsbestimmung und Datenlogger hinsichtlich der Temperatur und Luftfeuchte (E) sowie
Aufbewahrungsbehalter fir Wasserproben (F).
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Die LT-Ernte erfolgte ortsaufgelost (GPS-gestitztes Ortungsgerdt; miniHomer, Navin,
Valéncia, Spanien) in der Subtidalzone von Punta de Lobos (28° 35 S, 71° 02" W £ 5 km,
Abbildung 8 A). LN-Proben wurden in der intertidalen Zone von Mineral de Talca (30°5™" S,
71° 40" W £ 5 km) gesammelt (Abbildung 8 B). Fur eine standardisierte Durchfihrung und
Evaluation des Ernteprozesses wurden GMP-konforme Algensammel-Kits (Alginatec,
Riedenheim, Deutschland) eingesetzt (Abbildung 8 C). Es wurde ein 21-seitiges Protokoll mit
Arbeitsanweisungen und Mdéglichkeiten der Datendokumentation erstellt und genutzt, das die
Prozessschritte fiir die verschiedenen Algenspezies erfasste (Abbildung 8 D). Das Habitat der
Algen und der Verlauf der Ernte wurde zum einen zeitlich und mit Hilfe eines GPS-gestlitzten
Ortungsgerat Ortlich charakterisiert. Zum anderen wurden die Umgebungstemperatur und
Luftfeuchte als saisonale Konditionen mit Dataloggern (EBI20-TH1, Ebro, Ingolstadt
Deutschland) dokumentiert (Abbildung 8 E). Eine Probenahme von 2 x 50 mL Wasser direkt
vom Wachstumsort der Alge erfolgten flr die potentiellen Analysen des Wassers auf u.A.
Salze und Mikroorganismen (Abbildung 8 F). Es wurden ausschlieBlich Stiele optisch
einwandfreier Algen mit einem Durchmesser von 2-4 cm als 40-80 cm lange Proben von der
Pflanze getrennt und je 10 + 2 kg Material pro UV-protektivem Beutel zusammengefasst. Mit
einem Strichcode-gekennzeichneten Kabelbinder wurde das Ortungsgerat an den
Probenbehélter angebracht und die Algen-beladenen Beutel verschlossen.

Algentransport

Der Transport gesammelter Algen erfolgte in UV-protektiven Beuteln, in denen Datalogger
(EBI 20-TH1, Ebro, Ingolstadt Deutschland) die Temperatur und Feuchte protokollierten und
die mit einem  Strichcode-gekennzeichneten  Kabelbinder  verschlossen  waren
(Abbildung 9 A). Ein GPS-gestiitztes Ortungsgerat (miniHomer, Navin, Valéncia, Spanien)
zeichnete den zurlickgelegten Transportweg auf (Abbildung 9 B). Nach Ankunft der
Algenproben im chilenischen Prozesslabor erfolgte die Kontrolle des Transportes durch die
Auswertung der Temperatur- und Feuchtekurven der Datalogger. Es wurden ausschliel3lich
Algen aus Probenbehaltern weiterprozessiert, die tber die gesamte Dauer des Transports
verschlossen waren (kontinuierliches Luftfeuchte-Plateau bei rH =100%) und eine
Temperatur <50 °C zeigten (Abbildung 9 C).
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Abbildung 9: Standardisierung und Evaluation des Transports standardisiert geernteter
Algenstiele in UV-protektiven, per Strichcode-zugeordneten Beuteln (A) ausgestattet mit einem
GPS-gestiutzten Ortungsgerat zur Verfolgung von Ort und Zeit des Transportvorgangs (B)
sowie einem Datenlogger fur die Dokumentation der Temperatur und Feuchte innerhalb des
Probenbehélters (C).

Veredelungsprozess gesammelter Algen

Nach der Ernte und dem Transport der Algen wurde ein Veredelungsprozess durchgefihrt
(Abbildung 10, Tabelle 2).

Abbildung 10: Standardisierung und Evaluation der Prozessierung von Algenstielen. (A)
Waschen und Bursten; (B) Entfernen von Verunreinigungen in der Schale; (C) Zerkleinern der
unterschiedlich grof3en Stiele zu <1cm groBen Granulaten; (D) Temperatur- und Feuchte-
kontrollierte Trocknung bei 50 °C; (E) Bestimmung der Restfeuchte des getrockneten
Algengranulats (Bedingung: rH <0,5%); (F) Transport und Lagerung in Vakuum-verpackten,
QR-gekennzeichneten Beuteln je 250 g prozessiertem Algengranulat.
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Tabelle 2: Standardisierte Prozessschritte zur Veredelung gesammelter Makroalgen.

Prozessschritt Kriterium

Reinigung von Oberflachen und Instrumenten <3000 RLU

mit ATP-basiertem Hygienestandard

Waschen, Biirsten, Schélen Oberflachliche Verunreinigungen sind
entfernt

Zerkleinerungsprozess <1 cm groRe Granulate

Trocknung bei 50 °C rH <0,5%

Verpacken in QR-Code gekennzeichneten, 250+5¢

UV-protektiven Beuteln

Anlegen von Vakuum Vakuum

Die Algenstiele wurden einer oberflachlichen Reinigungsprozedur unterzogen und
anschlieBend durch Schalen von den Mikroorgansimen in der Algenschale befreit
(Abbildung 10 A/B). Ein ATP-basierter Hygienestandard kontrollierte die Verunreinigung
aller verwendeten Oberflachen und Instrumente, um das Einbringen zusétzlicher
Mikroorgansimen zu vermeiden. Ausschlieflich Oberflaichen mit ATP-Werten <3000 RLU
wurden fur die Prozessierung der Algen verwendet. Im Falle hoherer ATP-Werte erfolgte eine
Reinigung mit Wasser und Ethanol bis der ATP-Grenzwert unterschritten wurde. Ein
einheitlicher Grolienstandard des Algenmaterials wurde durch das Zerkleinern der 2-4 cm
dicken und 40-80cm langen Algenstiele zu <1cm groBen Granulaten etabliert
(Abbildung 10 C/D). Die Trocknung der Algengranulate wurde von einem offenen System im
chilenischen Hochgebirge mit einem Risiko von Temperatur- und Feuchteschwankungen
sowie dem potentieller Verunreinigungen hin zu kontrollierten Laborbedingungen im
Trockenschrank bei 50°C mit Temperatur- und Feuchtedokumentation optimiert
(Abbildung 10 D). Zudem wurde ein Abbruchkriterium der Algentrocknung bei einer
Restfeuchte des Algengranulats von rH < 0,5% eingefthrt (Abbildung 10 E). Durch Zugabe
eines Silberion-haltigen Préparats und Anlegen eines Vakuums wurden Arbeitsabldufe
hinsichtlich der Unterdriickung mikrobiellen Wachstums wahrend des Transports und der
Lagerung des Algenmaterials dem Prozess hinzugefligt. Derart entstanden VVakuum-verpackte
Chargen je 250 g getrockneten Algengranulats, die anschlielend mit einem entsprechenden
QR-Code gekennzeichnet zur weiteren Verarbeitung nach Deutschland verschickt wurden
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(Abbildung 10 F). Das angelegte VVakuum diente dariiber hinaus auch als Kontrolle (iber den
Verschluss der Probenbehélter. Es wurden ausschlieRlich Probenbehélter fur die Extraktion
von Alginat aus den getrockneten Algengranulaten verwendet, bei denen nach dem Transport

und der Lagerung das Vakuum fortbestand.

Extraktion von Alginat aus Braunalgen

Der Extraktionsprozess von Alginaten Kklinischen Grades wurde gemalR der publizierten
Methodik von Zimmermann et al. (47, 108) unter Reinraumbedingungen durchgefiihrt und
umfasste sowohl die Rehydratisierung und Aufreinigung der Algen als auch die Extraktion
von Alginat aus den Algen mit Hilfe von Komplexbildnern sowie die sich anschlieRende
Alginataufreinigung tber Vor- und Sterilfiltration und mehrfacher, ethanolischer Fallung.
Verwendet wurden ausschliel}lich Materialien besonderer Reinheit wie beispielsweise Wasser
flr Injektionszwecke (WFI; Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) und Ethanol zur Analyse
(Emsure®, VWR, Darmstadt, Deutschland). Im Falle von LN erfolgte die Alginatextraktion
aus der Alge mit Hilfe von Iminodisuccinat (Baypure®; Lanxess, Leverkusen, Deutschland)
und bei LT nach einem S&ureaufschluss mit 5%iger Salzsdure (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) durch die Komplexbildner Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA; Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) und Natriumgluconat (Merck, Darmstadt, Deutschland). Das Alginat

wurde als Kaliumalginat gefallt und entwassert bei 4 °C gelagert.

Zur Dokumentation und Evaluation dieser Prozessschritte wurde eine photometrische
Uberwachung der Prozesslésungen mittels UV/VIS-Spektroskopie (Photometer: DU 730,
Beckman Coulter, Fullerton, USA) etabliert (Abbildung 11). Durch mehrfaches Waschen der
Algengranulate mit Wasser und Ethanol wurden sowohl waéssrige als auch organische
Verunreinigungen wie beispielsweise der Farbstoff Chlorophyll (A =400-500 nm und
A = 600-700 nm) aus den tidal wachsenden LN herausgewaschen. Alginat, das aus der Alge
extrahiert wurde, wurde bei einer Absorptionswellenldnge um 210 nm nachgewiesen. Neben
dem Alginat wurde zudem die Anwesenheit weiterer organischer Substanzen wie z.B.
Proteine (A =220-280 nm), Fucoidan (A ~250 nm) und die eingesetzte Zellulose (A = 250-

400 nm) untersucht.
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Abbildung 11: Photometrische Dokumentation und Kontrolle verschiedener Ldsungen des
Extraktions- und Aufreinigungsprozesses von Alginat aus getrockneten Granulaten der Algen
Lessonia trabeculata (LT) und Lessonia nigrescens (LN). Dargestellt sind reprasentative UV/VIS-
Absorptionsspektren.

3.1.2 Herstellung verschiedener Gelstrukturen

Alginatgelschichten

Die aus LN und LT extrahierten, hochmolekularen Alginate wurden zunéchst separat in
isotonischer, 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung (NACL; B. Braun, Melsungen, Deutschland)
geldst und anschlieBend zu gleichen Teilen gemischt. Polystyrol-basierte Deckglaser (PC;
Thermanox™, @ 13 mm, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) dienten zur
Fixierung der Alginate und wurden hierzu fur 30 min bei 37 °C mit einer 1:5 verdiinnten
Losung [% v/v] an poly-L-Lysin (pLL; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und
Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS; Gibco, Karlsruhe, Deutschland) behandelt.
120 puL an 0.65%iger [% w/v] Alginatlésung (LN/LT 1:1) wurde danach auf die Luft-
getrockneten, behandelten PC pipettiert und verteilt. Unter Zugabe wvon 800 pL
Vernetzerlosung (20 mM Bariumchlorid bzw. 20 mM Kupfersulfat-Pentahydrat, 115 mM
Natriumchlorid und 5 mM L-Histidin; alle Chemikalien von Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) gelierte das Alginat fur 20 min bei Raumtemperatur (RT). Die Alginatschichten
(Hohe: 1.4 mm, Durchmesser: 13 mm) wurden letztendlich dreimal mit NACL (je 2 mL)

gewaschen und bei 4 °C gelagert.
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Sphérische Alginatgele

Zur Herstellung von sphérischen Gelen wurde die Alginatlésung (LN/LT 1:1, 0.65% w/v) mit
Hilfe eines koaxialen Luftstroms dispergiert und anschlielend in einem Vernetzungshad
(20 mM Bariumchlorid bzw. 20 mM Kupfersulfat-Pentahydrat, 115 mM Natriumchlorid und
5mM L-Histidin, 290-300 mOsmol) fir 20 min bei RT geliert. In Abhangigkeit des
eingestellten Luftstroms entstanden derart sphérische Alginatgele in einstellbarer Groiie (z.B.
<50 um oder 400 um), die nach dreimaligem Waschen in NACL bei 4°C bis zur

Verwendung gelagert wurden.
Zylindrische Gelstrukturen

Fur hochvolumige, zylindrische Alginatgele wurden 5 mL Alginatlésung (LN/LT 1:1, 0.5%
bzw. 1.0% w/v) in eine Dialysemembran (8 kDa, @ 11.5 mm, VWR, Darmstadt, Deutschland)
geflllt und fur 1 h, 2 h, 3h bzw. 4 h in einem wassrigen 11,6 mM Calciumsulfat-Dihydrat-
Bad (290-300 mOsmol, pH=7,4; Alfa Aesar, Kandel, Deutschland) bei RT vernetzt,
anschlieBend grindlich mit NACL gewaschen und bei 4 °C gelagert.

UV-vernetzte Hyaluronsaure-Gele

Die Herstellung von photopolymerisierbarer Hyaluronsédure erfolgte geméaf der beschriebenen
Vorgehensweise nach Schramm et al. (109). 150 mg Hyaluronsdure (HA; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) wurden zu einer 1%igen HA-LOsung in 15 mL doppelt
destillierten Wasser (d2H20) geldst und unter Riihren bei RT mit einem Gemisch von 330 pL
Triethylamin (Merck, Darmstadt, Deutschland), 330 pL Glycidylmethacrylat (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) und 330 mg Tetrabutylammoniumbromid (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) versetzt. Nach 24-stindigem Rihren bei RT wurde das
Reaktionsgemisch fir 1 h auf 60 °C erhitzt und anschliefend durch tropfchenweise Zugabe
von Aceton (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) geféllt. Das Prazipitat wurde danach unter
Ruhren fir 12 h bei RT in 15 mL d2H2O geldst und bei 4 °C gelagert. Die Gelierung von
5 mL Glycidylmethacrylat-konjugierter Hyaluronsaure erfolgte letztendlich nach der Zugabe
von 0,25 mL N-Vinylpyrrolidinon und 100 mg Irgacure 2959 (beides von Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) und UV-Exposition (365 nm, 100 mW/cm?) fiir 5 bzw. 20 min.
Vor der Nutzung der UV-vernetzten Hyaluronsdure-Gele wurde eine 48-stiindige Dialyse

gegen PBS durchgefihrt.
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3.2 Methoden zur chemischen Funktionalisierung von Alginat

Aktivierung mittels Carbodiimide-Chemie

Molekile mit einer terminalen Aminogruppe lassen sich mit Hilfe der wassrigen
Carbodiimide-Chemie an das Alginatriickgrat konjugieren (29, 16, 104). Dazu wurden
zundchst die Carboxylgruppen des Alginats fur 30 min und bei RT mit einer wassrigen
200 mM  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-Ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC)-L&sung
aktiviert und dann das labile Intermediat mit 50 mM N-Hydroxysuccinimid (NHS) stabilisiert
(beide Chemikalien von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Der resultierende
Alginatester stand infolgedessen fiir die sich anschlieBende Amidierung mit dem NH2-

Molekl zur Verfiigung.
Tyramin-Konjugation

Fur die Kopplung von Tyramin an Alginatstrukturen wurden EDC/NHS-behandelte Alginate
mit Tyramin-Hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in verschiedenen
Konzentrationen (2,5, 7,5 and 12,5 mg Tyramin/cm? Oberflache des Gels) fiir 24 h bei RT auf
dem Rotator inkubiert. Darauf folgte das Herauswaschen  (berschissiger

Kopplungsreagenzien mit NACL (104).
Amidierung mit Poly(amidoamine) (PAMAM)

PAMAM-Dendrimere der 3. Generation bestehend aus einem Ethylendiamin-Kern (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurden in verschiedensten Konzentrationen (1,6, 3,2, 32,
324 und 3245 nmol PAMAM/cm?) in NACL fir 24 h bei RT an EDC/NHS-aktivierte
Alginatgele gekoppelt und anschlieBend mit NACL gewaschen (16).

Alginatfunktionalisierungen mit Zelladhasionsproteinen

Zur Bioaktivierung von Alginaten wurden Carbodiimid-modifizierte Alginatstrukturen mit
verschiedensten Proteinen konjugiert. Dies erfolgte sowohl durch direkte chemische
Konjugation der Proteine an das Alginatgerist als auch physikalisch durch
Adsorptionsprozesse an Tyramin- bzw. PAMAM-modifizierten Alginaten. Matrigel-
beschichtete Oberflachen entstanden nach Inkubation der aktivierten Gele fur 24 h bei RT in
einer Kopplungsldsung bestehend aus 10 pg Matrigel/cm? (Corning, New York, USA) gelost
in DMEM/F-12. Fir Vitronektin-funktionalisierte Alginatgele wurden die EDC/NHS-
aktivierten Gele fiir 24 h bei RT mit 1 pg Vitronektin/cm? (Stemcell Technologies, Grenoble,
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Frankreich) in DMEM/F-12 kontaktiert. Fir Laminin-beschichtete Oberflachen (Laminin-
521: Biolamina, Sundbyberg, Schweden; Laminin-111: VWR, Darmstadt, Deutschland)
wurden Tyramin-Alginate (12,5 mg Tyramin/cm?) in verschiedensten Konzentrationen an
Laminin (0,5, 1,0, 1,5 und 2,5 pg Laminin/cm?) in DMEM/F-12 fiir 24 h bei RT inkubiert.
Zudem erfolgten Protein-unspezifische Abscheidungen nach Inkubation in Zellmedium
angereichert mit 10% fetalem Ka&lberserum (FKS; Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland). Alle Protein-modifizierten Oberflachen wurden schlieBlich

grindlich mit NACL gewaschen.

3.3 Methoden zur Charakterisierung von Materialeigenschaften

3.3.1 Untersuchungen chemischer Eigenschaften

Strukturaufklarung mittels Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Zur strukturellen Aufklarung von (modifizierten) Alginaten wurde die NMR-Spektroskopie
eingesetzt. Nach einer partiellen Hydrolyse im Ultraschallbad (4 h, 65 °C, 80W, 45 kHz;
VWR, Darmstadt, Deutschland) und einer Gefriertrocknung wurde die Alginatprobe in
deuteriertem Wasser geldst (7.5 mg/mL), mit Natriumtrimethylsilylpropionat (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) als interne Referenz versetzt und anschlieBend via quantitativer
'H-NMR mit 128 Scans und Wasserunterdriickung bei 80 °C vermessen. Die entsprechenden
'H-NMR Spektren wurden mit dem Bruker DRX 500 (Bruker, Massachusetts, USA)

aufgenommen und mit Hilfe der Software TopSpin ausgewertet (Integrale, Dekonvolutionen).

Spektrophotometrischer Substanznachweis Uber UV/VIS-Absorptionen

Ungeséttigte Substanzen wurden durch Anregung der Elektronen mit ultraviolettem und
sichtbarem Licht (UV/VIS) nachgewiesen. Mit einem Photometer (DU 730, Beckman
Coulter, Fullerton, USA) wurden die Proben in einem Wellenldngenbereich von 190-1100 nm

angeregt, die respektiven Absorptionen detektiert und mit Literaturwerten verglichen.

Die Konzentration an Proteinen in einer Probe wurde tber die Absorption bei 280 nm und der
Korrektur nach Warburg und Christian bei 260 nm bestimmt:

m
c(Protein) [m—‘z] = 1,55 * Absorption(280 nm) — 0,76 * Absorption(260 nm)
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Bestimmung der Sterilitat

Die Keimfreiheit von Alginaten wurde extern von einem zertifizierten Analyselabor
(Eurofins, Miinchen, Deutschland) untersucht. Unter Reinraumbedingungen und Richtlinien
guter Laborpraxis (GLP) wurde jede Probe in zwei Nahrmedien (CASO-/Thioglyolat-
Bouillon) direkt inokuliert und flir 14 Tage inkubiert. Das Wachstum von Keimen wurde in

definierten Intervallen kontrolliert.

Bestimmung von Bakterien-Endotoxine

Mit Hilfe des Limulus Amoebozyten-Lysat (LAL)-Tests wurde der Gehalt einer Probe an
Bakterien-Endotoxinen von einem externen, zertifizierten Analyselabor (Eurofins, Minchen,
Deutschland) turbidimetrisch-kinetisch geprift. Die quantitative Analyse erfolgte nach der

Bestimmung der maximal gultigen Verdiinnung mit einem Detektionslimit von 0,005 EU/mL.

Nachweis der Amidierung via Raman-Spektroskopie

Unter Verwendung der konfokalen Raman-Spektroskopie wurden die Bindungssituationen
der nativen und modifizierten Alginatstrukturen miteinander verglichen. Der Versuchsaufbau
bestand aus einem Laser (532 nm; Compass 315M, Coherent Inc. Kalifornien, USA), einer
Lichtquelle und einem Mikroskop (Eclipse LV100; Nikon Instruments, Amsterdam,
Niederlande) verbunden durch eine Multimode-Faser (AFS50/125Y; Thorlabs, New Jersey,
USA) an ein Spektrometer (Shamrock 303; Andor, Belfast, Nordirland). (Modifizierte)
Alginatschichten wurden auf ein Deckglas platziert und fur 24 h bei RT Luft-getrocknet. Die
Raman-Spektren wurden anschlieBend mit einem 40x Luftobjektiv (S Fluor; Nikon

Instruments, Amsterdam, Niederlande) und einer Laserleistung von 50 mW vermessen.
Nachweis von Atomen mittels energiedispersiver Rontgenpektroskopie (EDX)

Zur Untersuchung des Gehalts spezifischer Atome auf einer Probenoberflache wurden im
Rahmen der REM-Messungen (siehe 3.3.2 Rasterelektronenmikroskopie) EDX-
Mikroanalysen durchgefiihrt. Mit Hilfe der gekoppelten FESEM-Software EDX Multi-
Element Mapping (Version 3.35; EDAX, New Jersey, USA) erfolgte die Messung fur 120 s
mit bis zu 20 Zyklen pro Kondition.
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3.3.2 Untersuchung physikalischer/physikochemischer Eigenschaften
Bestimmung der dynamischen Viskositat

Die dynamischen Viskositaten verschiedener Losungen wurden unter Einsatz des
Rotationsrheometers Physica MCR 101 (Anton Paar, Graz, Osterreich) mit einem
Parallelplatten-Aufbau und Peltier-Element bei 20 °C untersucht. Dazu wurden zunéchst
0,3 mL Probe auf dem Peltier-Element pipettiert und fiir eine Dauer von 3 min temperiert.
Anschlielend wurde ein Plattenabstand von 3 mm eingestellt, die Probe fur 2 min bei einer
Scherrate von 1 s geschert und dabei jede 2's ein Wert fir die dynamische Viskositat
gemessen (=60 Messwerte pro Messungszyklus). Aufgrund von Tragheitseffekten wurden
die ersten 10 Messwerte von der Auswertung ausgeschlossen. Pro Messung ergab sich derart
die dynamische Viskositét einer Probe als Mittelwert aus 50 Werten (n > 3).

Bestimmung der Viskoelastizitat (Speicher- und Verlustmodule)

Mit Hilfe von Scherversuchen wurden die dynamischen Module von Materialien untersucht.
In einem Frequenzbebreich von 0,1-100 s erfolgten die dynamisch-mechanischen Analysen
unter Verwendung des Rotationsrheometers Physica MCR 101 (Anton Paar, Graz, Osterreich)
mit einem Parallelplatten-Aufbau und Peltier-Element bei 20 °C. Derart wurden die
unterschiedlichen Polymerldsungen und -gele hinsichtlich ihrer Speicher- und Verlustmodule
analysiert.

Bestimmung des Elastizitdtsmoduls

Zur Bestimmung der mechanischen Eigenschaften nativer und modifizierter Alginatgele
(@ 13 mm, Hohe: 1,4 mm) wurden die Proben in NACL mit dem TA.XTplus (Stable Micro
Systems, Godalming, England) um eine 35%ige Verformung der Probenhéhe mit einer
Deformationsrate von 0,5 mm/s komprimiert. Der Anstieg der Spannungs-Dehnungs-Kurve
im Bereich von 10-30%iger Kompression entsprach dem Elastizitdtsmodul der Probe.

Bestimmung des Schwellverhalten und der pH-Responsivitat

Das Schwellverhalten wvon 0,65%igen, Barium-vernetzen Gelen wurde sowohl an
Alginatschichten als auch an sphérischen Alginatgelen untersucht. Fur einen Zeitraum von
insgesamt 4 Wochen wurden die Alginatgele in Lésungen unterschiedlicher Osmolaritét
inkubiert und nach 1d, 7d, 14d, 21d, und 28d sowohl die Elastizititsmodule der
Alginatschichten (gemé&R bereits beschriebener Vorgehensweise) als auch die Durchmesser
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der sphérischen Alginatgele mit Hilfe von Durchlichtmikroskopie-Bilder bestimmt.
Verwendetet wurden NACL, PBS und das serum-freie Medium Panserin 401 als isoosmolare

und doppelt deionisiertes Wasser (d2H20) als hypoosmolare Kondition.

Zudem wurde die pH-Responsivitat der Alginatgele iber die Formstabilitat von sphérischen
Gelstrukturen untersucht. Dafur inkubierten die Alginatgele in NACL unterschiedlichen pH-
Werts (pH = 3, 5, 7, 9 bzw. 11) fur 24 h bei RT und wurden anschlieBend hinsichtlich des
Durchmessers mit Hilfe von Durchlichtmikroskopie-Bilder analysiert.

Bestimmung von Degradations- und von Freisetzungsprofilen

Die Stabilitdt wvon Calcium-vernetzten Alginatgelen wurde in  verschiedenen
Umgebungsldosungen (ber einen Zeitraum von 9 Tagen mit taglichen Flussigkeitswechsel
(Verhaltnis Gel-zu-Flussigkeit 1:5) und Inkubation bei 37 °C untersucht. Die isotonische
Losung Balanced Salt Solution (BSS; Serumwerk, Bernburg, Deutschland) diente mit dem
Vorliegen essentieller Salze in physiologischer Konzentrationen als Simulationslésung
physiologischer Bedingungen. lonische und enzymatische Abbauprozesse wurden unter
Verwendung von NACL bzw. 1%iger Alginase (% m/V in BSS; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) untersucht. Ein photometrischer Uronsaure-Assay wurde verwendet, um die
Menge an Alginat zu bestimmen, das gegebenenfalls aus dem Gelnetzwerk herausgel6st
worden ist. 1 mL Probe wurde mit 3 mL einer auf 4 °C gekuhlten 25 mmol/L Ldsung von
Natriumtetraborat-Decahydrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in konzentrierter
Schwefelsdure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) gemischt, fir 10 min in einem
siedenden Wasserbad inkubiert und anschlieRend auf RT abgekuhlt. Danach wurden 0,5 mL
einer 0,125% m/V ethanolischen Carbazol-Losung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) hinzugegeben und fiir 15 min im siedenden Wasserbad inkubiert. Nachdem das
Reaktionsgemisch fiir 2 h bei RT auskihlte, wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von
525 nm mit Hilfe eines Photometers (DU 730, Beckman Coulter, Fullerton, USA) bestimmt.
Die Menge an gelosten Alginat wurde uber eine zuvor erstellte Kalibrierkurve verschiedener

Alginatkonzentrationen entsprechend der resultierten Absorption ermittelt.

Dariiber hinaus wurde das Degradationsverhalten von Alginatgelen iber die Freisetzung von
Reportersubstanzen am Beispiel von hochmolekularen Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-
Dextranen unterschiedlicher Molekilmasse (150 kDa und 500 kDa; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) untersucht. 0,65%ige Alginatlésungen (LN/LT 1:1) wurden daftr
mit 1 mg/mL FITC-Dextran versetzt und zu sphédrischen Gelen mit 20 mM CuSOg4-L6sung fiir
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20 min bei RT vernetzt. Die mit FITC-Dextran-beladenen Cu-Alginatgele lagerten
anschlieBend fur 330 min bei 37 °C in NACL, das alle 15 min mit einem Photometer
(DU 730, Beckman Coulter, Fullerton, USA) hinsichtlich der Absorptionsspektren in einem
Wellenlangenbereich von 190-1100 nm untersucht wurde. Im Gegensatz zur Kontrolle wurde
nach 150 min Lysyloxidase (LOX; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einer
Konzentration von 0,31 uM hinzugegeben. UV/VIS-Signale bei einer Wellenlange von

480 nm korrelierten mit etwaig freigesetzten FITC-Dextranen.
Bestimmung der Oberflachenladung

Zur Beurteilung der Ladung einer Probenoberflache wurden mit einem Zetasizer (Nano-ZS
PN3702; Malvern Instruments, Worcestershire, England) die Zetapotentiale bestimmt. Dazu
wurden spherische Alginatgele (@ 50 um, Gesamtoberflache: 10 cm?/Ansatz) im nativen und
modifizierten Zustand als Suspension in PBS bei 25 °C in einer Kapillarzelle (Malvern

Instruments, Worcestershire, England) vermessen.
Bestimmung der Benetzbarkeit von Oberflachen

Untersuchungen hinsichtlich der Hydrophilie von Oberflaichen wurden mit Hilfe von
Kontaktwinkelmessungen (,,captive bubble“-Methode) durchgefiihrt. Die Versuchsapparatur
bestand aus einem Goniometer mit zusétzlichen Klammern fir flache Proben (SHC 20), einer
Glaskivette (GC 40), einer nach oben gebogenen Dispersionsnadel (SNC 052/026), einer
Kameraeinheit und einer Auswertesoftware (SCA 20, alle Teile von DataPhysics Instruments,
Filterstadt, Deutschland). Eine 3 pL Luftblase wurde bei RT mit der NACL-umspilten
Probenoberflache kontaktiert und anschlieBend der resultierende Kontaktwinkel zwischen

Luftblase und Oberfl&dche vermessen.
Untersuchung von Strukturen mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die zu untersuchenden Proben wurden in PBS gewaschen, bei RT im 0,3M
Natriumcacodylat-Puffer mit 0,1 mM Glutaraldehyd (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
fixiert und bei 4 °C gelagert. Danach wurden die Proben mit 1% Tanninsdure (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland), 1% Uranylactetat (Ted Pella, Kalifornien, USA) und 2%
Osmiumtetroxid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) behandelt, in Ld&sungen mit
ansteigendem Ethanol-Gehalt (von 10% zu 100%) entwadssert und in Hexamethyldisilizan
(HMDS; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) getrocknet. Schlielich wurden die
Proben mit Kohlenstoff beschichtet und im Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop
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(Phillips  FESEM  XL30; FEI, Eindhoven, Niederlande) bei 5kV im
Sekundarelektronenmodus  sowie  bei 10 kV  Beschleunigungsspannung (10 mm

Arbeitsabstand) im Ruckstrahlelektronenmodus untersucht.
Bestimmung der Oberflachenrauigkeit

Die Ruckstrahlelektronenbilder von den REM-Analysen wurden zur Beurteilung der
Oberflachenrauigkeit hinzugezogen. Hierzu wurden die Grauwerte der Bilder mit der Textur
der Oberflache geméal der Entropie nach Haralick (110) attribuiert. Hohe Entropiewerte
korrelierten mit rauen, heterogenen Oberflachen, wohingegen niedrige Entropiewerte glatten,
homogenen Oberflachen zugeordnet wurden.

3.3.3 Untersuchungen zur Proteinadsorption
Bestimmung des Gehalts adsorbierter Proteine

Unter Verwendung von Ellmans Reagenz (5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure), DTNB;
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde durch den Nachweis der Sulfhydryl-
Gruppen der Gehalt der adsorbierten Proteine bestimmt. Dazu inkubierten die verschiedenen
Alginatschichten und Kontrollen fur 24 h bei 37 °C in DMEM/F-12 ergénzt mit 10% FKS
und wurden anschlieBend mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 0,1 mM DTNB-L6sung und
2-mindtiger Inkubation bei RT wurden die Proben mit dem Mikroplatten-Leser

Infinite® F200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei 412 nm vermessen.
Analyse der Faltungsprozesse von Proteinen zur Beurteilung der Bioaktivitat

Die Adsorption der Proteine an Oberflichen kann zu Proteinfaltungsprozessen (z.B. zur
Denaturierung) fuhren, die dessen Bioaktivitat malRgeblich beeinflussen kénnen. Mit Hilfe
von 8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsdure (ANS; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), die
an die durch Faltungsprozesse freigelegten hydrophoben Proteinregionen bindet, wurden
Konformationsanderungen adsorbierter Proteine untersucht. Nach 24-stindiger Inkubation der
Proben in DMEM/F-12 versetzt mit 10% FKS bei 37 °C und anschlieBendem Waschen mit
PBS wurde die 0,1 mM ANS-L6sung bei RT flr 15 min zu den Proben gegeben. Schliel3lich
wurde die Fluoreszenz der Probenkdrper mit dem Mikroplatten-Leser Infinite® F200 (Tecan,

Ménnedorf, Schweiz) bei 470 nm untersucht.
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Bestimmung der Stabilitat von Proteinbeschichtungen

Spharische, Tyramin-funktionalisierte Alginatgele (12,5 mg Tyramin/cm?) wurden fiir 4 h bei
RT in DMEM/F-12 mit Laminin (1,0 pg/cm?, L2020; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) inkubiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Es folgte eine Immunféarbung
der beschichteten Proben mit einem primdren Antikérper gegen Laminin (Kaninchen,
polyklonal; Abcam, Cambridge, England) und dem sekundaren Antikorper (Ziege anti-
Kaninchen IgG H+L; Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland). Die entsprechenden
Antikorper wurden jeweils fiir 1 h bei RT inkubiert und grindlich mit PBS gewaschen. Die
Immunférbung der Proben wurde sowohl umgehend als auch nach 7 und 14 Tagen
Probenlagerung bei 4 °C mit einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse TS300; Nikon
Instruments, Amsterdam, Niederlande) festgehalten.

Untersuchung zum Einfluss der Proteinadsorption auf Materialeigenschaften

Nach 24-stlindiger Inkubation der zu untersuchenden Proben bei 37 °C in DMEM/F-12 und
10% FKS und anschlieRendem Waschen mit NACL wurden die Materialeigenschaften
(Oberflachenladung, Benetzbarkeit, Rauigkeit und mechanische Stabilitat) gemal der bereits
beschriebenen Vorgehensweisen bestimmt und so der Einfluss der Proteinadsorption auf die

Materialien untersucht.

3.4 Techniken der Zellkultur und Analyse des Zellstatus

3.4.1 Zellen und Zellkultur

Kultivierung humaner Fibroblasten

Humane Fibrolasten (BJ; ATCC, Virginia, USA) wurden in einem Medium von Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM), 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin (alle
Medienkomponenten von Gibco, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) auf
Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflidche von 75 cm? (Corning, New York, USA) bei
37 °C kultiviert. Die Passage von MSCs erfolgte mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02%; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) einmal die Woche bzw. bei einer

Konfluenz von ca. 80% mit einer Zelldichte von mindestens 1000 Zellen/cm? zur Inokulation.
Kultivierung humaner retinaler Pigmentepithelzellen (RPE)

Verwendet wurden die humane RPE-Zelllinie ARPE-19 von ATCC (Virginia, USA), die

analog der humanen Fibroblasten kultiviert worden sind.
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Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen (MSC)

Die Zellkultur von MSCs (Wharton’sche Sulze, PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland)
wurde in Standard-Zellkultur-Flaschen (75 cm? Wachstumsflache; Corning, New York, USA)
durchgefuhrt. Das Zellkulturmedium bestand aus DMEM/F-12 versetzt mit 10% FKS,
100 Einheiten/mL Penicillin/Streptomycin und 1 ng/mL Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
(bFgF; alle Zusatze von Gibco, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland). Die
Passage von MSCs erfolgte mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02%; Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, Deutschland) einmal die Woche bzw. bei einer Konfluenz von ca. 80%

mit einer Zelldichte von mindestens 1000 Zellen/cm? zur Inokulation.
Kultivierung humaner induziert-pluripotenter Stammzellen (hiPSC)

Verwendet wurden die hiPSC-Linien ER 19-18 (bereitgestellt von Prof. Dr. Jirgen Winkler,
Universitat Erlangen) und UKBIO05 (bereitgestellt von Prof. Dr. Oliver Bristle,
Universitatsklinikum Bonn). Fir die Kultur von hiPSCs wurden zundchst Petrischalen fir
2 h mit 0,01 mg/cm? Matrigel (Corning, New York, USA) gelést in DMEM/F-12 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) beschichtet. Auf der Matrigel-
beschichteten Zellkulturplastik erfolgte anschlieend die Kultivierung der hiPSC mit dem
mTeSR-1 Medium (Stemcell Technologies, Grenoble, Frankreich) bei 37 °C. Die Passage der
Zellen wurde mit Hilfe von TrypLE (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) bzw.
mit einer Dispaselésung (1 U/mL; Stemcell Technologies, Grenoble, Frankreich)

durchgefuhrt.
Kultivierung humaner Stammzellen in hangenden Tropfen

MSCS und hiPSCs wurden in héngenden Tropfen mit unterschiedlichen, sphérischen
Alginatgelen kultiviert. Dazu wurden manuell die mit den Alginatgelen angereicherten
Zellsuspensionen (30 x 10* Zellen/cm?) als 20 uL Tropfen auf die Innenseite des
Petrischalendeckels pipettiert, anschlielend der Deckel vorsichtig invertiert und auf den mit
10 mL PBS befiillten Petrischalenboden gesetzt. Nach 24-stiindiger Inkubation der hangenden
Tropfen bei 37 °C erfolgte die Bildgebung hinsichtlich der Zell-Matrix Kontakte mit einem
inversen Mikroskop (Nikon Eclipse TE300; Nikon Instruments, Amsterdam, Niederlande).
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Kultivierung von hiPSC in Suspensionsbioreaktoren

Unter Einsatz des Bioreaktors Cero (OMNI Life Science, Bremen, Deutschland) wurden
30 x 10* hiPSCs/cm? mit 40 cm? unterschiedlichen, sphérischen Alginatgelen kontaktiert und
fir 24h bei 37°C kultiviert. Alternierende Rotationsperioden (3 min, 40 rpm,
Richtungswechsel alle 4 s) und Pausen (8 min) sorgten dabei fiir schonende Vermischungen
und Kontakte der Zellen mit den Alginatgelen, die nach der Kultivierung im Durchlicht mit
dem Mikroskop (Nikon Eclipse TE300; Nikon Instruments, Amsterdam, Niederlande)

abgebildet wurden.
Herstellung von Tumorsphéaroiden

Die Dickdarmtumorzelllinie HT29-MTX-E12 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
wurde flr die Generierung von Tumorgewebe verwendet. In 96-Well-Platten mit U-formigem
Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) wurden 4.500 Zellen/Well ausgesat
und in DMEM (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) fir 14 Tage bei 37 °C und 2-tdgigem
Mediumwechsel zu Sphéroiden kultiviert.

3.4.2 Vitalitatstests und Funktionsnachweise

Nachweis der metabolischen Aktivitat

Uber die Quantifizierung von Adenosintriphosphat (ATP) erfolgte unter Einsatz des
CellTiter-Glo®-Assays (Promega Corporation, Wisconsin, USA) die Beurteilung der
metabolischen Aktivitdt behandelter Zellen. In 96 Well-Platten (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) wurden 1 x 10* Zellen/Well ausgesat, fur 24 h bei 37 °C
kultiviert und anschlieBend mit der Testsubstanz fiir 24 h konfrontiert. Das Luciferase-haltige
CellTiter-Glo®-Reagenz wurde dquivalent zum Volumen des Zellmediums hinzugegeben, fiir
2 min gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Die emittierte Lumineszenz wurde mit Hilfe des
Mikroplatten-Leser Infinite® F200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) bestimmt und ins Verhaltnis
zu unbehandelten MSCs gesetzt.

Durch Zugabe einer 0,16% Fluoreszeindiacetat-Losung (FDA, 5mg/mL in Aceton;
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde die metabolische Aktivitat der Zellen untersucht.
Metabolisch aktive Zellen spalteten innerhalb der Zellen Uber Esterasen das FDA zu
Fluoreszein und emittierten infolgedessen eine griine Fluoreszenz, die mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops Eclipse TE300 in Verbindung mit der Software NIS-Elements (beides

von Nikon Instruments, Amsterdam, Niederlande) abgebildet und mit der
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Bildauswertesoftware ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, USA, (111))

ausgewertet werden konnten.
Nachweis der Membranintegritat

Mit Hilfe eines Ethidiumbromid-Assays wurde die Membranintegritat der Zellen untersucht.
Ausgenutzt wurde dabei der Effekt, dass der DNA-Farbstoff Ethidiumbromid (1%, 1 mg/mL;
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ausschlieBlich in Zellen mit defekten Membranen
eindrangen. Nach einer Anregung bei einer Wellenldange von 543 nm emittierten beschadigte
und tote Zellen rote Fluoreszenzsignale, die mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Eclipse
TE300 in Verbindung mit der Software NIS-Elements (beides von Nikon Instruments,
Amsterdam, Niederlande) abgebildet und mit der Bildauswertesoftware ImageJ (National

Institutes of Health, Maryland, USA, (111)) ausgewertet werden konnten.
Bestimmung der Anwachsrate humaner Zellen

Die Anzahl an Zellen, die an den Polymeroberflichen adhérierten, wurde mit dem
NucleoCounter® (ChemoMetec, Allergd, Danemark) automatisiert bestimmt. Zunachst
wurden die adh&renten Zellen mit Hilfe von TrypLE (Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland) in Suspension gebracht. Die Zugabe von 100 uL Reagenz A100 (ChemoMetec,
Allergd, Danemark) zu 100 pL der Zellsuspension induzierte die Lyse der Zellen, die durch
Hinzufligen von 100 pL Reagenz B (ChemoMetec, Allergd, Danemark) stabilisiert wurden.
Entsprechend behandelte Zellen wurden in die Vial-Cassette™, die im Kassetteninneren mit
0,15 pg 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Nukleusfarbung) und 0,23 pg Acridinorange
(grine Fluoreszenz: vital, rote Fluoreszenz: tot) beschichtet waren, aufgesogen und die
entstandenen Fluoreszenzsignale vom integrierten Fluoreszenzmikroskop detektiert sowie mit
der Software NucleoView™ ausgewertet. In einem zweiten Schritt wurden 200 uL der
Zellsuspension ohne Zugabe der Reagenzien vom System hinsichtlich der Zellkonzentration
(Zellen/mL) vermessen. Unter Berlcksichtigung des Suspensionsvolumens ergab sich

schlieRllich die Anwachsrate als Anzahl adharenter Zellen.
Bestimmung der Zellausbreitungsflache

Die Analyse der Flache, mit der sich die adhdrenten Zellen auf den verschiedenen
Polymeroberflachen ausbreiteten, erfolgte unter Verwendung der Giber REM aufgenommenen
Bilder zurlckgestreuter Elektronen (backscattered electrons: BSE) und nach bereits
veroffentlichten Protokollen (112-114). Aufgrund von uberlappenden Zellen und/oder
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geringen Zell-Matrix Kontrasten wurden die Zellflachen mit der Bildanalysesoftware ImageJ
(National Institutes of Health, Maryland, USA, (111)) freihand ermittelt. Fir jede Kondition
wurden 3 biologische und technische Triplikate fur die Analyse der Zellflaiche herangezogen
und derart mehr als 450 Zellen pro Kondition untersucht. Die Bestimmung der
Zellausbreitungsflache erfolgte dabei unter Beriicksichtigung des Schrumpfprozesses, der
durch die Préparation der Proben mit HMDS entstand.

Nachweis von Genexpressionen tber immunzytochemische Farbungen

Fur 24 h wurden 2,5 x 10° MSCs/Polymeroberflache auf den verschieden funktionalisierten
PAMAM-Alginatgelschichten kultiviert und anschlieBend fir 20 min bei RT im
Fixationspuffer Cytofix™ (BD Bioscience, Kalifornien, USA) fixiert. Danach wurden die
fixierten Zellen mit PBS gewaschen und fur 20 min bei RT mit 0,2% TritonX (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in PBS permeabilisiert. Nach einem PBS-Waschschritt
folgte das Blocken mit 1% bovinem Serumalbumin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) in 0,2% TritonX/PBS-L6sung fir 30 min bei RT. Nachdem die Proben fiir 24 h
bei 4 °C mit Bodipy® FI Phallacidin (gegen F-Aktin; Molecular Probes, Oregon, USA) und
Anti-Vinkulin-Antikorper (Abcam, Cambridge, Vereinigte Konigreich) inkubierten, wurden
20 min vor der Bildgebung 40 pL NucBlue® (Molecular Probes, Oregon, USA) fiir die
Farbung des Zellkerns hinzugetropft. Die Aufnahme der Immunfluoreszenzsignale erfolgte
mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops Leica TCS SP8, das mit einem UV-Laser und der
Mikroskopsoftwareplattform Leica Application Suite X ausgestattet war (alle Komponenten
von Leica Microsystems, Mannheim, Deutschland).

Nachweis von Genexpressionen mit quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Nachdem 2,5 x 10° MSCs fiir 24 h auf den unterschiedlichen PAMAM-Alginatgelschichten
im Vergleich zur Standarkulturplastik (Thermanox™, @& 13 mm; Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, Deutschland) und Matrigel-funktionalisierten Alginatgelschichten kultiviert wurden,
wurden die adhdrenten Zellen mit Hilfe von TrypLE (Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Deutschland) in Suspension gebracht. Mit dem RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) wurden anschlieRend die RNA gemall der Anweisungen des Herstellers
extrahiert und die Konzentration an RNA mit dem Spektrophotometer NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) quantifiziert. Aus der RNA wurden mit
Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kits (Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, Deutschland) komplementare DNA (cDNA) hergestellt. In einem Probenvolumen
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von 10 pL fanden sich 2,5 ng cDNA (4,5 puL), Mastermix (5 puL; Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, Deutschland) und Assay mit dem entsprechenden Marker (0,5 pL). Als Phénotyp-
spezifische Marker fur MSCs wurden geméall der Empfehlung der International Society for
Cellular Therapy von 2006 (92) die Marker CD105/ENG, CD90/THY1 und CD73/NT5E
verwendet. Als frihe Differenzierungsmarker dienten RUNX2 (Ostegogenese), SOX9
(Chondrogenese) und PPARG (Adipogenese). Mit Blick auf das Adh&sionsverhalten der
MSCs wurden VCL (Vinculin), ITGA5 (Integrin alpha5) und TNS1 (Tensin 1) untersucht.
Letztendlich erfolgte die gPCR mit Hilfe des QuantStudio 7 Flex und der QuantStudio Real-
Time PCR Software v1.1 (beides von Applied Biosystems, Kalifornien, USA). Nach der
Normierung auf GAPDH wurden die Genexpressionen mit der Schwellenwertzyklus (Ct)-
Methode berechnet: Relative Genexpression = 2(ACtProbe)-aCt(kontrolle)) = A5 Kontrolle dienten
MSCs, die 24 h in Standardzellkulturflaschen (Cellstar®; Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland) adharent kultiviert wurden.
Nachweis der Sekretion von Lysyloxidase (LOX) aus Tumorspharoiden

Die zuvor generierten Tumorsphéroide aus der Dickdarmtumorzelllinie HT29-MTX-E12
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) (siehe 3.4.2) wurden fir 24 h in DMEM, PBS
oder NACL bei 37 °C kultiviert und anschlieBend mit Hilfe des Lysyl Oxidase Activity Assay
Kits (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) gemaR der Herstellerangaben die
Konzentration aktiver LOX in den verschiedenen Kulturmedien mit dem Mikroplatten-Leser
Infinite® F200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz) fluorimetrisch untersucht (ExX/Em =

540/590 nm) und mit einer Kalibriergeraden errechnet.
3.4.3 Extraktion von humanen und tierischen Glaskorpern

Jeglicher Umgang mit den Spenderaugen wurde im Einklang der Erklarung von Helsinki fir
den Gebrauch von menschlichem Gewebe und der Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fir
wissenschaftliche Zwecke verwendete Tiere durchgefuhrt und von der 6rtlichen
Ethikkommission (Saarbriicken, Antragsnummer: 97/17) gepriift.

Humane Forschungsaugen wurden von der Deutschen Gesellschaft fir Gewebe-
transplantation (DGFG, Hannover, Deutschland) mit der schriftlichen Einwilligung des
nachsten Spenderangehdrigen zur Verfugung gestellt. Unter sterilen Bedingungen wurden die
Augenspenden fur 5 min mit 10% Povidon-Jod-L6ésung (Mundipharma GmbH, Limburg an
der Lahn, Deutschland) behandelt und zweimal mit PBS gewaschen. Mit einem Skalpell (B.

Braun, Melsungen, Deutschland) wurde eine erste Offnung in die Sklera 3,5 mm hinter dem
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Limbus erzeugt. Von diesem Einschnitt fortfuhrend wurde mit Hilfe einer chirurgischen
Schere und Pinzette (Geuder AG, Heidelberg, Deutschland) der vordere Teil des Auges
entfernt. Durch leichtes Kippen des Augapfels konnte mit einer Pinzette der Glaskorper
freigelegt und in eine 6-Well-Platte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) Gberfihrt

werden. Die frisch extrahierten Glaskérper wurden unmittelbar vermessen.

3.5 Statistik

Statistische Analysen wurden mit Hilfe von IBM SPSS Statistics (Version 19.0.0; IBM, New
York, USA) durchgefiihrt. Dazu zéhlten t-Tests und einfaktorielle Varianzanalysen mit
einfachen Kontrasten. Unterschiede zwischen Gruppen wurden mit p < 0,05 als signifikant

erachtet. Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung von Alginat als Stimulus-responsive Polymermatrix zur
Untersuchung von Zell-Matrix Kontakten

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil von zur Publikation vorbereiteten und
akzeptierten Manuskripten (107, 115, 116).

Die Grundlage reprasentativer und zuverl&ssiger Untersuchungen sind standardisierte
Materialien und Methoden. Das Biopolymer Alginat unterliegt aufgrund seines biologischen
Ursprungs einer natlrlichen Variation, der es mit einer Standardisierung des
Herstellungsprozesses und einer umfassenden Charakterisierung des Materials entgegen-
zuwirken gilt. Mit der vorliegenden Arbeit wurden zusétzliche Prozessschritte und
Dokumentationssysteme untersucht, die auf die Standardisierung und Evaluation des
Herstellungsprozesses des Biopolymers Alginat hin zu einem umfassend charakterisierten
Basismaterial gleichbleibender Qualitat abzielten. Zur Beurteilung dieser MaRnahmen wurde
die Qualitdt und Reproduzierbarkeit des hergestellten Alginats in Form von Granulaten,
Ldsungen und Gelen hinsichtlich einer Vielzahl an chemischen,
physikalischen/physikochemischen und physiologischen Eigenschaften charakterisiert
(Abbildung 12).

CHEMISCHE

- Struktur (M/G-Verhéltnis)

- Reinheit
(Protein, Endotoxine, Sterilitét)

- Ausbheute

PHYSIKALISCH :

PHYSIKOCHEMISCH
- Gelierbarkeit

- Viskositat, Elastizitat,
Viskoelastizitat

- Stabilitat/Degradation,

PHYSIOLOGISCHE

- Bioinertheit
- Proteinadsorption

e - Abbildung 12: Ubersicht der in

- Zytotoxizitat

Porositat, Schwellen & dieser Arbeit erfolgten Charak-
terisierung an chemischen,
physikalischen/ physiko-

- Ladung, Benetzbarkeit,
Rauigkeit/Topografie
chemischen und physio-

EIGENSCHAFTEN logischen Eigenschaften des

Biopolymers Alginat.
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Aus den verfeinerten Algengranulaten konnten durchschnittlich 19,7 £ 6,8% LT-Alginate und
22,8 £ 4,7% LN-Alginate gewonnen werden. Da die chemische Struktur, d.h. die polymere
Komposition und Sequenzverteilung von Mannuron- (M) und Guluronséaure (G), in
Abhangigkeit  der  Algenspezies, des verarbeiteten  Pflanzenteils und  der
Wachstumsbedingungen variieren kann, bedarf es einer verlasslichen Methode zur
Strukturaufklarung beider Uronat-Reste in den Algenproben. Mit Hilfe der *H-NMR-
Spektroskospie wurden die LT- und LN-Alginate hinsichtlich ihrer sequentiellen
Polymerstruktur untersucht (Abbildung 13). Charakteristisch fir das Biopolymer Alginat ist
die Signalaufspaltung im *H-NMR-Spektrum in die homo- und heterogenen Polymerblécke
GG (4,46-4,47 ppm), MM (4,67-4,68 ppm), MG (4,70-4,71 ppm) MGM (4,72-4,73 ppm),
GGM (4,75-4,76 ppm) und G (5,06-5,07 ppm) mit steigender chemischer Verschiebung.
Dabei besallen LT-Alginate einen hohen G-Anteil und LN-Alginate einen dominanteren M-
Anteil.

LT| 2 : LN
\ 4] |
MM
GG |
G ‘ I|
|
| '\
/' | u
\ (|
o
‘ | MM G sE|
o,
} 0”\ N\ 2| | GG
= A =1V | A
| ol \ A gl | |
f f ‘
/ M /o \
Vo \ / \
N\ . N . N - \ s e
sz s1 | 50 48 48 47 46 45 a4 ppm 52 81 so  as  as 47  as a5 a4 ppm
LT Fum Fc¢ M/G Fwuv Fue Fou  Foe LN Fum Fc¢ M/G Fwmvu Fuec Fom Foe
0.210 0,790 0,265 0.035 0.175 0,175 0,616 1 0.565 0,435 1,299 0,335 0,230 0,230 0,205

0,258 0,742 0,348 0,069 0,190 0,190 0,552

1

2 0,517 0,483 1,071 0,280 0,237 0,237 0,246
3 0.252 0,748 0,337 0,104 0,148 0.148 0.600

4

5

0,545 0455 1,195 0225 0.319 0.319 0,136
0,600 0,400 1,503 0,304 0,296 0,296 0,103
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Abbildung 13: Reprasentative 'H-NMR-Spektren zur Strukturaufklarung der extrahierten
Lessonia trabeculata (LT)- und Lessonia nigrescens (LN)-Alginate mit den typischen Signalen
und Fraktionen (F) der homo- und heterogenen Polymerblocke der Mannuron- (M) und
Guluronséaure (G).

Um die Reproduzierbarkeit der Alginatstruktur und somit des Herstellungsprozesses zu
beurteilen, wurden exemplarisch die Fraktionen von 5 Alginaten jeder Algensorte verglichen.
Da ausschlieflich die Algenstile als Pflanzenteile verwendet wurden, zeigten die Proben

innerhalb der Algensorten vergleichbare chemische Beschaffenheiten mit M/G-Verhaltnissen
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von 0,27-0,45 fur LT-Alginate und 1,07-1,3 fir LN-Alginate. Durch Mischen beider
Alginatsorten (1:1) konnte das Verhaltnis von M zu G auf 0,77 zu einem reproduzierbaren,

chemisch kontrollierten Polymergeriist eingestellt werden.

Neben der chemischen Struktur wurden die extrahierten Alginate darlber hinaus auf ihre
Reinheit beziuglich Proteingehalt, Bakterien-Endotoxinen und vermehrungsféhiger Keime
(Sterilitat) geprift und ausschliellich Alginate fur weiterfihrende Untersuchungen
freigegeben, die die Grenzwerte von <40 mg/L Protein und < 100 EU/g Endotoxine nicht
uberschritten sowie Sterilitdt aufwiesen. Durch die eingefuhrten Prozessschritte liel sich die
Protein-bedingte ~ Verunreinigung  reduzieren  (Abbildung 14 A), sodass vermehrt
Proteingehalte <40 mg/L resultierten. Zuvor erfillten 27,6% der LT- und 72,2% der LN-
Alginate den Grenzwert. Durch die etablierten Prozessschritte besaRen nun 85,0% der LT-
und 100% der LN-Alginate Proteingehalte von < 40 mg/L.

Nachdem sowohl die chemische Struktur der Alginate charakterisiert und standardisiert wurde
als auch eine medizinisch relevante Reinheit gewahrleistet werden konnte, erfolgte die
Bestimmung der physikalischen/physikochemischen Eigenschaften von Alginatsol und -gel.
Mit der Analyse der dynamischen Viskositaten 0.65%iger Alginatlésungen wurde zum einen
die rheologischen Eigenschaften der Polymerlésung bestimmt und zum anderen ein Hinweis
auf die Kettenlangen der Alginatmolekdile erbracht. So nimmt die dynamische Viskositat der
Losung mit steigender Kettenldnge durch grofRere Anziehungskréfte der Molekdle zu und gibt
Aufschluss Uber den Erfolg des Herstellungsprozesses die nativen Alginatketten zu
konservieren. Durch die Etablierung zuséatzlicher Arbeitslaufe zur Standardisierung und
Evaluation des Herstellungsprozesses konnten bis zu 4-fach héhere, dynamische Viskositaten
der 0.65%igen LN-Alginate generiert werden (Abbildung 14 B). Im Gegensatz dazu blieben
die Viskositaten der LT-Alginate, die wéhrend des Herstellungsprozesses einer Salzsdure-
Behandlung und infolgedessen vermutlich einer sauren Hydrolyse der Polymerketten

unterzogen worden sind, nahezu unveréndert.
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Abbildung 14: Proteingehalte (A, n>15) und dynamische Viskositaten (B, n>9) von LT- und
LN-Alginaten vor und nach der Etablierung zuséatzlicher Arbeitsablaufe zur Standardisierung
und Evalulation des Herstellunsprozesses.

Hinweis: Alle folgenden Eigenschaftsbestimmungen erfolgten unter Verwendung der
standardisierten 1:1-Mischung von LT- und LN-Alginaten.

Zusétzlich zu den dynamischen Viskositdten wurden sowohl die Viskoelastizitat von Solen
und Gelen durch die Analyse der entsprechenden dynamischen Module G~ (Speichermodul)
und G™ (Verlustmodul) als auch die Elastizitdt von Alginatgelen in Abhéngigkeit der
Alginatkonzentration untersucht (Abbildung 15).
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B(Alginat) [g/L] log (w) [rad™ 7] B(Alginat) [g/L]
Abbildung 15:  Rheologisch/mechanische  Analysen  hinsichtlich  der  Viskoelastizitat

(Speichermodul G° und Verlustmodul G™) von Alginatsolen (A,n=5N=3) und Ba-
Alginatgelen (B, n=5, N=3) sowie der Elastizitat der Gele (C, n=24) in Abhangigkeit zur
Alginatkonzentration. Abbildungen B und C abgeédndert aus (115).

Die Alginatldsungen zeigten mit G >G" ein dominant viskoses und damit typisches
Verhalten fur Flissigkeiten. Als Nachweis der Gelierbarkeit diente der Verhaltenswechsel hin
zu Gel-artigen, dominant elastischen Eigenschaften mit G">G”. Mit steigender
Alginatkonzentration resultierte ein Anstieg der viskoelastischen Eigenschaften der Sole
(Abbildung 15 A) und Gele (Abbildung 15 B). Fur die Sole konnte eine Zunahme der
Viskositat mit steigendem Alginatgehalt verzeichnet werden. Im Falle der Gele konnte mit

den dynamisch, mechanischen Analysen auch der Vernetzungsgrad untersucht werden.
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0,65%ige Alginatgele besallen im Vergleich zu 0,35%igen Alginatgelen hdohere
Viskoelastizitdten und folglich dichtere Polymernetzwerke. Die Kompressionsversuche der
Gele wiesen zudem auf hohere und reproduzierbarere Gel-Steifigkeiten mit steigender
Alginatkonzentration hin (Abbildung 15 C).

AuRerdem wurde auch die Gelstabilitat und das Schwellverhalten von Alginatgelen (0.65%ig,
Ba-vernetzt) in Losungen unterschiedlichen Salzgehalts/Osmolaritat und pH-Werts untersucht
(Abbildung 16). Die Alginatgele zeigten in isoosmolarer Umgebung (~300 mOsmol) uber
einen Zeitraum von 4 Wochen keine signifikante Anderung ihrer mechanischen Stabilitét.
Hingegen nahm die Steifigkeit der Gele, die in hypoosmolaren, doppelt deionisierten Wasser
(d2H20) lagerten, zunédchst ab und normalisierte sich wieder innerhalb des Priifzeitraums
(Abbildung 16 A). Die gemessenen Stabilitdten lassen sich mit Hilfe der Analysen des
Schwellverhaltens in den Priiflésungen erklaren. In isoosmolaren Losungen wie NACL, PBS
oder dem Serum-freien Medium Panserin 401 blieben die Gele formstabil. Im
hypoosmotischen d2H>O schwollen die Gele um etwa 75% innerhalb eines Tages an und
verblieben in dem expandierten Zustand (Abbildung 16 B). Daruber hinaus zeigten die
Alginatgele pH-responsive Eigenschaften (Abbildung 16 C). Im Vergleich zum neutralen
Milieu schrumpften die Alginatgele unter sauren Bedingungen und expandierten im basischen

Bereich um etwa 25% binnen 24 h.
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Abbildung 16: Untersuchungen zur Gelstabilitit (A, n=8) und zum Schwellverhalten von
Barium-vernetzten Alginatgelen in Abhangigkeit der Osmolaritat (B, n = 3, N = 20) und des pH-
Werts (C, n = 3, N = 20) der liquiden Gelumgebung. Abbildungen A und B abgedndert aus (116).

Zur Analyse der zelladhasiven Eigenschaften von Alginat wurden native Alginatgele in
Kontakt mit mesenchymalen Zellen gesetzt und mit Standardzellkulturplastik PC verglichen
(Abbildung 17). Nach 24 h Kultivierung zeigten Zellen auf dem Alginat im Gegensatz zum
bioaktiven PC kein adhé&sives Verhalten und lagen abgekugelt als Zellsuspension vor, die
durch Flussigkeitswechsel (Mediumwechsel, Waschschritte) entfernt wurde. Natives Alginat

ist nachweislich ein Zell-antiadhéasives, bioinertes Material.
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PC

PC + Alginatgel

Abbildung 17: Repréasentative REM-Aufnahmen zur Untersuchung der zelladhé&siven
Eigenschaften von Barium-Alginatgelen im Vergleich zur Standardzellkulturplastik (PC) nach
Inkubation mit humanen, mesenchymalen Stammzellen (MSCs) fur 24 h. Repréasentative
Markierungen von adharenten MSCs (weil3er Stern), Mikrovilli (schwarzer Pfeil) und
Alginatporen (weiler Pfeil).

Die hohe Auflésung der REM-Bilder lieR zudem die Untersuchung der Porositat von
Alginatgelen zu: 0,65%ige, Barium-vernetzte Alginatgele besaen homogene, 70 nm grofie
Poren (Abbildung 17).

Zusammenfassend wurde in diesem Teil der Arbeit das hergestellte, native Alginat
hinsichtlich seiner chemischen, physikalisch/physikochemischen und physiologischen
Eigenschaften umfassend charakterisiert. Fir die weiterfiihrenden Untersuchungen lag somit
ein definiertes Basismaterial reproduzierbarer Qualitdt vor, das unter anderem eine fir

Zellkontakte relevante Reinheit und pH-responsive Eigenschaften besal.

Daruber hinaus wurden weitere Eigenschaften nativer Alginatgele im Verlauf der Arbeit im
Zusammenhang mit verschiedensten Alginat-Derivaten untersucht und an den entsprechenden
Stellen ausgewertet. Dies betrifft insbesondere die Oberflacheneigenschaften (Ladung,
Benetzbarkeit, Rauigkeit/Topografie) sowie die Interaktionen mit Proteinen und humanen

Zellen.
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4.2 Entwicklung hochvolumiger Alginatgele im Kontext von Zell-
Matrix Kontakten

Nachdem Alginat als pH-responsive Polymermatrix standardisiert bereitgestellt und
charakterisiert werden konnte, soll in diesem Kapitel der Arbeit untersucht werden, inwieweit
der Gelierungsprozess hochmolekularer Alginate auf hochvolumigere Systeme Ubertragbar
ist. Als kritische Entscheidungsparameter wurden hierzu die Gelierbarkeit, die optischen und
mechanischen Eigenschaften, das Degradationsverhalten und die Biokompatibilitat der
Gelstrukturen identifiziert und untersucht.

Untersuchungen zum Gelierprozess hochvolumiger Alginatgele

Die hochviskosen, 0,5% und 1%igen Alginatlésungen (Abbildung 18 A) zeigten keine
makroskopisch sichtbare Diffusion durch Dialyseschlauche mit einer
Molekulargewichtsgrenze von 8 kDa (Abbildung 18 B). Gut wasserldsliche Calcium-Salze
wie Calciumchlorid resultierten unter Einsatz von 5 mL Alginatlésung in eine schnelle,
unkontrollierte Gelierung hinzu heterogenen, weif3lich, triiben Strukturen. Durch den Einsatz
von schwer wasserlgslichem Calciumsulfat (2 g/L) konnten die Gelierungszeiten verlangert
und infolgedessen stabile, zylindrische und transparente Gele (V=5mL, @ 11,5 mm)
hergestellt werden (Abbildung 18 B/C). Die zylindrischen Alginatgele lieRen sich passgenau
in 5 mL Spritzen Uberflihren und passierten 23G Kanilen als zusammenhéangenden Gel-Faden

mit unregelmaRiger Variation des Durchmessers (Abbildung 18 D/E), der durch Anlegen von

leichtem Druck mit Hilfe eines Deckglases Transparenz zeigte (Abbildung 18 F).

Objekttrdager-
test auf
Transparenz

Abbildung 18: Hochviskose Alginatlosungen (A) gelierten im Dialyseschlauch mit Hilfe eines
Calciumsulfat-Vernetzungsbad allseitig (B) zu stabilen, transparenten Hydrogelen (C). Nach
Passierung einer 23G-Kantile (D) lagen die Gele als zusammenhangenden Alginatfaden vor (E),
der durch leichtes Andricken eines Objekttragers transparent war (F).
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Vergleichende Untersuchungen zur mechanischen Stabilitat hochvolumiger Alginatgele

Der Gelierungsprozess wurde anschliefend unter Bertcksichtigung der mechanischen
Eigenschaften der resultierenden Alginatgele untersucht. Dabei dienten die Konzentration an
Alginat (0,5% und 1% m/V) sowie die Gelierungsdauern im Vernetzungsbad (1, 2, 3 und 4 h)
als Parameter zur vergleichenden Analyse. Die unterschiedlich gelierten Alginatstrukturen
wurden mit dynamisch, mechanischen Analysen hinsichtlich ihrer viskoelastischen
Eigenschaften untersucht und die Speichermodule G~ und Verlustmodule G~ sowohl mit
kovalent vernetzten Hyalurondure-Gelen als auch mit Silikondlen verglichen (Abbildung 19).
Der Vergleich der dynamischen Module der Polymerldsungen zeigt das typische Verhalten
flissiger, viskoser Proben mit G >G" bei niedrigen Frequenzen. Mit steigender
Polymerkonzentration nahmen auch die viskoelastischen Eigenschaften der Sole zu. Hierbei
waren sowohl 1%ige als auch 0,5%ige Alginatlésungen nachweislich viskoser als 1%ige,

modifizierte Hyaluronsaure.

Der Gelierungsprozess wurde unter Berucksichtigung der Speicher- und Verlustmodule
Uberprift. Vernetzte Gele besalen mit G° >G™~ und Entstehung eines Plateaus einen
nachweislich festen, elastischen Charakter. Die viskoelastischen Eigenschaften der
Alginatgele stiegen bis zu einer Gelierungsdauer von 3 h. Danach (4 h) blieben die
dynamischen Module unverandert. Das Ausgelieren der Alginat-basierten Hydrogele konnte
auch unterstiitzend durch Analysen der Elastizititsmodule mittels Kompressionsversuche
nachgewiesen werden. Die E-Module nahmen bis zu einer Gelierungsdauer von 3 h zu und
blieben dann unverandert (Abbildung 20). Weiterhin zeigten die mechanischen Eigenschaften
der Alginate eine Abhéngigkeit von der Polymerkonzentration. Sowohl die Elastizitdtsmodule
(Abbildung 20) als auch die Viskoelastizitaten (Abbildung 19) nahmen gemafR 1% > 0,5%
Alginat zu. Im Vergleich zu den lonen-stabilisierten Alginatgelen besaRen kovalent vernetzte

Hyaluronsduregele hohere dynamische Module.
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Abbildung 19: Vergleichende Untersuchungen zu den viskoelastischen Eigenschaften von
Ldésungen und Gelen auf Basis von Alginat und Hyaluronséure verschiedener Konzentration
und Gelierungsdauer sowie von Silikonol. Der Wechsel vom flussigen, viskosen Zustand
(Sol: G > G") zum festen, elastischen Zustand (Gel: G" > G™") bestatigte den Gelierungsprozess;

n=>5.
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Abbildung 20: Elastizitatsmodule unterschiedlich gelierter Ca-Alginatgele (n = 3). Die Erh6hung
der Polymerkonzentration und der Gelierungsdauern resultierte in groRBere E-Module. Die
Gelierung der Alginatlésungen mit schwerléslichen Calciumsalzen war nach 3 h mit dem
Erreichen einer Plateauphase abgeschlossen.

Um die Stabilitat der Gele im Hinblick auf Dosier- bzw. Applikationsvorgénge zu beurteilen,
wurden die Speicher- und Verlustmodule der resultierenden Strukturen nach der Dosierung
mit einer 23G Kanule untersucht (Abbildung 19). Nachdem die Gele 23G Kanldilen passierten,
lagen sowohl die Alginat- als auch die Hyaluronsdure-basierten Polymersysteme als Gele mit
G >G"~ vor. Die UV-vernetzten Hyaluronséure-Gele zeigten im Vergleich zu den
Alginatgelen jedoch kleinere G'/G™"-Verhaltnisse und keine Ausbildung eines gleichmaRigen
Niveaus (Plateaus). Dartiber hinaus verlieren die kovalent vernetzten Gele auf Hyaluronséure-
Basis mit dem Dricken durch eine 23G Kanile an Viskoelastizitdt. Langere
Vernetzungsdauern der Hyaluronsdure-Gele (20 min) resultierten hierbei in niedrigere
dynamische Module als kiirzer UV-exponierte Gele (5 min). Im Gegensatz dazu weisen die
ladungsstabilisierten Alginatgele als Alginatfaden nach der Applikation durch die Kanile
hohere viskoelastische Eigenschaften auf als die zylindrischen Alginatgele vor der
Applikation. Im Vergleich zu den Biopolymer-basierten Gelen besal das Silikondl mit
G” < G”" dominant viskose Eigenschaften.

Im Folgenden werden 1%ige Alginatgele, die 3 h im CaSOs-Vernetzungsbad vernetzten, als

hochvolumige Alginat-basierte Materialsysteme weitergehend untersucht.

51



Ergebnisse

Untersuchungen zum Degradationsverhalten hochvolumiger Alginatgele

Neben den mechanischen Eigenschaften wurde auch das Degradationsverhalten als
Beurteilungsvariable fir die Stabilitdt der Hydrogele herangezogen. Im Folgenden wurde
daher das Abbauverhalten von gelierten Alginaten in verschiedenen Medien vergleichend
untersucht (Abbildung 21). Die isotonische Spullésung Balanced Salt Solution (BSS), die
essentielle  Salze in  physiologischen  Konzentrationen  enthélt, wurde als
Simulationsflissigkeit physiologischer Bedingungen genutzt. Als Negativkontrollen wurden
physiologische Kochsalzlésung (0,9% NACL) und die Kdrperfremde Alginatlyase (1% m/V
in BSS) verwendet. Uber einen Zeitraum von 9 Tagen wurden taglich die Testlésung im
5fachen Uberschuss gewechselt und hinsichtlich der Menge geldsten Alginats mit Hilfe des
Uronsdure-Assays untersucht. Mit der Menge geldsten Alginats konnte anschlieBend der
restliche Alginatgehalt des Gels berechnet werden. Es zeigte sich, dass binnen einen Tages die
Alginatgele durch die Alginatlyase enzymatisch vollstandig abgebaut und verfliissigt wurden.
Die tdgliche Gabe monovalenter Natrium-lonen fuhrte zu einem schrittweisen, nahezu
linearen Abbau der Gele. Innerhalo von 9 Tagen haben sich die Calcium-vernetzten
Alginatgele in 0,9% NACL vollstandig verflissigt. Im Gegensatz dazu waren die Alginatgele
in physiologischer BSS (ber den Versuchszeitraum von 9 Tagen stabil und keine Mengen an

geldéstem Alginat in BSS detektierbar.
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Abbildung 21: Degradationsverhalten von Alginatgelen in Balanced Salt Solution (BSS) als
Simulationsflussigkeit physiologischer Bedingungen, isotonische Kochsalzlésung (0,9% NACL)
und einer 1%igen Enzymldsung kérperfremder Alginatlyase in BSS; n = 5.

52



Ergebnisse

Untersuchungen zu den refraktiven Eigenschaften hochvolumiger Alginatgele

Die Brechungsindizes der 1,0%igen Alginatmatrizen wurden mit Hilfe des Hand-
refraktometers HRB18-T (A. Kriss Optronic GmbH, Hamburg, Deutschland) im Vergleich
zu den Hyaluronsdure-basierten Matrizen und Silikondél untersucht (Tabelle 4). Der gelartige,
humane Glaskorper besall einen Brechungsindex von 1,3360, der durch die progressive
Verflissigung einen Wert von 1,3356 annahm. 1,0%ige Alginat- und Hyaluronsdure-Gele
besaBen mit dem Glaskorper vergleichbare refraktive Eigenschaften. Die Gelierung der
Biopolymer-Sole flihrte dabei zu einer geringen Erhéhung der Brechungsindizes, die sich
durch die Injektion der Gele durch eine 23G-Kanile wieder reduzierte. Im Gegensatz dazu
besal3 das Silikondl 5000 mit einen Brechungsindex von 1,4034 deutlich erhohte refraktive
Eigenschaften.

Tabelle 3: Repréasentative refraktive Indizes von Alginatmatrizen im Vergleich zu

Hyaluronsaure-Matrizen, Silikon6l und humanen Glaskdrpern als Referenz menschlichen
Gewebes.

Fluid Gel Gel nach 23G-Injektion
Humaner Glaskorper 1,3356 1,3360 -
1,0% Alginat 1,3359 1,3363 1,3359
1,0% Hyaluronsaure 1,3353 1,3356 1,3353
Silikonol 5000 1,4034 - -

Untersuchungen zur Biokompatibilitat hochvolumiger Alginatgele

Nachdem hochvolumige Alginatgele hinsichtlich ihrer mechanischen und optischen
Eigenschaften charakterisiert vorlagen, galt es die Biokompatibilitat der Polymersysteme zu
uberprifen. Neben den Calcium-vernetzten Alginatgelen wurden die Einzelkomponenten, d.h.
die Alginatlosungen (0,5% bzw. 1%) und der Calciumgehalt, auf ihre Zytotoxizitét
untersucht. Getestet wurde die Ubliche Menge an Calcium in Zellmedien (1,05 mM), im
Vernetzungsbad (15 mM) und ein dazwischenliegenden Wert (7,5 mM). Die einzelnen
Substanzen wurden flr 24 h bei 37 °C mit humanen, adulten, retinalen Pigmentepithelzellen
(ARPE-19) und humanen Fibroblasten inkubiert und anschlielend die metabolische Aktivitat
der Zellen untersucht und mit den Kontrollgruppen (keine Substanz-Exposition) verglichen
(Abbildung 22). Mit >90% Viabilitdt beider Zellsysteme zeigten sowohl 0,5% als auch
1%ige Ca-Alginategele hohe Biokompatibilitdt. Die Hinzugabe von unvernetztem Alginat
und freien Calcium-lonen hoherer Konzentration fiihrte zur Reduktion der metabolischen

Zellaktivitdt. Humane RPE-Zellen und Fibroblasten, die mit hochviskoser, unvernetzter
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1%iger Alginatlosung in Kontakt gesetzt wurden, besalien eine reduzierte Viabilitat von 80%.
Erhohte Konzentrationen an Ca?** (7,5mM) werden von den ARPE-19 und humanen
Fibroblasten mit >90% metabolischer Aktivitdt gut vertragen. Hingegen waren 15 mM
Calcium-Losungen nachweislich zytotoxisch (< 5% Zellviabilitat). Aufgrund grindlicher
Waschschritte mit BSS werden jedoch ungebundenes Alginat und Calcium aus den
Alginatgelen entfernt und somit ein zellschadigender Kontakt ausgeschlossen.

" Humane Fibroblasten
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Abbildung 22: Vergleichende Untersuchungen zur metabolischen Aktivitdt humaner ARPE-19
(A) und Fibroblasten (B) zeigen gute Biokompatibilitdten der Ca-Alginat-Gelen mit >90%
metabolischen Zellaktivitat. Hingegen fihrten die unvernetzten Einzelkomponenten zur
zytotoxischen Interaktion mit reduzierten Zellviabilitdten. Unterschiede zwischen Gruppen
waren mit p < 0,05 (*), p <0,01 (**) und p < 0,001 (***) signifikant; n = 8.

Zusammenfassend konnten in diesem Teil der Arbeit hochvolumige, Calcium-vernetzte

Alginatgele hergestellt werden, die transparent, viskoelastisch, injizierbar, unter

physiologischen Salzkonzentrationen stabil und biokompatibel waren.

4.3 Iniitierung von Zell-Matrix Adhasionen an Alginat-basierten
Hydrogelen

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines bereits veroffentlichten Artikels (104).

Fur eine Vielzahl von humanen Zellen ist die Verankerung an einem Substrat Uber
Fokalkontakte (Adhé&sion) entscheidend fir die Vitalitat und Funktionalitat. Die Nutzung der
biokompatiblen, flexiblen Alginatmatrizen fir die Kultivierung verankerungsabhéngiger
Zellen erfordert daher das Uberwinden der anti-adhasiven Eigenschaften des Alginatgeriists
durch geeignete Modifikationsstrategien. Folglich soll in diesem Teil der Arbeit der Einfluss
der Oberflachenchemie von Matrizen auf die Adhé&sion humaner Zellen am Beispiel von
Carboxyl- und Phenolgruppen vergleichend untersucht werden.
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4.3.1 Herstellung und Charakterisierung von Tyramin-konjugierten Alginaten

Im folgenden Kapitel dieser Arbeit soll die Konjugation von Tyramin, das eine Phenoleinheit
im Molekulgertst tragt, an Alginat-basierte Gele vergleichend untersucht sowie die

generierten, unterschiedlichen Matrixeigenschaften charakterisiert werden.

Funktionalisierungsnachweis und Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der Carbodiimid-Chemie (EDC/NHS) konnte Tyramin erfolgreich und
reproduzierbar an Alginat-basierte Gerlststrukturen konjugiert werden (Abbildung 23).
Zunachst wurden die freien Carboxyl-Gruppen der Alginategele durch EDC aktiviert und mit
NHS zu einem semi-stabilen Intermediat verestert. Die resultierten NHS-Alginat-Ester
konnten anschlieBend mit Tyramin unter Bildung einer Amid-Bindung zwischen Alginat und

Tyramin reagieren.
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Abbildung 23: Schematischer Reaktionsverlauf der Carbodiimide-Chemie (EDC/NHS)-
vermittelten Funktionalisierung von Alginat mit Tyramin. Abbildung abgeandert aus (104).

Mittels *H-NMR-Spektroskopie lieRBen sich die Strukturen der Ausgangsstoffe und der
Reaktionsprodukte aufkldaren und derart ein Kopplungsnachweis von Tyramin an Alginat
erbracht werden (Abbildung 24). Die 'H-NMR-Spektren der Alginate (ALG) zeigten die
typischen Signale der homo- und heterogenen Polymerblécke bei 5,06 ppm (G), 4,77 ppm
(GGM), 4,72 ppm (MGM), 4,70 ppm (MG), 4,66 ppm (MM) und 4,46 ppm (GG). Durch die
Tyramin-Funktionalisierung der Alginate (ALGTYR) waren zusitzliche Signale im *H-

Spektrum nachweisbar. Insbesondere bei einer chemischen Verschiebung von 6,88-7,23 ppm
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konnten die aromatischen Protonen der mit Tyramin eingefiihrten Phenolgruppe neben den
Signalen des Alginats und restlicher Carbodiimide-Chemie abgebildet werden. Tyramin-
korrespondierende Signale blieben ohne den Einsatz der Carbodiimide Chemie im ‘H-
Spektrum (ALG+TYR (-EDC/NHS)) aus. Durch die Verwendung unterschiedlicher Mengen
an Tyramin wurden verschieden Tyramin-funktionalisierte Alginatstrukturen hergestellt, die
fortan fur weitergehende, vergleichende Untersuchungen zur Verfligung standen.
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Abbildung 24: Exemplarische ~ 'H-NMR-Spektren  zur  Strukturaufklarung und
Reakionsverfolgung Tyramin-funktionalisierter Alginate. Durch die Funktionalisierung von
Alginatgelen (ALG) mit Tyramin (TYR) mittels Carbodiimide-Chemie (EDC/NHS) konnten
neben der Alginat-typischen Signalaufspaltung homogener und heterogener Polymerbldcke die
aromatischen Protonen der mit Tyramin eingeftihrten Phenolgruppen (*) nachgewiesen werden
(ALGTYR). Abbildung abgeandert aus (104).
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Benetzbarkeit

Die Kontaktwinkel von nativen und modifizierten Alginatgelen konnten im Vergleich zur
Standardzellkulturplastik {iber die “captive bubble “-Methode bestimmt und infolgedessen
Aussagen Uber die Benetzbarkeit der Oberflachen getroffen werden (Abbildung 25). Die
Oberflache von Polystyrol-basierter Zellkulturplastik (PC) besa mit Kontaktwinkeln von
39,8 £0,9° einen hydrophilen Charakter. Eine Beschichtung der Zellkulturplastik mit
Alginatgelen (ALG) resultierte in leicht erhohte Kontaktwinkel von 46,7 + 0,5°, die nach der
Modifikation mittels Carbodiimide-Chemie (NHS) auf 56,2 +0,5° anwuchsen. Die
anschlieBende Reaktion mit Tyramin ergab hingegen eine Abnahme der Kontaktwinkel, die
mit steigendem Tyramin-Gehalt auf 51,1 + 0,5° (2,5 mg/cm?), 43,9 + 2,2° (7,5 mg/cm?) und
38,8 +1,3° (12,5 mg/cm?) sanken. Somit konnte durch die Funktionalisierung der Alginate
mit 12,5 mg Tyramin/cm? eine Benetzbarkeit der Oberfliche vergleichbar mit der von

Standardzellkulturplastik hergestellt werden.
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Abbildung 25: Kontaktwinkelmessungen von nativen Alginatgelen (ALG) und deren Derivaten
nach Carbodiimide-Chemie (NHS), Modifikation mit verschiedenen Mengen an Tyramin im
Vergleich zur Polystyrol-basierten Zellkulturplastik (PC) und Inkubation mit fetalem
Kélberserum (FKS). Unterschiede zwischen Gruppen im Vergleich zu PC waren mit
p<0,05(*), p<0,01(**) und p<0,001(***) signifikant (n.s.= nicht signifikant); n>3.
Abbildung abgeédndert aus (104).
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Oberflachenladung

Mit Hilfe von Zetapotential-Messungen konnten die Ladungen verschiedenster Oberflachen
untersucht werden (Abbildung 26). Stark negative Zetapotentiale wurden fur Polystyrol (PC)
mit -33,4 £ 2,5 mV und unmodifizierte Alginatgele (ALG) mit -23,5 + 2,9 mV gemessen. Die
Funktionalisierung von ALG mittels Carbodiimide-Chemie (NHS) ergab weniger negativ
geladenen Oberflachen (-6,80 + 1,76 mV), die durch die Kopplung von Tyramin zunehmend
negativer wurden (2,5 mg/cm?: -4,79 + 1,83 mV; 7,5 mg/cm?: -8,75 + 3,56 mV; 12,5 mg/cm?:
-13,4+2,0mV). Alginatgele, die mit 12,5 mg Tyramin/cm? modifiziert wurden, besalen
letztendlich Oberflachenladungen vergleichbar mit Serum-inkubierten Oberflachen (Mit
FKS).

Tyramin [mg/cm?]
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Abbildung 26: Oberflachenladungen von Polystyrol-basierten Zellkulturplastik (PC), nativen
Alginatgelen (ALG) und deren Derivate nach Carbodiimide-Chemie (NHS) sowie Modifikation
mit verschiedenen Mengen an Tyramin und Inkubation mit fetalem Kalberserum (FKS).
Unterschiede zwischen Gruppen im Vergleich zu ALG wurden mit p < 0,001 (***) als signifikant
erachtet; n = 3, N>5. Abbildung abgeédndert aus (104).

Mechanische Stabilitét

Die mechanischen Eigenschaften der nativen Alginatgele sowie der Einfluss der Tyramin-
Funktionalisierung auf die mechanische Stabilitdt der Gele wurden mit Hilfe von
Deformationsversuchen (Kompression der Gele) bestimmt (Abbildung 27). Native
Alginatgele (ALG) zeigten mit Elastizitatsmodulen von 40,4 + 4,7 kPa geringe Steifigkeiten.
Der Einsatz der Carbodiimide-Chemie resultierte in vergleichsweise steifere Geleigenschaften

groRerer Streuung (NHS: 78,8 + 29,2 kPa). Mit zunehmender Funktionalisierung der NHS-
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modifizierten Alginatgele mit Tyramin (2,5, 7,5 und 12,5 mg Tyramin/cm?) nahm die
Steifigkeit der Gele mit 81,7 + 5,8 kPa, 71,0 = 14,4 kPa bzw. 60,1 + 14,9 kPa ab.

Zusammenfassend gelang es geliertes Alginat unter Einsatz der Carbodiimide-Chemie mit
Tyramin bei Raumtemperatur und physiologischen pH erfolgreich und im unterschiedlichen
MaRe zu modifizieren. Zur Strukturaufklarung und als Nachweis der Funktionalisierung hat
sich die *H-NMR-Spektroskopie als effektiv erwiesen. Fiir die weiterfilhrenden Versuche zur
Etablierung von Zell-Matrix Adhésionen konnte fortan auf unterschiedlich hergestellte
Tyramin-funktionalisierte Alginatgele zurtickgegriffen werden, die hinsichtlich der
Eigenschaften ihrer Oberflache (Benetzbarkeit und Ladung) und mechanischen Stabilitét

(Steifigkeit) charakterisiert vorlagen.
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Abbildung 27: Mechanische Stabilitat von nativen Alginatgelen (ALG) und deren Derivate nach
Carbodiimide-Chemie (NHS), Modifikation mit verschiedenen Mengen an Tyramin und
Inkubation mit fetalem Kalberserum (FKS). Unterschiede zwischen Gruppen im Vergleich zu
PC waren mit p <0,001 (***) signifikant (n.s. = nicht signifikant); n =3, N>3. Abbildung
abgeandert aus (104).

4.3.2 Untersuchungen zur Proteinadsorption an Tyramin-funktionalisierten
Alginaten

In diesem Kapitel der Arbeit soll untersucht werden, welchen Einfluss die generierten
Oberflachen unterschiedlicher Chemie (/Eigenschaft) auf das Adsorptionsverhalten von Zell-

Matrix mediierenden Proteinen hat.
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Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss der Tyramin-Funktionalisierung von
Alginatgelen auf den Gehalt adsorbierter Proteine

Zum quantitativen Nachweis Oberflachen-adsorbierter Proteine wurden zwei verschiedene
Assays untersucht. Der Pierce™ BCA Protein Assay nutzt die Reduktionsreaktion von Cu?*
zu Cu® durch Proteine aus, um mit Hilfe des farbigen Produkts (Aabsorption =562 nm) der
hochsensitiven Reaktion der Bicinchoninsaure mit Cu® die totale Proteinkonzentration im
Vergleich zu einem Proteinstandard zu bestimmen. Im Gegensatz dazu wurden mit dem
Ellmans Reagenz die Sulfhydryl-Gruppen der adsorbierten Proteine bestimmt, die durch die
Freisetzung des farbigen Produkts (Aabsorption =412 nm) der Reaktion von DTNB mit den
Thiolen in einer Probe angezeigt werden. Beide Proteinadorptionsstudien ergaben mit
zunehmender Tyramin-Konjugation erhohte Mengen an adsorbierten Proteinen auf der
Hydrogel-Oberflache (Abbildung 28 A/B). Im Vergleich zur Zellkulturplastik PC konnten
sowohl auf den nativen als auch auf den modifizierten Hydrogel-Oberflachen groRere Mengen

an adsorbierten Proteinen nachgewiesen werden (Abbildung 28 B).

A 200 - B 0.12 4

Proteinadsorption [pg/mL]
Extinktion

7.5 12.5 PC ALG NHS 2.5 7.5 12.5
Tyramin [mg/cm?] Tyramin [mg/cm?]

Abbildung 28: Studien zur Adsorption von Proteinen auf Oberflachen nativer Alginatgele
(ALG) und modifizierter Alginatgele mit der Carbodiimide-Chemie (NHS) und verschiedenen
Konzentrationen an Tyramin im Vergleich zur Standardzellkulturplastik (PC) unter
Verwendung des BCA Protein Assays (A) und Ellmans Reagenz (B); n=5. Abbildung
abgeandert aus (104).

Untersuchungen zur Stabilitat von Proteinen auf Tyramin-funktionalisierten Alginaten

Die Stabilitdt von Proteinen, die auf Tyramin-modifizierten Oberflachen adsorbierten, wurde

am Beispiel von Laminin bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C und verschiedenen

Lagerzeiten (0, 7 und 14 d) mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen gegen Laminin

untersucht  (Abbildung 29).  Tyramin-funktionalisierte  Alginatgele ohne Laminin-

Beschichtung zeigten keine Immunfluoreszenz (Abbildung 33: nativ, Negativkontrolle).

Hingegen lieR sich nach Inkubation der Tyramin-Alginagele mit Laminin und entsprechender
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Antikorperfarbung gegen Laminin Fluoreszenzsignale und somit die Anwesenheit von Protein
nachweisen (Abbildung 33: mit Protein (0d), Positiv-Kontrolle). Auch nach einer statischen
Lagerung der Laminin-beschichteten Tyramin-Alginatgele bei 4 °C fiir 7 Tage als auch fur
14 Tage war Laminin auf der Geloberflache via Immunféarbungen detektierbar (Abbildung 33:
mit Protein (7 d), mit Protein (14 d)).

Nativ

Mit Protein (0d)

Mit Proteln

Abbildung 29: Représentative Immunfluoreszenzbilder von Tyramin-funktionalisierten
Alginatgelen ohne (nativ, Negativkontrolle) und mit Laminin-Beschichtung (mit Protein (0d),
Positivkontrolle). Die adsorbierten Proteine lagen mindestens fiir einen Zeitraum von 14 Tagen
stabil auf der Geloberflache vor. Abbildung abgeandert aus (104).

Untersuchungen zum Einfluss der Proteinadsorption auf die Materialeigenschaften

Nachdem die Adsorption und Stabilitdit von Proteinen auf Tyramin-Alginatgelen
nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, inwieweit die Proteinadsorption die
Materialeigenschaften beeinflusst. Dazu wurden nach Inkubation der Materialien mit fetalem
Kélberserum die Kontaktwinkel (Abbildung 29, mit FKS) und Ladung (Abbildung 30, mit
FKS) der verschiedenen Oberflaichen als auch die mechanischen Eigenschaften
(Abbildung 31, mit FKS) analysiert. In Folge der Proteinadsorption hat sich die Benetzbarkeit
aller untersuchten Oberflachen an Kontaktwinkeln von 34,9 £ 0,9° angeglichen. Auch die
Zetapotentiale der inital unterschiedlich geladenen Oberflachen lagen nach der Adsorption
von Proteinen vergleichbar bei -12,1+1,5mV vor. Im Gegensatz dazu zeigten sich die

mechanischen Stabilitdten unbeeinflusst von den adsorbierten Proteinen.
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Zusammenfassend konnte zundchst der Nachweis von Proteinen auf nativen und
modifizierten Alginatgelen unterschiedlicher Chemie erbracht werden und anschlieBend der
Gehalt und die Stabilitat Oberflachen-adsorbierter Proteine vergleichend untersucht werden.
Dariiber hinaus war es mdglich, die Eigenschaftsanderung der Geloberflachen durch die
Adsorption von Proteinen zu bestimmen. Infolgedessen standen fir die weiterflihrenden
Untersuchungen der Zell-Matrix Kontakte humaner Zellen mit nativen und modifizierten
Alginatgelen verschiedenste Oberflachen zur Verfugung, die mit Zelladh&sions-mediierenden

Proteinen ausgestattet waren.

4.3.3 Vergleichende Untersuchungen zur Adhasion humaner Zellen an Tyramin-
modifizierten Alginaten

In diesem Kapitel der Arbeit soll untersucht werden, inwieweit durch die Funktionalisierung
der Alginatgele mit Tyramin die bioinerten Eigenschaften nativer Alginatgeriste Gberwunden
werden und folglich bioaktive Oberflichen geschaffen werden konnen, die die Adhé&sion
humaner Zellen beginstigen.

Adhésionsverhalten  humaner, mesenchymaler  Stammzellen auf Tyramin-
funktionalisierten Alginatgelen

Zur Beurteilung der zelladhdsiven Eigenschaften nativer und verschieden modifizierter
Alginatgeriste wurden humane mesenchymale Stammzellen auf sphdrischen Alginatgelen
ohne wund nach unterschiedlicher Modifizierung in hangenden Tropfen kultiviert
(Abbildung 30). MSCs, die mit nativen Alginatgelen (-EDC/NHS, -TYR) in Kontakt gesetzt
worden sind, zeigten keine zellulare Adhasion und Ausbreitung auf der Geloberflache,
blieben abgerundet in Suspension und bildeten durch Zell-Zell-Kontakte Agglomerate aus.

Abbildung 30: Reprasentative Durch-
lichtbilder humaner, mesenchymaler
Stammzellen (MSCs), die in
hédngenden Tropfen auf sphéarischen
Alginatgelen ohne (-EDC/NHS, -TYR)
oder nach Modifikation mit der
Carbodiimde-Chemie (+EDC/NHS,
-TYR), Tyramin (-EDC/NHS, +TYR)
oder der Carbodiimide-Chemie und
Tyramin (+EDC/NHS, +TYR)
kultviert wurden. Représentative
Markierungen von adharenten MSCs
(weiBer Pfeil) und Zellsphéroiden
(weild gestricheltes Viereck).
Abbildung abgeandert aus (104).
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Daruber hinaus waren Zelltrimmer zu beobachten. Vergleichbares Zellverhalten konnte auf
Alginatoberflachen beobachtet werden, die mit der Carbodiimide-Chemie (+EDC/NHS,
-TYR) oder nur mit Tyramin (-EDC/NHS, +TYR) funktionalisiert worden waren. Erst nach
einer Funktionalisierung der Alginatgele mit der Carbodiimide-Chemie und Tyramin
(+tEDC/NHS, +TYR) adhdrierten mesenchymale Stammzellen auf den sphérischen
Gelstrukturen, breiteten sich auf der Oberflache aus und bildeten einen konfluenten Zellrasen.

Adhasionsverhalten humaner, induziert-pluripotenter Stammzellen (hiPSCs) auf
Tyramin-funktionalisierten Alginatgelen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Modifikation von Alginatgelen mit Tyramin eine
adhérente Kultivierung von MSCs erlaubt, wurden weitergehend die Zell-Matrix Kontakte
humaner, induziert-pluripotenter Stammzellen, hiPSCs, die eine komplexere Mikroumgebung
als MSCs benétigen, in initialen Versuchen untersucht. Dazu wurde das Adhasionsverhalten
von hiPSCs auf nativen und unterschiedlich funktionalisierten Alginatgelen nach der
Kultivierung in hangenden Tropfen mit einer Zellzanl von 30 x 10* hiPSCs/cm?
Alginatoberflache an verschiedenen Kultivierungszeitpunkten (2h, 5h wund 24 h)
dokumentiert (Abbildung 31). Als Negativkontrolle dienten native Alginatgele, auf denen
hiPSCs nicht adhérierten und abgerundet als Einzelzellen oder als Zellagglomerate in
Suspension vorlagen. Aufgrund der hohen Zahl an Einzelzellen erfolgte nach 5h ein
Waschschritt, um die Zelladh&sion besser beurteilen zu kénnen. HiPSCs, die mit EDC/NHS-
modifizierten Alginatgelen in Kontakt gesetzt wurden, lagen vergleichbar zur
Negativkontrolle als nicht-adharente Einzelzellen in Suspension vor, die nach dem
Waschschritt entfernt wurden und blanke Alginatgele zuriicklieRen. Eine Modifikation der
Gele mit EDC/NHS, Tyramin und dem Protein Laminin-521 ergab, dass hiPSCs bereits nach
einer Inkubationszeit von 2 h an die funktionalisierten Gelstrukturen anhefteten und sich
binnen 5h ausbreiteten. Nach einer Inkubationszeit von 24 h waren die Laminin-
beschichteten Tyramin-Alginatgele konfluent mit hiPSCs bewachsen, die aufgrund fehlender
Expansionsoberflache zu Zell-Zell Kontakten neigten und dadurch Cluster an
dichtbewachsenden Gelstrukturen ausbildeten. Da eine direkte Modifikation von Laminin-521
an Alginatgele via Carbodiimide keine Zelladhé&sion hervorbrachte, wurde das dokumentierte
Adhasionsverhalten von hiPSCs auf Laminin-beschichteten Tyramin-Alginatgelen mit dem
auf Alginatgelen verglichen, die mittels Carbodiimide mit Vitronektin funktionalisiert in
vergangenen Arbeiten bereits eine Zelladh&sion von hiPSCs zeigten (Positivkontrolle). Im
Vergleich zur Positivkontrolle zeigten hiPSC auf Laminin-beschichteten Tyramin-

Alginatgelen nach 5h Inkubation eine gleichmaBige Adhdsion Uber die gesamte
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Wachstumsoberflache mit geringerer Tendenz zur Ausbildung von Agglomeraten nicht-
adhérierter Zellen.

Alginatgel
(Negativkontrolle)

Alginatgel
+ EDC/NHS

Alginatgel
+ EDC/NHS

+ Tyramin

+ Laminin-521

Alginatgel
+EDC/NHS
+ Vitronektin

(Positivkontrolle)

Abbildung 31: Repréasentative Durchlichtbilder humaner, induziert-pluripotenter Stammzellen,
die in hangenden Tropfen auf sphérischen Alginatgelen ohne und nach unterschiedlicher
Modifizierung verschieden lang kultiviert worden sind. Der MaRstabsbalken entspricht 100 pum.

Nachdem der Nachweis der Adhdsion von hiPSCs auf Laminin-beschichteten Tyramin-
Alginatgelen erbracht werden konnte, wurden das Adhasionsverhalten hinsichtlich des
Tyramin- und Proteingehalts der funktionalisierten Gelstrukturen analysiert.

Untersuchungen zum Einfluss des Funktionalisierungsgrads an Tyramin auf das
Adhésionsverhalten von hiPSC

Die Zell-Matrix Kontakte von hiPSCs an Laminin-beschichteten Alginatgelen wurden an
zwei verschiedenen Zelllinien (ER 19-18 und UKBI005) und unterschiedlichen Quantitaten
an Tyramin pro Wachstumsoberflache hinsichtlich der Zelladhasion beurteilt. Nach 24-
stindiger Kultivierung der hiPSCs auf den verschieden modifizierten Tyramin-Alginaten
gleicher Proteinbeschichtung (1 pug Laminin-521/cm?) zeichnete sich ein leichter Trend
erhohter Zelladhéasion mit zunehmender Tyramin-Konzentration ab (Abbildung 32). Auf den

Durchlichtbildern der héngenden Tropfen (Abbildung 32 A) lagen bei einer Tyramin-
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Konzentration von 2,5 mg/cm? modifizierte Alginatgele vor, auf denen beide hiPSC-Linien in
gleicher Weise adhérierten, jedoch teils Zellagglomerate und keine konfluenten Zellrasen
vorwiesen. Die Erhéhung der Tyramin-Konzentration auf 7,5 mg/cm? bzw. 12,5 mg/cm?
resultierte in hdheren Zellzahlen, weniger Zellagglomerate und mehr konfluent bewachsenen
Geruststrukturen (Abbildung 32 A/B). Infolgedessen wurden fir die weiterfiihrenden
Experimente Alginatgelstrukturen, die mit 12,5mg Tyramin/cm? funktionalisiert wurden,

herangezogen.
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Abbildung 32: Untersuchungen zum Adhasionsverhalten von den hiPSC-Linien ER 19-18 und
UKBIO005 auf verschieden modifizierten Tyramin-Alginaten gleicher Proteinbeschichtung mit
entsprechenden Durchlichtbildern (A) und der Anzahl adhérenter Zellen (B); n=3. Der
MaRstabsbalken entspricht 500 pum.

Untersuchungen zum Einfluss des Proteingehalts auf das Adhasionsverhalten von hiPSC

Zur Beurteilung des Adhé&sionsverhalten von hiPSC auf Laminin-beschichteten Tyramin-
Alginatgelen unterschiedlicher Proteinkonzentration bei gleicher Tyramin-Funktionalisierung
(12,5 mg Tyramin/cm?) wurden die Zelllinien ER 19-18 und UKBi005 in hangenden Tropfen
zusammen mit den unterschiedlich modifizierten, spharischen Alginatgelen fur einen
Zeitraum von 24 h bei 37 °C kultiviert (Abbildung 33). Ein Proteingehalt von 0,5 pg Laminin
pro cm? Wachstumsflache ergab ein Adhasionsverhalten beider hiPSC-Linien, welches von
stellenweiser Zelladh&sion und Agglomeraten gekennzeichnet war (Abbildung 33 A). Zu
beachten ist, dass die Zellagglomerate in der Auswertung der Anzahl adhérenter Zellzahlen
einbezogen wurden und es deshalb zu vermeintlich erhdhten Werten kommen konnte
(Abbildung 33 B). Die Anwendung gréRerer Proteinmengen (1,0 pg/cm?) filhrte zu einer
vergleichsweise gleichmaRigeren Zelladh&sion und -ausbreitung hin zu konfluent
bewachsenen Alginatgelen, die sich durch eine weitere Erhohung der Proteinkonzentration
(1,5 pg/ecm? bzw. 2,5 pg/cm?) nicht maRgeblich veranderte (Abbildung 33 A/B).
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Abbildung 33: Untersuchungen zum Adhasionsverhalten von den hiPSC-Linien ER 19-18 und
UKBI005 auf Laminin-beschichteten Tyramin-Alginatgelen unterschiedlicher Protein-
konzentration bei gleicher Tyramin-Funktionalisierung mit entsprechenden Durchlichtbildern
(A) und der Anzahl adharenter Zellen (B); n = 3. Der MalR3stabsbalken entspricht 500 pm.

Zusammenfassend konnten in diesem Teil der Arbeit die Alginatgele, die mit verschiedenen
Gehalten an Tyramin funktionalisiert und hinsichtlich ihrer Materialeigenschaften und
Proteinadsorption charakterisiert wurden, in Kontakt mit humanen, mesenchymalen und
induziert-pluripotenten Stammzellen gesetzt und dadurch eine Zelladhdsion sowohl initiiert

als auch optimiert werden.

4.4  Untersuchungen zum Einfluss der Ladung von Polymeroberflachen
auf das Verhalten humaner Zellsysteme

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines bereits veroffentlichten Artikels (16).

In direkter Beziehung zur Chemie einer Materialoberflache steht dessen Ladung, die einen
entscheidenden Parameter fur das Wechselspiel von humanen Zellen mit einem Material
darstellt. In diesem Teil der Arbeit soll daher der Einfluss der Oberflachenladung einer Matrix
am Beispiel vom pH-responsiven Alginat auf das Verhalten humaner Zellen insbesondere mit
Blick auf die Adhé&sion und Differenzierung von MSCs untersucht werden.

4.4.1 Herstellung und Charakterisierung von PAMAM-konjugierten Alginaten

Im folgenden Kapitel dieser Arbeit soll die Konjugation von stark positiv geladenen
Poly(amidoaminen) (PAMAM) an Alginat-basierte Gelgertste vergleichend untersucht sowie
die generierten, unterschiedlichen Matrixeigenschaften charakterisiert werden. Dadurch sollen
Materialoberflachen unterschiedlicher Ladungszustdnde fiir die Untersuchungen von Zell-

Matrix Kontakte bereitgestellt werden.
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Funktionalisierungsnachweis

Um Gelmatrizen verschiedener Ladung herzustellen, gelang es mittels Carbodiimide-Chemie
die Alginatgele mit unterschiedlichen Mengen an positiv geladenen PAMAM auszustatten
(Abbildung 34). Analog zur Tyramin-Funktionalisierung wurden zundchst die freien
Carboxyl-Gruppen der Alginatgele durch EDC aktiviert und mit NHS verestert. AnschlieRend
reagierten die NHS-Alginat-Ester mit verschiedenen Mengen an PAMAM (1,6, 3,2, 32, 324
und 3234 nmol PAMAM/cm?) unter Ausbildung einer Amid-Bindung zwischen Alginat und

PAMAM.
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Abbildung 34: Schematischer Reaktionsverlauf der Carbodiimide-Chemie (EDC/NHS)-
vermittelten Funktionalisierung von Alginat mit PAMAM. Abbildung abgedndert aus (16).

Die Kopplung von PAMAM an Alginatgelen wurde mit der energiedispersiven Rontgen-
(EDX) und Raman-Spektroskopie untersucht (Abbildung 35). Die quantitative Analyse der
EDX-Spektren ergab im Vergleich zum nativen Alginat steigende Anteile des Elements
Stickstoff mit zunehmender PAMAM-Funktionalisierung.  Eine  Séttigung  des
Stickstoffgehalts trat mit hohen Konzentrationen an PAMAM (324 und 3245 nmol/cm?) bei
7,6 wt% ein. Einen vergleichbaren Trend ergaben die Untersuchungen der nativen und
PAMAM-modifizierten Alginatgele mittels Raman-Spektroskopie. Die Raman-Signale im
Bereich einer Verschiebung von 1555-1742 cm™ entsprachen der C=0 Streckschwingung der
Amid-Bande I. Die Integration dieser Bande resultierte in der Menge an gekoppeltem
PAMAM.
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Abbildung 35: Charakterisierung der EDC/NHS-vermittelten Funktionalisierung von
Alginatgelen (ALG) mit unterschiedlichen Mengen an PAMAM via energiedispersiver Rontgen-
(EDX, n=3) und Raman-Spektroskopie (n=3, N =3). Unterschiede zwischen Gruppen im
Vergleich zu ALG wurden mit p<0,01(**) und p<0,001(***) als signifikant erachtet.
Abbildung abgeéandert aus (16).

Neben der Ausbildung kovalenter Amid-Bindungen zwischen Alginat und PAMAM wurde
aullerdem auch das Adsorptionsverhalten von PAMAM untersucht und hierfir native
Alginatgele fiir 24 h mit verschieden konzentrierten PAMAM-LGsungen (100, 200, 324, 648
und 1296 nmol/cm?) in Abwesenheit der vermittelnden Carbodiimide-Chemie inkubiert.
Unter Verwendung der UV/VIS-Spektroskopie wurde mit der Menge nicht-adsorbierter
PAMAM-Molekile die Menge adsorbierter PAMAM kalkuliert. Die Auftragung
entsprechender Ergebnisse resultierte in eine Adsorptionsisotherme, deren Verlauf gemaR der
Brunauer, Emmett & Teller (BET)-Therorie charakteristisch fur die Ausbildung von multiplen
Adsorptionslagen war (Abbildung 36). PAMAM adsorbierte zunehmend bis zur Sattigung der
Alginatgeloberflache (Monolage; schwarze Datenpunkte) und dartiber hinaus unter Bildung

von Mehrlagen (graue Datenpunkte).
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1 ¢ Abbildung 36: Adsorptionsverhalten von
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042 . ' . _ . Ausbildung mehrerer Lagen bei hohen
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¢ (PAMAM) [umol/L] Abbildung abgeédndert aus (16).
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Zusatzlich stellten die vergleichenden Untersuchungen der Oberflacheneigenschaften von
nicht- und verschieden PAMAM-modifizierten Alginatgelen weitere Charakterisierungen der

PAMAM-Kopplung an Alginat dar.

Oberflachenladung

Die Ladung der verschiedenen Hydrogel-Oberflachen wurden unter Berlicksichtigung der
Zetapotentiale  untersucht ~ (Abbildung 37).  Alginatgele  mit  nicht-modifizierten
Carboxylgruppen (ALG) besalRen negativ geladene Oberflachen mit Zetapotentialen von
-22,5+2,7mV. Die Funktionalisierung der Alginatstrukturen mit PAMAM fiihrte zu
zunehmend positiv geladenen Geloberflachen mit Zetapotentialen bis zu 12,2 + 3,0 mV.
Matrigel-modifizierte ~ Alginatgele (AMG) wiesen negative Zetapotentiale von
-4,66 + 1,42 mV auf, die eher vergleichbar mit denen vom fetalen Kalberserum (FKS,

-7,09 £ 0,61 mV) waren.
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Abbildung 37: Zetapotential-Analysen von Alginatgelen (ALG) und deren Derivaten nach der
Funktionalisierung mit Matrigel (AMG) oder verschiedenen Konzentrationen an PAMAM vor
(nativ) und nach Inkubation mit fetalem Kélberserum (mit FKS). Unterschiede zwischen
nativen Gruppen im Vergleich zu ALG wurden mit p < 0,001 (***) als signifikant erachtet,
n =23, N =9. Abbildung abgeéndert aus (16).

Benetzbarkeit

Mit Hilfe der ,.captive bubble“-Methode gelang es die Kontaktwinkel sowohl der
Standardzellkulturplastik (PC) als auch der verschiedenen Geloberflichen zu bestimmen
(Abbildung 38). Die Oberflachen der Zellkulturplastik und nicht-modifizierten Alginatgele
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zeigten hydrophile Kontaktwinkel. Die Funktionalisierung der Alginatgele mit Matrigel oder
PAMAM resultierte in vergleichsweise hydrophilere Oberflachen. Dabei zeigten die
verschieden PAMAM-modifizierten Alginatgele vergleichbare Kontaktwinkel unabhéngig
von der PAMAM-Konzentration.
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Abbildung 38: Kontaktwinkelmessungen (,,captive bubble“-Methode) zur Analyse der
Benetzbarkeit von Alginatgelen (ALG) und deren Derivaten nach der Funktionalisierung mit
Matrigel (AMG) oder verschiedenen Konzentrationen an PAMAM vor (nativ) und nach
Inkubation mit fetalem Kalberserum (mit FKS) im Vergleich zur Standardzellkulturplastik
(PC). Unterschiede zwischen Gruppen im Vergleich zu ALG wurden mit p <0,01 (**) und
p < 0,001 (***) als signifikant erachtet; n > 12. Abbildung abgeéndert aus (16).

Oberflachenrauigkeit

Die verschiedenen (Gel-)Oberflachen wurden mit Hilfe der BSE-Bilder, die im Rahmen der
Rasterelektronenmikroskopie aufgenommen wurden, hinsichtlich der Rauigkeit analysiert.
Die bildbasierte Quantifizierung der Oberflacheneigenschaften diente zur Klassifizierung der
Rauigkeit Uber die Berechnung des Haralick-Texturmerkmals ,,Entropie®, der Zufélligkeit der
Pixelverteilung. Hohe Entropiewerte korrelierten mit rauen, heterogenen Oberflachen,
wahrend niedrige  Entropiewerte  glatten, homogenen  Oberflachen entsprachen
(Abbildung 39). Die Oberflachen der Standardzellkulturplastik (PC) besaRen glatte
Oberflachen, die durch die Beschichtung mit Alginatgelen an Rauigkeit zunahmen. Zu
erkennen waren die im Durchschnitt 70 nm groRen Poren der Gele. Die Funktionalisierung
der Alginatgelstrukturen mit geringen Konzentrationen an PAMAM (1,6 und 3,2 nmol/cm?)
ergab raue Oberflachen. Mit zunehmender PAMAM-Kopplung sank jedoch die Oberflachen-
rauigkeit hin zu glatten Oberflichen bei 3245 nmol PAMAM/cm?, die den Eigenschaften der

Standardkulturplastik und Matrigel-beschichteten Alginatgelen ahnelten.
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Mit FKS

Abbildung 39: Untersuchungen zur Oberflachenrauigkeit von Alginatgelen (ALG) und deren
Derivaten nach der Funktionalisierung mit Matrigel (AMG) oder verschiedenen
Konzentrationen an PAMAM vor (nativ) und nach Inkubation mit fetalem Kalberserum (mit
FKS) im Vergleich zur Standardzellkulturplastik (PC) mit Hilfe reprasentativer BSE-Bilder.
Unterschiede zwischen Gruppen im Vergleich zu ALG wurden mit p < 0,001 (***) als signifikant
erachtet; n = 3, N = 6. Der MalRstabsbalken entspricht 2 um. Abbildung abgeéndert aus (16).

Zusammenfassend konnten in diesem Teil der Arbeit positiv geladene Poly(amidoamine)
kontrolliert und reproduzierbar an Alginatgele gekoppelt werden. Fir die Untersuchungen des
Einflusses der Ladung von Polymeroberflachen auf das Verhalten humaner Zellen standen
infolgedessen verschieden geladene Geloberflachen mit Zetapotentialen von -25 mV bis

15 mV zur Verfligung.

4.4.2 Untersuchungen zur Proteinadsorption an PAMAM-funktionalisierten
Alginaten

Im Folgenden wurden die hergestellten Gele unterschiedlicher Ladungszustande hinsichtlich
ihrer Interaktion mit Zell-Matrix-mediierenden Proteinen untersucht.

Untersuchungen zur Quantitat und Faltungsprozessen adsorbierter Proteine

Nach Inkubation der verschieden PAMAM-modifizierten Alginatgele im FKS-angereicherten
Medium konnten unter Verwendung von Ellmans Reagenz die Sulfhydryl-Gruppen
adsorbierter Proteine im Vergleich zur Standardkulturplastik und nicht-modifizierten

Alginatgelen gquantifiziert werden (Abbildung 40 A).
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Abbildung 40: Studien zur Adsorption von Proteinen auf Polymeroberflachen unterschiedlicher
Ladung hinsichtlich des Gehalts an Sulfhydryl-Gruppen (A) und der Konformation (B) der
Oberflachen-adsorbierten Proteine. Hohe ANS-Fluoreszenzen zeigten dabei einen durch
Faltungsprozessen-verknlpften Verlust der bioaktiven Funktionalitit an. Unterschiede
zwischen Gruppen im Vergleich zu ALG wurden mit p<0,05(*) und p<0,001 (***) als
signifikant erachtet; n = 5. Abbildung abgeéndert aus (16).

Proteine  adsorbierten auf allen untersuchten  Polymeroberflaichen.  Auf der
Standardkulturplastik konnten vergleichsweise wenig adsorbierte Proteine nachgewiesen
werden. Hingegen ergab das Auftragen von nativen Alginatgelen erhohte
Proteinadsorptionen, die sich durch Kopplung geringer Mengen an PAMAM (1,6 und
3,2 nmol/cm?) nicht veranderten. Die zunehmende PAMAM-Funktionalisierung (32, 324 und
3245 nmol/cm?) der Alginatgele resultierte in gesteigerten Mengen an Oberflachen-

adsorbierten Proteinen.

Die Konformation adsorbierter Proteine wurde mit Hilfe der Fluoreszenz von 8-
Anilinonaphthalin-1-sulfonsdure (ANS) untersucht, die durch die Bindung an hydrophobe
Regionen der Proteine zunimmt und Faltungsprozesse (Denaturierungen) anzeigt
(Abbildung 40 B). Vergleichsweise wenig hydrophobe/gefaltete Abschnitte waren im Falle
der Proteine zu verzeichnen, die auf der Standardzellkulturplastik adsorbierten. Im Gegensatz
dazu flhrte die Adsorption von Proteinen an nativen Alginatgelen zu hohen Konformations-
anderungen. Durch die zunehmende Funktionalisierung der Alginatgele mit PAMAM konnte
eine Reduktion der Faltungsprozesse erreicht werden. Jedoch stieg bei hohen PAMAM-
Konzentrationen (3245 nmol/cm?) die Zahl hydrophober Proteinabschnitte erneut.
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Untersuchungen zum Einfluss der Proteinadsorption auf die Materialeigenschaften

Nachdem Proteine in unterschiedlicher Quantitdt und Konformation an den
Polymeroberflachen adsorbierten, wurden die Materialien erneut hinsichtlich ihrer
Oberflacheneigenschaften untersucht. Die Zetapotentiale der verschiedenen Alginatgele, die
vor der Proteinadsorption noch von -25 mV bis 15 mV variierten, befanden sich nach der
Adsorption der Proteine in einem Bereich von -8,01 + 2,38 mV (Abbildung 37, mit FKS), der
dem von FKS (-7,09 £ 0,61 mV) entsprach. Ebenso glichen sich die Kontaktwinkel der
Polymeroberflache nach Proteinadsorption einem Wert von 35,60 + 2,85 ° an, sodass die
Protein-beschichtete Oberflachen vergleichbare Benetzbarkeiten mit Aminogruppen-haltigen
PAMAM-Oberflachen besalRen (Abbildung 38, mit FKS). Hingegen hatten die adsorbierten
Proteine keinen signifikanten Einfluss auf die Oberflachenrauigkeit.

Zusammenfassend gelang es in diesem Teil der Arbeit Proteine auf nativen und PAMAM-
modifizierten Alginatgelen nachzuweisen und anschlielend den Gehalt und die Konformation
der Oberflachen-adsorbierten Proteine im Vergleich zur Standardzellkulturplastik zu
untersuchen. Zudem konnte der Einfluss der Proteinadsorption auf die Oberflachen-
eigenschaften Ladung, Benetzbarkeit und Rauigkeit bestimmt werden. Als Folge der
Proteinadsorption standen fur die weiterfiihrenden Untersuchungen zu Zell-Matrix Kontakten
fortan keine Polymeroberflachen unterschiedlicher Ladung sondern Oberflaichen mit

unterschiedlichen, ladungsbedingten Proteinsituationen vor.

4.4.3 Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss der Ladung von
Polymeroberflachen auf Zell-Matrix Kontakte

In diesem Teil der Arbeit soll mit Hilfe von optischen, immunochemischen und
mikrobiologischen Methoden Zell-Matrix Kontakte von MSCs auf Materialoberflachen

unterschiedlicher Ladungs- bzw. Proteinzustande vergleichend untersucht werden.

Untersuchungen zum Adhaésionsverhalten mesenchymaler Stammzellen auf
Polymeroberflachen unterschiedlicher Ladung

In Zellkulturversuchen wurden die Zell-Kontakte humaner MSCs an den verschiedenen
Alginatoberflachen im Vergleich zur Standardzellkulturplastik untersucht. Keine Zelladh&sion
erfolgte auf nativen, nicht-modifizierten  Alginatgelen  (Abbildung 41 1A). Die
Funktionalisierung der Alginatgele mit der Carbodiimide-Chemie fiihrte zu einem Anheften
weniger MSCs, die eine Oberflache mit Mikrovilli, Falten und Vesikeln besalien
(Abbildung 41 2A/B).

73



Ergebnisse

Abbildung 41: Reprasentative Rasterelektronenmikroskopie-Bilder von MSCs nach eintagiger
Kultivierung auf nativen Alginatgelen (1A) und EDC/NHS-modifizierten Alginatengelen (2A/B).
Abbildung abgeéandert aus (16).

Die Kultivierung von MSCs auf den verschieden PAMAM-funktionalisierten Alginatgelen
ergab unterschiedliche Adhésionsprofile, die zundchst hinsichtlich der Ausbreitung,
Morphologie, Oberflaichenmerkmalen und Zellspuren der MSCs im Vergleich zur
Standardkulturplastik (PC) und Matrigel-modifizierten Alginatgelen (AMG) untersucht
wurden (Abbildung 42). MSCs, die auf PC und AMG adhdrierten, lagen ausgebreitet und mit
einer glatten Zelloberflache mit einzelnen, kurzen Mikrovilli vor (Abbildung 42 1A-C/2A-C).
Weiterhin konnten lange, diinne Zellspuren mit einem Durchmesser von 50-150 nm und
zahlreichen Verzweigungen beobachtet werden (Abbildung 42 1D/2D). Im Falle der
PAMAM-modifizierten Alginatgelen zeigte sich diverses Zellverhalten in Abh&ngigkeit zur
PAMAM-Konzentration. Auf Gelstrukturen mit 1.6 nmol PAMAM/cm? adhérierten nur
wenige MSCs, die mit vielen Mikrovilli, Blaschen und Falten bedeckt waren, tUber sehr dichte
Zell-Matrix Kontakte und ohne Zellspuren (Abbildung 42 3A-3D). Eine Erh6hung der
PAMAM-Quantitat auf bis zu 32 nmol/cm? resultierte in vermehrt sternférmig ausgebreiteten
Zellen mit zunehmend langeren und verzweigten Zellspuren (Abbildung 42 4A-4D/5A-5D).
Vergleichbare Zellspuren konnten auf Alginatgelstrukturen mit 324 nmol PAMAM/cm?
beobachtet werden (Abbildung 42 6D), jedoch zeigten die adhérierten MSCs zunehmend
spindelférmige Adhésionsmustern und geglattete Oberflachenreliefs (Abbildung 42 6A-C).
Eine weitere Zunahme des PAMAM-Gehalts auf 3245 nmol/cm? fihrte vermehrt zur
Adhasion abgerundeter MSCs, die eine glatte und lochrige Zellmembran mit verkurzten
Mikrovilli und Vesikeln (Abbildung 42 7A-7C) und weniger Zellspuren aufwiesen
(Abbildung 42 7D).
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Abbildung 42: Représentative Rasterelektronenmikroskopie-Bilder zum Adhésionsverhalten
von MSCs nach eintagiger Kultivierung auf verschieden PAMAM-modifizierten Alginatgelen im
Vergleich zur Standardkulturplastik (PC) und Matrigel-funktionalisierten Alginatgelen (AMG).
Reprasentative Markierungen von Mikrovilli  (weiBer Pfeil), Zell-Matrix Kontakten
(gestrichelter Kreis), Zellspuren (schwarzer Pfeil) und Membranldchern (gestricheltes Viereck).
Abbildung abgeéandert aus (16).

Die Analyse der Zellflache, mit der sich die MSCs auf den verschiedenen PAMAM-
funktionalisierten Alginatgelen ausbreiteten, bestétigte die bisherigen Beobachtungen und
ergab einen glockenformigen Trend (Abbildung 43). Die ausgebreiteten Zellflichen der
MSCs nahmen auf Strukturen mit steigendem PAMAM-Gehalt bis zu einem Bereich der
hochsten Zellflachen zwischen 32-324 nmol PAMAM/cm? zu, die sich den Zellfldchen von
MSCs auf PC und AMG anndherten.
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Abbildung 43: Untersuchungen zur Zellflache, mit der sich die MSCs auf den Alginatgelen
unterschiedlicher PAMAM-Konzentration im Vergleich zur Standardkulturplastik (PC) und
Matrigel-funktionalisierten Alginatgelen (AMG) ausbreiteten. Unterschiede zwischen Gruppen
wurden mit p > 0,05 als nicht signifikant (n.s.) erachtet. Abbildung abgeandert aus (16).

Die Betrachtung des Zytoskeletts adharierter MSCs mit Hilfe von Immunfarbungen gegen F-
Aktin unterstlitzte den beschriebenen glockenférmigen Trend (Abbildung 44). In
abgerundeten Zellen lagen die F-Aktine als kurze Filamente vor. Hingegen zeigten sich mit
groleren Zellflachen lange, parallele Aktinfilamente. Neben dem Zytoskelett korrelierte auch
das Volumen der Zellnuklei mit den Zellflachen ausgebreiteter MSCs. So waren die Zellkerne
innerhalb der abgerundeten Zellen (1,6 und 3245 nmol PAMAM/cm?) Kkleiner als die Nuklei
weit ausgebreiteter MSCs (32 nmol PAMAM/cm?, PC, AMG). Die Expression des fokalen
Adhaésionsproteins Vinculin hingegen schien unabhangig von der PAMAM-Beladung der

Alginatgele zu sein.
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Abbildung 44: Reprasentative Immunofluoreszenz-Bilder von MSCs auf den unterschiedlichen
PAMAM-Alginatgelen im Vergleich zur Standardkulturplastik (PC) und Matrigel-
funktionalisierten Alginatgelen (AMG) hinsichtlich dem Zellnukleus, Zytoskelett (F-Aktin) und
fokaler Adhasion (Vinculin). Der Malistabsbalken entspricht 10 um. Abbildung abgeéndert aus

(16).
Zur Beurteilung des Adhasionsverhaltens von MSCs auf den verschiedenen
Polymeroberflachen wurden zudem noch Zytotoxizitétstests von freiem und Oberflachen-
fixiertem PAMAM durchgefihrt (Abbildung 45).
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Die Exposition der MSCs mit PAMAM legte einen zunehmenden Verlust der Zellvitalitit mit
steigender PAMAM-Konzentration offen. Die Hinzugabe von freien PAMAM-Molekilen
fiinrte bereits bei geringen Mengen zum Zelltod (LC50: 4,77 nmol/cm?). Hingegen wurde die
zytotoxische Wirkung durch die Kopplung von PAMAM an Alginatgele substantiell reduziert
(LC50: 156 nmol/cm?). Nichtsdestotrotz besafen Alginatgele mit hohen PAMAM-Gehalten
einen erheblich zytotoxischen Effekt auf MSCs.

Untersuchungen zum Einfluss der Ladung von Polymeroberflachen auf die
Genexpression mesenchymaler Stammzellen

Mit Hilfe von qPCR-gestitzten Genexpressionsstudien soll im weiteren Verlauf zum einem
das beschriebene Adhasionsverhalten als auch der Zellstatus hinsichtlich des Phanotyps sowie
Differenzierungsprozessen von MSCs untersucht werden, die auf den verschiedenen
Polymeroberflachen im Vergleich zur Polystyren-basierten Zellkulturflaschen kultiviert
wurden (Abbildung 46).

Der Phénotyp der MSCs wurde dabei gemalR der Empfehlung der International Society for
Cellular Therapy von 2006 (92) uber die Expression der Gene ENG, THY1 und NT5E
analysiert. Eine vergleichbare Expression von ENG wurde ohne signifikante Unterschiede fur
alle Konditionen verzeichnet. Hingegen wiesen MSCS auf PAMAM-funktionalisierten
Alginatgelen verringerte Expressionen der Gene THY1 und NTS5E auf. Insbesondere die
Reduktion von NT5E wurde mit zunehmenden PAMAM-Gehalt verstarkt und verwies auf

eine potentielle Anderung des Zellstatus.
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Abbildung 46: gPCR-gestitzte Untersuchungen zur Genexpression von MSCs nach 24-
stundiger Kultivierung auf verschieden PAMAM-modifizierten Alginatgelen im Vergleich zur
Standardkulturplastik (PC) und Matrigel-funktionalisierten Alginatgelen (AMG) hinsichtlich
des Phéanotyps (ENG, THY1, NT5E), friihen Differenzierungmarkern (RUNX2, SOX9, PPARG)
und der Adhasion (VCL, ITGAS, TNS1). Differenzen zwischen Gruppen zur Kontrolle wurden
mit p<0,05(*), p<0,01(**) und p<0,01(***) als signifikant erachtet; n=4. Abbildung
abgeéndert aus (16).
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Dem folgend wurden die MSCs bezlglich der Expression von frihen Differenzierungs-
markern untersucht. Das Gen RUNX2, das in friihen Stadien der osteogenen Induktion
exprimiert wird, war auf PAMAM-funktionalisierten Alginatgelen hochreguliert. Ebenso
fihrte die Kultivierung der MSCs auf den PAMAM-Alginaten zu einer erhohten Expression
des Adipogenese-zugehorigen Gens PPARG. Im Gegensatz dazu wurde die mit der
Expression von SOX9 analysierte, friihe chondrogene Differenzierung mit zunehmenden
PAMAM-Gehalt unterdrickt. Dariiber hinaus ergab die Untersuchungen zur Expression des
Adhésionbezogenen Vinculins keine signifikanten Unterschiede zwischen den MSCs, die auf
den verschiedenen PAMAM-Alginaten kultiviert worden waren, und bestatigten damit die
Ergebnisse der Immunférbungen. Hingegen nahm die Expression von Integrin a5 und
Tensin 1 mit steigendem PAMAM-Gehalt zu.

Zur Visualisierung der Genexpressionsdaten und Interpretation, inwiefern die experimentellen
Konditionen die Genexpressionen beeinflussten, wurden die gPCR-Resultate in einer
entsprechenden Heatmap geclustert (Abbildung 46). Das Clustern der Daten ergab eine
Einteilung in zwei Gruppen: PAMAM- und nicht-PAMAM-Konditionen. Alginatgele mit
geringem PAMAM-Gehalt (1,6 nmol/cm?) gruppierten sich dabei zu den nicht-PAMAM-
Bedingungen ein. Jedoch zeigten PC und AMG als Kontrollen in einer eigenen Untergruppe
ein Expresssionsverhalten, das einander &hnlicher war als zu 1,6 nmol/cm? PAMAM-
Alginatengelen. Als Untergruppen der PAMAM-Sektion clusterten zum einen 3,2 nmol/cm?

und 32 nmol/cm? und zum anderen 324 nmol/cm? und 3245 nmol/cm? miteinander.

Zusammenfassend gelang in diesem Teil der Arbeit zundchst Alginatgele verschiedener
Ladungen herzustellen sowie umfassend zu charakterisieren und infolgedessen den Einfluss
der Oberflachenladung von Polymeren auf die Interaktionen mit Proteinen und humanen

Zellen am Beispiel der mesenchymalen Stammzellen zu bestimmen.
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4.5 Entwicklung einer Zell-responsiven Matrix als Biosensor und
Freisetzungssystem

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines zur Anmeldung vorgelegten
Patents (117).

In dem gegenseitigen Wechselspiel von Zell-Matrix Kontakten sind es nicht allein die
Materialien, die Reize aussenden und infolgedessen die Biogrenzflache beeinflussen kdnnen.
So koénnen Zellen biologische Stimuli wie zum Beispiel Hormone, Enzyme oder andere
metabolische Produkte freisetzen und auf die Matrix einwirken. In diesem Teil der Arbeit soll
daher untersucht werden, inwieweit Zellsekrete am Beispiel von Enzymen Einfluss auf Zell-
Matrix Kontakte haben.

Untersuchungen zur Enzym-Sekretion von Tumorgewebe

Als biologischer Reiz wurden Enzyme in den Fokus der Untersuchungen gesetzt, die von
Tumorgewebe sekretiert werden. Im Speziellen wurde die Sekretion von Lysyloxidasen
(LOX) durch Darmtumorzellen untersucht. Dazu wurden HT29-MTX-E12-Zellen in 96-Well-
Zellkulturplatten mit U-férmigem Boden fir 14 d zu Sphéroiden (mit und ohne Mukus)
kultiviert und fir 24 h verschiedene Umgebungsflussigkeiten (DMEM, PBS, NACL)
ausgesetzt. Anschlielend wurde mit Hilfe des fluorimetrischen LOX-Aktivitatsassay die
Menge an sekretierter, aktiver LOX bestimmt (Abbildung 47).

1.001 Ohne Mukus Mit Mukus

0.75 4

0.50

0.254

c(Aktive Lysyloxidase) [uM]

0.00 -
DMEM PBS NACL DMEM

Abbildung 47:  Quantitativer Nachweis der Sekretion aktiver Lysyloxidase aus
Tumorsphéaroiden mit oder ohne Mukusschicht, die fiir 24 h im Zellkultur-Medium (DMEM), in
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) oder isotonischer Natriumchlorid-Losung (NACL)
kultiviert wurden; n =3, N = 8; (117).
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Die Analyse der Mikroumgebung von Darmtumorgeweben ergab, dass in den verschiedenen
Kultivierungsmedien aktive Lysyloxidase nachweisbar war. Im Vergleich zu
Tumorspharoiden ohne &duBerer Mukusschicht war die LOX-Sekretion bei Mukus-
beschichteten Tumorgeweben reduziert. Im Zellkulturmedium (DMEM) wurde binnen 24-
stindiger Kultivierung bei 37°C 169+048 uM LOX freigesetzt. Besteht die
Mikroumgebung der Darmtumorsphéroide ausschlielich aus Salzlésungen, so war
vergleichsweise weniger aktive LOX nachweisbar (PBS: 0,73 +0,21 uM und NACL.:
0,63 £ 0,09 uM). Mit LOX stand somit ein potentieller, biologischer Stimulus fr einen Zell-

responsiven Reaktionsmechanismus zur Verfligung.

Herstellung einer Kupfer-stabilisierten Alginatmatrix mit inkorporiertem
Therapeutikum und Reportersubstanz

Zur Untersuchung einer Zell-responsiven Matrix, die sensitiv auf einen zellularen Reiz mit
einer Struktur- und folglich einer Eigenschaftsanderung reagiert, wurde die Kupfer-abh&ngige
Reaktivitdt von LOX genutzt und der Ansatz verfolgt, Kupfer-lonen als stabilisierende
Einheit in Alginatstrukturen einzubauen. Hierfiir konnten Alginatsole durch das Kontaktieren
mit Cu?*-haltigen, isoosmolaren Lésungen zur Gelierung gebracht werden. Vernetzungsbader,
die aus gut wasserloslichem Kupfersulfat (20 mM) bestanden, fiihrten zu einer unverziglich
einsetzenden Gelierung, die vergleichbar mit der mit BaCl, oder CaCl; ablief.

Reportersubstanzen konnten durch Losen bzw. Suspendieren in Alginatlosungen und
anschlieBender Gelierung im Cu?*-Vernetzungsbad in den Gelstrukturen inkorporiert werden
(Abbildung 48). Damit die verkapselten Substanzen nicht durch Diffusion die pordsen
Gelstrukturen verlassen, mussen diese entweder selbst hohe Molekulargewichte besitzen oder
ggf. in grolere Partikelsysteme verpackt werden, die die Poren nicht passieren konnen. Im
Falle der Reportersubstanz konnten hochmolekulare FITC-Dextrane (150 kDa und 500 kDa)
inkorporiert und via Fluoreszenzmikroskopie (Aa =492 nm, Ae =518 nm) nachgewiesen
werden (Abbildung 48 B). Hingegen besitzen Therapeutika wie z.B. Irinotecan
(Mw = 613,14 g/mol) in der Regel kleine Molekulargewichte und erfordern eine zusétzliche
Verkapselungsstrategie. Als Transportvehikel potentieller, niedermolekularer Therapeutika
wurden Poly(lactid-co-glycolid)-Systeme (PLGA) verwendet und darin Lumogen Rot als
fluoreszierender Farbstoff inkorporiert. Die erfolgreiche Immobilisierung von Lumogen Rot-
beladenen PLGA-Partikel in der Kupfer-Alginatgelstruktur wurde durch die emittierte

Fluoreszenz von Lumogen Rot bei Ae = 613 nm nachgewiesen (Abbildung 48 C).
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Um die Verweildauern der Kupfer-Alginatsysteme im potentiellen Wirkungsbereich des
menschlichen Darms zu erhohen, wurde in einem néchsten Schritt angestrebt die Kupfer-
Alginatgele derart zu modifizieren, dass sie mit der Darmschleimhaut interagieren. Mit Hilfe
der Carbodiimide-Chemie wurden dementsprechend die Kupfer-Alginatgele mit Chitosan als
mukoadhésive Komponente funktionalisiert. Der Nachweis der Kopplung mit Chitosan
erfolgte durch die Bestimmung der Zetapotentiale (Abbildung 48 D). Die negativ geladenen
Oberflachen der Kupfer-Alginatgele (-19,3 +1,4 mV) konnten schrittweise durch die
Modifikation mit der Carbodiimide-Chemie (-7,26 + 2,16 mV) und anschlieRender Chitosan-
Funktionalisierung zu positiv geladenen Geloberflachen (22,9 + 7,3 mV) modifiziert werden,
die vergleichbare Zetapotentiale zu ungekoppeltem Chitosan (22,8 + 0,4 mV) aufweisen.
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Abbildung 48: Repréasentative Mikroskopieaufnahmen von spharischen Kupfer-Alginatgelen (A,
Durchlicht), in denen hochmolekulare FITC-Dextrane (150 kDa) als fluoreszierende
Reportersubstanz (B) und/oder niedermolekulare Substanzen wie Lumogen Rot in PLGA-
Partikel verpackt (C) immobilisiert vorliegen. Die Oberflachen von Kupfer-Alginat-basierten
Systemen lieRen sich mit Hilfe der Carbodiimide-Chemie mit Chitosan mukoadhésiv
funktionalisieren (D, n =3, N > 5).

Zusammenfassend gelang es Alginate mit divalenten Kupfer-lonen zu gelieren und in den
Kupfer-Alginatgelen sowohl hochmolekulare Reportersubstanzen am Beispiel von FITC-

Dextranen zu immobilisieren als auch niedermolekulare Substanzen in PLGA-Partikel zu

83



Ergebnisse

verpacken und anschlieend in den Kupfer-Alginat-Matrizen zu immobilisieren.
Infolgedessen stand fur die weiterflihrenden Untersuchungen eines Zell-responsiven

Materialsystems eine Substanz-beladene, Kupfer-stabilisierte Alginatmatrix zur Verfligung.

Untersuchungen zur Enzym-induzierten Matrix-Destabilisierung und Freisetzung einer
Reportersubstanz

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit das Enzym LOX als biologischer Stimulus in
Bezug auf die Kupfer-stabilisierten Alginatgele wirkt. Hierfir wurden die Stabilitaten der
Gele vor und nach der Gabe von LOX im Vergleich zu unbehandelten Gelen bestimmt.
Kupfer-Alginatgele, die aus 0,7%igen Alginatsolen (LN/LT 1:1) mit 20 mM Kupfersulfat-
Losung fur 20 min bei Raumtemperatur geliert worden sind, besal’en Elastizitdtsmodule von
73,7 £ 5,9 kPa, die in NACL bei 37 °C (ber einen Zeitraum von 60 min stabile, mechanische
Eigenschaften aufwiesen. Vor der LOX-Gabe wurde zunéchst die Stabilitat der Kupfer-
Alginatgele (ber einen Zeitraum von 30 min bei 37 °C nachgewiesen, die im Vergleich zur
Referenz vergleichbare Elastizitdtsmodule besallen. Als Folge der LOX-Zugabe reduzierte
sich die Stabilitdit der Kupfer-Alginatgele von 67,6 + 8,9 kPa auf 49,2 + 7,5 kPa binnen
15 min. Weitere 15 min Inkubation in LOX-haltiger Umgebung resultierte in einer
fortlaufende Reduktion der Elastizitatsmodule auf 19,6 + 7,9 kPa bis die Kupfer-Alginatgele
nach weiteren 15 min Inkubationszeit derart destabilisiert waren, dass eine Analyse der
Elastizitdtsmodule nicht mehr méglich war (Abbildung 49 A).

A 1007 Cu-Alginatgel ohne LOX B 1207 150 kDa FITC-D ohne LOX
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Abbildung 49: Lysyloxidase (LOX)-induzierte Destabilisierung von Cu-Alginatgelen (A, n = 8)
und Freisetzung von Reportersubstanzen am Beispiel inkorporierter FITC-Dextrane
unterschiedlichen Molekulargewichts (B, n = 3) (117).

Nachdem die LOX-induzierte Destabilisierung von Kupfer-Alginatgelen offengelegt wurde,
galt es daraufhin die Freisetzung von verschiedenen FITC-Dextranen (150 kDa und 500 kDa)

als Reportersubstanzen aus den Kupfer-stabilisierten Alginatgelen nach LOX-Gabe zu
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untersuchen. Als Referenz dienten hierzu spharische, FITC-Dextran-beladene Alginatgele
(1 mg FITC-Dextran/mL Alginatsol), die in NACL fur einen Zeitraum von 330 min bei 37 °C
gelagert worden sind und in 15-minutigen Intervallen die NACL-Losung mittels UV/VIS-
Spektroskopie in einem Wellenlangenbereich von 190-1100 nm nach potentiell freigesetzter
Reportersubstanz untersucht wurde. Ohne LOX-Zugabe war weder einer Freisetzung von
150 kDa noch von 500 kDa FITC-Dextranen uber einen Zeitraum von 330 min nachweisbar.
Hingegen waren nach der Zugabe von LOX zunehmend UV/VIS-Signale bei einer
Wellenlange von 480 nm zu beobachten, die mit den jeweiligen FITC-Dextranen
korrespondierten. Die Freisetzungen der 150 kDa und 500 kDa FITC-Dextranen aus den
Kupfer-Alginatgelen folgten einem vergleichbaren Trend und waren binnen 90 min beendet
(Abbildung 49 B).

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, dass das von
Tumorgewebe-sekretierte Enzym LOX Kupfer-Alginatgele destabilisieren und infolgedessen

Freisetzungen von immobilisierten Subtanzen verursachen kann.
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5 Diskussion

Inwieweit ist der Gelierungsprozess von Alginat auf hochvolumige Systeme
Ubertragbar?

Im Wassrigen erfolgt in Anwesenheit von multivalenten Kationen wie z.B. Ca?*, Ba?* und
Fe%*-lonen eine ionotrope Gelierung, bei der das Kation als Zentralatom von den umliegenden
Sauerstoffatomen der homopolymeren GG-Blocke koordinativ gebunden wird und sich eine
ionische Vernetzung (,,egg-box“-Modell, siehe Abbildung 3B) ausbildet. Generell verlauft die
Gelierung von Alginat diffusionsgesteuert in Abhangigkeit von der Loslichkeit des Vernetzer-
Salzes. Gut wasserlosliche Salze wie z.B. Barium- und Calciumchlorid gelieren Alginate
durch rasche Dissoziation/Verfligbarkeit der Kationen in Form des sogenannten externen
Gelierens, die an der Peripherie beginnt und zum Zentrum hin fortschreitet (118, 119). Um
eine homogene Bildung transparenter Gele zu garantieren, bedarf es dabei einer Fixierung des
Alginats z.B. durch positive Ladungen/pLL an Plastikoberflachen (15). Bei groleren
Volumina an Alginat gelangt die diffusionsbasierte, externe Gelierung mit gut l6slichen
Salzen an seine Grenzen. Es kommt zur Ausbildung weildlich getribter, heterogener
Alginatstrukturen. Diese Problematik konnte mit der vorliegenden Arbeit durch den Einsatz
schwer wasserloslicher Salze (Calicumsulfat, 2 g/L) Uberwunden werden. Die wenigen,
bereits dissoziiert vorliegenden Calcium-lonen beginnen das Alginat zunéchst extern
anzugelieren. Durch die Komplexbildung der Kationen mit dem Alginat werden weitere
Kationen sukzessive aus den schwerldslichen Salzen gel6st, die anschliefend neben der

externen auch zur internen Gelierung zur Verfligung stehen (Abbildung 50).

Externe Gelierung Externe + interne
Gelierung
CaCl,, 20 min CaSO,4 3 h
°
)
[ J

Abbildung 50: Schematische Darstellung verschiedener Gelierungsprozesse von Alginat mit gut
wasserloslichen Calciumchlorid (CaCl,) und schwer wasserloslichen Calciumsulfat (CaSQOy,). Die
sukzessive Bereitstellung von Ca?-lonen durch den Einsatz schwerléslicher Calciumsalze
ermdoglicht das kontrollierte Gelieren von Alginat zu hochvolumigen, transparenten Gelen.
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Der Einsatz von Dialyseschlduchen unterstitze dartiber hinaus die Prozesskontrolle. Die
PorengroRe des Dialyseschlauchs wurde mit 8 kDa derart klein gewéhlt, dass die
hochmolekularen Alginate nicht aus dem Schlauch entweichen und das sich sukzessiv l6sende
Calciumsalz von allen Seiten eindringen konnte. Letztendlich fuhrte die Kombination aus
einem Gelierbad mit schwer wasserlslichem Calciumsulfat und feinporigen Schlduchen
dazu, dass transparente Alginatgele mit einem Volumen von 5 mL erfolgreich hergestellt
werden konnten. Der entwickelte Gelierungsprozess besitzt zudem durch Variation des
Schlauchdurchmessers und der Schlauchlédnge das Potential zur Hochskalierung. Dabei ist der
Gelierprozess nicht auf zylindrische Formen limitiert, sondern kann prinzipiell verschiedenste
Formen annehmen. Anforderung an die Geliermatrix ist lediglich eine gewisse Porgsitét, die
das Eindringen von lonen ermdglicht und zugleich das Ausdringen der Alginatmolekile
verhindert. Die hohe Transparenz und der mit Wasser vergleichbare Brechungsindex der Gele
l&sst sich neben dem langsamen, kontrollierten Gelierprozess auch darauf zurtickfiihren, dass
groRe Mengen an Wasser (99-99,5%) durch geringe Polymerkonzentrationen (0,5-1%) an
reinen, hochmolekularen Alginaten gebunden werden konnten. Diese optischen Eigenschaften
sind fur die Abbildung von Zell-Matrix Kontakten durch hohe Mikroskopierbarkeit ideal.

Der Ubergang vom Alginatsol zum -gel beinhaltet die Ausbildung eines Polymernetzwerks,
dessen Netzwerkdichte sich mit zunehmender Gelierung erhéht. Da der Vernetzungsgrad die
mechanischen Eigenschaften der Gele bestimmt, konnte der Gelierungsprozess Uber die
Analyse der dynamischen Module und des Elastizitatsmoduls verfolgt werden. Das Modell
der Viskoelastizitat stutzt sich auf das Verhalten von Materialien, auf Verformungen teilweise
elastisch/reversibel (eingefiihrte Energie steht nach der Verformung zur Verfugung;
Speichermodul G”") und teilweise viskos/irreversibel (Energie geht verloren, Verlustmodul
G"’) zu reagieren. Sole zeigen dabei dominant viskoses Verhalten (G" < G™") und Gele ein
dominant elastisches Verhalten (G" > G™"). Neben dem Wechsel von dominant viskosem zu
dominant elastischem Verhalten, konnte die fortschreitende Vernetzung tber zunehmende
Speichermodule nachgewiesen werden. Im Falle einer abgeschlossenen Gelierung dnderten
sich die mechanischen Eigenschaften trotz Anwesenheit (berschiissiger Kationen nicht,
sodass geschlussfolgert werden konnte, dass die Alginatgelierung mit schwer l6slichem
Calciumsulfat nach einer Dauer von 3 h abgeschlossen war. Im Vergleich zur Gelierung
kleinerer Volumina mit gut wasserléslichen Barium- oder Calciumchloriden (20 min) ergaben
sich verh&ltnismaRig lange Gelierzeiten. Nichtsdestotrotz konnte durch den Einsatz von
Calciumsulfat eine kontrollierte, sukzessive Vernetzung hochvolumiger, transparenter

Alginatgele realisiert werden. Die Analyse der Elastizitditsmodule verschieden lang gelierter
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Gele bestatigte die vollstandige Gelierung nach 3 h. Mit E-Modulen von 3 kPa fir 0,5%ige
Calcium-Alginatgele und 6 kPa fur 1,0%ige Calcium-Alginatgele sind die Strukturen flexibel
und im Einklang mit den bestehenden Literaturwerten (120). Schnelle Gelierungsprozesse mit
Bariumchlorid fihren zu vergleichsweise steiferen Alginatgelen (40 kPa, (16, 106)). Die
Ursache dafir sind die verschiedenen Affinitaten der Kationen zum Alginat. Barium-lonen
besitzen im Vergleich zu Calcium-lonen einen groBeren lonenradius und konnen die
negativen Ladungen der Sauerstoffatome vom Alginat starker und somit stabiler an sich

binden.

Die Injizierbarkeit ist im Kontext von Zell-Matrix Kontakten mit Blick auf die in-vivo-
Applikation ein kritischer Parameter. Um dem Trend hin zu minimalinvasiven
Behandlungsmethoden gerecht werden zu kdnnen, muss die bereitgestellte Gelmatrix durch
Kanulen mit einem geringen AuRendurchmesser injizierbar sein ohne dabei die mechanische
Stabilitdt zu verlieren. Die hergestellen, zylindrischen Ca-Alginatgele konnten zerstérungsfrei
mit einem Durchmesser von 11,5 mm passgenau in 5 mL Einwegspritzen tberfuhrt werden.
Nach dem Passieren der 0,5 und 1,0%igen Ca-Alginatgele durch eine 23G Kanlle werden
durch den Scherstress beim Dosieren Teile des Gelnetzwerks gebrochen, sodass die
Gelmatrizen nach der Injektion als ein zur Kugel aufgewickelter Alginatfaden vorliegen.
Durch das Aufbrechen des makroskopischen Netzwerks in kleinere Gelkomponenten wurde
der Freiheitsgrad des Gelnetzwerks vergroRert. Es zeigte sich dabei, dass die Art der
Vernetzung einen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Gele hat. Alginatgele
bildeten sich physikalisch durch Aufbau von ladungsstabilisierten Komplexen nach
unterschiedlich langer Inkubation (1, 2, 3 und 4 h) im Ca?*-Vernetzungsbad. Hingegen wurde
die Hyaluronsdure mit Licht-sensitiven Einheiten konjugiert und mittels UV-Exposition
(5 bzw. 20 min) unter Ausbildung von kovalenten Bindungen vernetzt. Aufgrund der
unterschiedlichen Vernetzungsarten traten nach dem Durchtritt durch eine Kanile
unterschiedliche viskoelastische Eigenschaften auf. Wahrend das ladungsstabilisierte
Alginatgel durch die Frakturierung einen hoheren Freiheitsgrad erhielt und eine erhdhte
Viskoelastizitét zeigte, fiihrten die Frakturen bei kovalent vernetzten 1,0%ige Hyaluronséure-
Gelen zu verminderten viskoelastischen Eigenschaften. Die kovalent gebundenen
Gelnetzwerke sind vermutlich starrer und anfélliger fir mechanisch induzierte

Netzwerkbriiche, die irreversibel in reduzierten mechanischen Stabilitaten resultierten.

Je nach Anwendungsszenario wird an das Materialsystem zudem die Forderung nach

Langzeit- bzw. Kurzzeitstabilitdt/Degradierbarkeit gestellt. Die Degradation von Alginaten
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erfolgt in der Regel iiber die Spaltung der a-1,4-glykosidische Bindung durch Enzyme
(Alginasen), saurer Hydrolyse oder Bestrahlung (UV). In S&ugetieren ist kein Enzym bekannt,
das Alginatketten degradieren koénnte (11). Zwar sind Alginasen vorhanden, die nachweislich
im Stande waren die hochvolumigen Ca-Alginatgele binnen 24 h zu degradieren, doch handelt
es sich dabei um korperfremde Enzyme, sodass eine Langzeitstabilitat in-vivo zu erwarten ist.
Versuche mit Alginatgelen in Ratten bestatigen diese Annahme, die von dem Erhalt der
Gelstabilitdt Uber einen Zeitraum von 7 Monaten berichteten (18). Zusétzlich zur
enzymatischen Degradation des Alginatgerusts koénnen Alginatgele durch Entzug der
stabilisierenden multivalenten Kationen degradiert werden. Die Calcium-stabilisierten
Alginategele zeigten eine vollstandige Degradierung in NACL innerhalb von 9 Tagen.
Ursache dafiir sind tUberschiissige Natrium-lonen, die mit den Alginat gebundenen Calcium-
lonen konkurrieren und zur Netzwerk-Auflosung fuhren (11). Im Gegensatz dazu waren
Alginatgele, die durch Bariumionen starker gebunden wurden, in NACL uber Monate stabil.
Physiologische  Kochsalzlosungen bilden zwar die korpergerechten, osmotischen
Bedingungen jedoch nicht die Vielzahl verschiedener Salze im menschlichen Kérper ab. Um
sich in-vivo-Bedingungen anzunéhern, eignete sich der Einsatz der sogenannten Balanced Salt
Solution (BSS); einer isoosmolaren, pH-gepufferten Losung, die essentielle Salze in
physiologischen Konzentrationen enth&lt und z.B. in der operativen Augenheilkunde als
Spullésung angewendet wird. Im Gegensatz zur Inkubation in physiologischer
Kochsalzlésung konnten in BSS keine aus dem Gelnetzwerk herausgeldsten Alginatmolekiile
nachgewiesen werden. Die Stabilitdt von Ca-Alginatgelen in BSS l&sst sich dadurch erklaren,
dass stabilisierende, divalente Kationen wie Ca®* und Mg?* parallel zu potentiell
destabilisierenden Na®- und K%¥-lonen vorliegen und eine Degradation verhindern.
Infolgedessen bleibt die Degradation des Gelsystems in kleinere Abbauprodukte aus, die sich
in-vivo vor Ort oder in anderen Geweben abtransportiert akkumulieren kénnten. Insbesondere
Losungsansatze mit synthetischen Polymeren (z.B. Polyacrylamide) scheiterten entweder an
der Unvertraglichkeit des Gels als Ganzem oder an der Toxizitdt der degradierten
Abbauprodukte (121).

Als nachweislich bioinerte Matrix verursacht Alginat in der Theorie keine bis minimale
Interaktionen mit der biologischen Umgebung. Die Biokompatibilitaten der Ca-Alginatgele
und deren Einzelkomponenten (Sol, Quervernetzer) konnten an humanen, retinalen
Pigmentepithelzellen (ARPE-19) und an humanen Fibroblasten getestet und bestétigt werden.
Weder die Gele noch die Sole zeigten zytotoxische Effekte auf die metabolische Aktivitat der

Zellen. Gemal der DIN-Norm EN 1SO 10993-5 liegt eine zellschadigende Wirkung ab einer
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Abweichung groRer 30% vor. Die Behandlung humaner, retinaler Pigmentepithelzellen und
humaner Fibroblasten mit 0,5 wund 1,0%igen Ca-Alginatgelen offenbarte mit
Zellviabilitaten > 90% die Biokompatibilitat der Gelsysteme und bestétigt die allgemein
bekannte Vertraglichkeit Alginat-basierter Systeme. Eine in situ-Polymerisierung der Gele
kann nebst technischer Herausforderungen aufgrund der zellschadigenden Wirkung des
Vernetzerbades mit hohen Calciumchlorid-Mengen in nicht-physiologischer Konzentration
ausgeschlossen werden. Die sehr gute Vertrdaglichkeit der Gele bestétigt zugleich das
erfolgreiche Entfernen berschissiger Calcium-lonen durch intensive Waschschritte. Selbst
im Falle, dass die Alginatgele in vivo degradiert werden konnten, wirden herausgeloste
Calcium-Konzentrationen nicht zytotoxisch wirken. Auch ungebundene Alginate zeigten in
Form von 0,5 und 1,0%igen Solen gute Biokompatibilititen und waren nach einer
Degradation der Gele unbedenklich. Zu beachten ist jedoch, dass sich mit zunehmender
Alginatkonzentration die Viskositdt der Zellumgebung erhoht und infolgedessen die
metabolische Zellaktivitdt durch den verzogerten, diffusionsgesteuerten Stoffaustauch
gemindert wird. Der Einsatz héherer Mengen ungebundenen Alginats (> 1% m/V) ist daher

im Kontext zellularer Anwendungen mit Blick auf die Biokompatibilitat zu vermeiden.

Abbildung 51: Ubersicht der dargelegten Eigenschaften hochvolumiger Alginatgele.

Die Kombination aus einem Gelierbad mit schwer wasserléslichen Calciumsulfat und
feinporigen Schlduchen ermdoglichte somit einen Gelierprozess von hochvolumigen
Alginatgelen, die transparent, injizierbar, unter physiologischen Bedingungen nicht-
degradierbar, viskoelastisch und biokompatibel sind (Abbildung 51). Das bisherige Spektrum
kleinvolumiger Alginatmatrizen konnte mit der vorliegenden Arbeit um Alginatgele erweitert
werden, die in ihrem Volumen hochskalierbar sind. Neben neuartigen Zellkultur- und
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Barrieremodellen, profitiert insbesondere die Entwicklung kinstlicher Gewebe von der
Bereitstellung hochvolumiger Gelsysteme.

Ein potentielles Anwendungsbeispiel fur hochvolumige Alginatgele stellt der Ersatz des
menschlichen Glaskérpers dar. Der humane Glaskdrper ist ein transparentes Hydrogel mit
einem Wassergehalt von 99%, das mit einem VVolumen von etwa 4,5-5 mL 80% des gesamten
Augenvolumens einnimmt (122). Mit zunehmendem Alter wachst das Risiko, dass sich im
menschlichen Auge der Gel-artige Glaskorper durch progressive Verflussigung von der
Netzhaut abhebt und dadurch Risse im retinalen Pigmentepithel verursacht, die letztlich zu
starken Sehbehinderungen bis hin zur Erblindung fiihren kdénnen (123, 124). Im Rahmen
komplizierter Netzhaut- und Glaskorperbehandlungen muss nach dem Entfernen des
(erkrankten) Glaskorpers der Glaskdrperraum vollstandig mit einer Tamponade ausgefillt und
so die Netzhaut stabilisiert werden. Traditionell eingesetzte Tamponaden wie Gase und
(schwere) Silikonéle tamponieren mit spezifischen Auf- bzw. Abtriebsvektoren die Netzhaut
nur partiell (125). Hingegen kann ein vollstandiges Andriicken aller Netzhautareale iber den

Quelldruck von Hydrogelen erreicht werden (Abbildung 52).

Gas Silikonol Alginat-
gel ‘

LN U3

Abbildung 52: Vergleich der Tamponadenwirkung von Gas (Auftriebsvektor), Silikonél
(Abtriebsvektor) und Alginatgel (allseitig).

Alle im klinischen Einsatz befindlichen Tamponaden-Materialien sind hydrophob, sodass der
hydrophile Glaskorperraum nicht vollstandig ausgefillt werden kann und infolgedessen ein
schmaler Flussigkeitsspiegel entsteht, in dem sich Wachstumsfaktoren ankonzentrieren und
proinflammatorische Prozesse im Sinne einer proliferativen Vitreoretinopathie fordern (126).
Neuere Tamponadestrategien zielen daher auf hydrophile, Hydrogel-basierte Systeme ab
(127). Die bisherigen Konzepte scheiterten jedoch daran die vielseitigen Anspriche einer
Netzhaut-Tamponade  zu  erfullen.  Insbesondere  Intransparenz,  abweichende
Brechungsindizes und schnelle Degradation waren limitierende Faktoren. Nicht zuletzt war
es die unzuléngliche Biokompatibilitat bisheriger Ansétze in vitro oder im Tier, die vor
allem bedingt durch unzureichende Substanzreinheit und toxische Vernetzungsmittel einer

gegenwadrtigen Verfiigbarkeit von Hydrogel-basierten Netzhaut-Tamponaden entgegen-
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stand (128, 129). Jiang et al. stellten einen Glaskorperersatz auf Basis von modifiziertem
Alginat und Chitosan her, berichteten jedoch von mangelnder Transparenz und Sehkraft-
bedrohender Netzhauttoxizitat der entwickelten Tamponade (130). Im Gegensatz dazu
erfillt das in dieser Arbeit hergestellte hochvolumige Gel auf Basis unmodifizierter,
hochmolekularer Alginate die Anforderungen an einen Glaskorperersatz zur Behandlung
vitreoretinaler Krankheitsbilder. Sowohl der Brechungsindex als auch die Transparenz des
hochvolumigen Alginatgels spiegeln die optischen Eigenschaften des gesunden, menschlichen
Glaskorpers wider, die zum einen fir das Sehvermdégen des Patienten und zum anderen flr
diagnostische und therapeutische Zwecke wie die Darstellung von Fundusdetails oder die
Laserphotokoagulation unerlasslich sind. Damit sind die Alginatgele den bisherigen
Tamponaden Uberlegen, die mit erheblich unterschiedlichen Brechungsindizes (z.B. Silikondl:
1,4034) dazu fuhren, dass die Patienten wahrend der Anwendungsdauer in ihrem Sehprozess
durch unscharfes Sehen stark eingeschrankt werden (Anderung um -6 Dioptrien bei Olen bis
zu -50 Dioptrien bei Gasen). Auch der Forderung nach viskoelastischen Eigenschaften, die fir
die Stabilisierung der umliegenden Gewebestrukturen, den Erhalt des Sehwegs und den
Schutz des Auges vor mechanischen Belastungen essentiell sind (122, 131, 132), kommen die
hochvolumigen Alginatgele im Gegensatz zum Silikondl nach. Hier besaBen 1,0%ige Ca-
Alginatgele nach dreistindiger Gelierung eine Viskoelastizitat, die mit dem gesunden
Glaskorper junger Menschen vergleichbar war (106) und durch Injektion nicht reduziert
wurde. Alginatgele kénnten als Langzeittamponade langfristig im Auge verweilen und stellen
damit eine vielversprechende Alternative zu den durch Degradation limitierten Ansédtze auf
Hyaluronsdaure-Basis (109) sowie zur Kurzzeittamponade Silikonol, das aufgrund von
Emulsifikation und Kataraktbildung nach einer Verweildauer von maximal 6 Monaten in
einer Folgeoperation entfernt werden muss, dar. Nicht zuletzt bekraftigt die Biokompatibilitét
der Alginatgele, insbesondere gegentiber der RPE-Zellen, das Potential der hochvolumigen
Gelsysteme als Netzhaut-tamponierenden Glaskorperersatz. In  der sich theoretisch
anschlieBenden in-vivo-Evaluation sind neben der allgemeinen Akzeptanz und Wirksamkeit
des Systems insbesondere die Stabilitdt und der Erhalt des intraokularen Augendrucks
wichtige Parameter fir den zukunftigen klinischen Erfolg. Die Nutzung der entwickelten
hochvolumigen Alginatgele als Glaskorperersatz stellt einen potentiellen Anwendungsfall dar,
in dem die bioinerten, anti-adhasiven Eigenschaften des Alginatgels von Vorteil sind um
vitreoretinale Krankheitsbilder wie die proliferative Vitreoretinopathie zu verhindern. Im
Gegensatz dazu bedarf der Einsatz der Gele beispielsweise als Wachstumsflache in der

Zellkultur oder Gewebeziichtung eine Modifikation hinzu adhdsiven Eigenschaften.
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Welchen Effekt hat die Oberflachenchemie auf Zell-Matrix Kontakte?
Carboxyl- vs. Phenolgruppe

Fur eine Vielzahl verschiedenster Zellen ist die Adhé&sion an eine Matrix die Grundlage fir
die Vitalitdt und Ausubung spezifischer Funktionen. Mediiert wird die Zellverankerung
durch Proteine, die auf der Matrix adsorbiert vorliegen und Bindungsstellen fur Zellen
bereitstellen. Die Présenz, Quantitdt und Bioaktivitdt Matrix-adsorbierter Proteine wird
dabei vor allem durch die chemische Beschaffenheit der Matrixoberflache bestimmt. Am
Beispiel von Alginatstrukturen fiihrten die Carboxylgruppen zu negativen Nettoladungen
und infolgedessen zu keiner gunstigen Adsorption von zelladhdsionsvermittelnden
Proteinen (15). Alginat stellte nachweislich eine bioinerte, adhdsionshemmende Matrix dar.
Um biokompatible, flexible Alginatgele fur die Kultivierung Adhasions-abhéngiger Zellen
auf zwei- oder dreidimensionalen Alginatstrukturen nutzbar zu machen, ist es erforderlich
die anti-adhésiven Eigenschaften des Alginats durch geeignete Modifizierungen zu
uberwinden. In diesem Teil der Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit die Kopplung von
Phenolgruppen an das Alginatgerust eine adhasionsfordernde Wirkung besitzt.

Als geeignetes Vermittler-Molekil konnte Tyramin identifiziert werden, das neben der
Phenol-Komponente eine endstdndige Aminogruppe besitzt. Unter Einsatz der
Carbodiimide-Chemie gelang es Tyramin U(ber Amidierung reproduzierbar an das
Alginatgeriist zu konjugieren. Die eingefilhrten Phenolgruppen lieBen sich mit Hilfe der *H-
NMR-Spektroskopie anhand der aromatischen Protonen bei einer Verschiebung von etwa
7 ppm erfolgreich nachweisen. Dabei besaR die Kopplung an gelierten Matrizen den Vorteil,
dass keine zur Netzwerkbildung notwendigen Carboxylgruppen beansprucht wurden. Die
mit der Tyramin-Kopplung einhergehende Anderung der mechanischen Stabilitat lasst die
Vermutung zu, dass das Alginatgel nicht nur oberflachlich, sondern auch im Inneren des
Polymernetzwerks modifiziert wurde. Auf chemischer Ebene betrachtet, besallen die
Alginatstrukturen nach der Tyramin-Konjugation sowohl Hydroxyl-, Carboxyl- als auch
Phenolgruppen und &hnelten somit der Oberflachenchemie zellkulturbehandelter Plastik, die
seit Jahrzehnten als universelle Wachstumsoberflache fir die Kultur adhdrenter Zellen dient
(133).

Im direkten Vergleich der verschiedenen Oberflachen hinsichtlich der Benetzbarkeit und
Ladung (Abbildung 53) wird deutlich, dass die mit Phenol-Einheiten konjugierten
Alginatgele der Oberflachenbeschaffenheit von Proteinen &hneln.
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Abbildung 53: Vergleichende Darstellung der Chemie, Benetzbarkeit und Ladung von nativen
und modifizierten Alginatgelen gegenlber Polystyren-basierter Zellkulturplastik. Tyramin-
modifiziertes Alginat weist zur Proteinenschicht vergleichbare Benetzbarkeiten und
Zetapotentiale auf und ermdglicht mit den bereitgestellten Phenol-Gruppen, die potentiell mit
den Tyrosin-Einheiten der Proteine wechselwirken, eine stabile Proteinadsorption auf Alginat-
basierten Hydrogelen.

Die vergleichbaren Oberflacheneigenschaften von Tyramin-Alginaten und Proteinen
konnten einen Grund fur die erhohte Proteinadsorption auf Tyramin-konjugierten
Alginatstrukturen darstellen. Da sich im Wassrigen die hydrophilen Einheiten (z.B.
Aminosduren) in der Peripherie des Proteins befinden, kénnen jene direkt und ohne
Faltungsprozesse uber ionische Bindungen mit hydrophilen Matrixoberflachen interagieren.
Die Form und Funktion der Proteine wirden dabei erhalten bleiben. Trotz
ubereinstimmender Benetzbarkeiten lieen sich jedoch bis zu flinfmal mehr Proteine auf
Tyramin-Alginatgelen als auf der Polystyren-basierten Zellkulturplastik nachweisen. Als
Ursache dafur kdnnen die unterschiedlichen Ladungen der verschiedenen Matrixoberflachen
herangezogen werden. Je positiver die Oberflache geladen war, desto mehr negativ geladene
Proteine adsorbierten. Dieser Zusammenhang deckt sich mit den Erkenntnissen anderer
Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Versuchsaufbauten (8, 73). Im Fall vom Alginat
wurden die Carboxylgruppen, die im wassrigen Milieu deprotoniert und negativ geladen
(-COO") vorliegen, amidiert und Phenolgruppen eingebaut, die als sehr schwache S&uren
nicht/kaum zur Deprotonierung neigten und dadurch erhéhte Zetapotentiale aufwiesen. Die
Ladung der Matrixoberfliche hatte folglich einen dominanteren Einfluss auf die
Proteinadsorption als die Benetzbarkeit und wird deswegen in einem sich anschlieRenden,
eigenstandigen Teil der Arbeit n&her untersucht. Nichtsdestotrotz mussen die Ladung und
Benetzbarkeit einer Oberflache stets getrennt voneinander betrachtet und als wichtige
Einflisse des multifaktoriellen Wechselspiels zwischen Matrix und Proteinen verstanden
werden. Nicht zuletzt wird der Tyrosin-Interaktion eine stabilisierende Wirkung auf

Proteinstrukturen zugeschrieben (134). Die Hypothese liegt daher nahe, dass die in das
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Alginatgeriist eingefiihrten Phenolgruppen mit den Tyrosin-Einheiten der Proteine

interagierten (Abbildung 53) und infolgedessen die stabile Proteinadsorption begunstigten.

Im Gegensatz zu den gegenwartigen Strategien zur Bioaktivierung von Alginat durch die
Konjugation von spezifischen RGD- (135, 136) oder YIGSR-Motiven (137), erlauben
Tyramin-funktionalisierte Alginatstrukturen eine nicht-kovalente, universelle Beschichtung
mit Adhé&sionsmolekilen unterschiedlichen Ursprungs (z.B. Serumproteine, Matrigel,
Laminin, etc.), die in Bezug auf Proteintyp und -menge eingestellt werden kann. Vergleichbar
mit dem Einsatz von zellkulturbehandelter Plastikware lasst sich durch direkte Inkubation
verschiedenster Proteine eine Matrix-gebundene Proteinschicht fiir die Kultivierung
verankerungsabhéngiger Zellen herstellen. Im Gegensatz zur steifen Zellkulturplastik (E-
Modul = 3 x 10° Pa (138)), besitzen Alginat-basierte Gelstrukturen jedoch pordse Netzwerke,
die in ihrer Flexibilitat eingestellt und somit den individuellen Bedingungen verschiedenster
Zellsysteme angepasst werden konnen. Durch den Einsatz flexibler Geriststrukturen kann
somit der F&higkeit von Zellen die mechanischen Eigenschaften ihrer Zellumgebung
wahrzunehmen (5) Rechnung getragen werden. Die in dieser Arbeit hergestellten Tyramin-
funktionalisierten Alginatgele besaBen mit E-Modulen von 60-80 x 10% Pa vergleichbare
mechanische Stabilitaten menschlicher Gewebe wie beispielsweise der Leber (20-60 x 10° Pa
(139)) oder des Herzens (10-150 x 103 Pa (140)).

Die Bioaktivitit der proteinbeschichteten Alginatgele wurde mit Hilfe wvon
Zelladhésionsstudien an humanen mesenchymalen Stammzellen (MSCs) und induziert-
pluripotenten Stammzellen beurteilt. Eine Abscheidung von Proteinen auf den nativen und
modifizierten Alginatgeloberflichen erfolgte bereits durch den Kontakt mit den
entsprechenden Zellmedien, die mit fétalem Kalberserum angereichert Serumproteine
beinhalteten. Zwar adsorbierten Proteine auf unmodifizierten Alginatgelen, besallen jedoch
keine zelladhésionsvermittelnde Eigenschaften. Ladungsinduzierte Faltungsprozesse kénnten
dabei fur den Aktivitatsverlust der Proteine verantwortlich sein. Hingegen adhérierten MSCs
auf Proteinschichten, die auf Phenol-konjugierten Alginatgerlsten adsorbierten. Die erhohte
Benetzbarkeit, Oberflachenladung und Tyrosin-Interaktion der Tyramin-Alginatgele liel3en
dabei eine glnstige Proteinadsorption zu, die im Gegensatz zu unmodifizierten Alginaten
aktive Bindungsstellen fur die Zelladhésion bereitstellte. Daraus folgt, dass Phenolgruppen im
Vergleich zu Carboxylgruppen eine zelladhdsionsférdernde Wirkung besal’en und ergo ein
wichtiges Werkzeug darstellen, um gezielt Zell-Matrix Kontakte zu induzieren

(Abbildung 54). In der Literatur beschrieben ist die adhé&sionsférdernde Wirkung von
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Dopamin (141, 142), das uber mehrere Reaktionsschritte aus Tyramin hergestellt werden
kann. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits die Kopplung von Tyraminen die
Proteinadsorption und Zelladhésion beginstigen. Darlber hinaus birgt der Einsatz von
Tyraminen den Vorteil, dass potentielle biologische Nebenreaktionen des Dopamins als

Neurotransmitter ausgeschlossen werden konnten.

[) Nativ Proteine Zelle Bioinert
", f@u
Alginat ' Alginat '
II)  Tyramin-modifiziert

'Y*T*T*’ m’ m’

Alginat Alginat Alginat

Abbildung 54: Vergleichende Darstellung der Interaktionen von Proteinen und Zellen mit
nativen und  Tyramin-modifizierten  Alginatgelen  hinzu  Zelladh&sionshemmenden
beziehungsweise -fordernden Zellkultursubstraten.

Im Gegensatz zu den MSCs genigte die Abscheidung von Serumproteinen nicht fir die
Adhésion von hiPSCs, die eine komplexere Mikroumgebung verlangten. Mit Blick auf
definierte und reduzierbare Zellkulturbedingungen wurde vom Einsatz von Proteingemischen
variierender Zusammensetzung (wie z.B. Matrigel) abgesehen und stattdessen gezielt
Zelladhésionsproteine wie Laminin oder Vitronektin angeboten. Im Gegensatz zu Vitronektin
lielen sich Laminine vermutlich aufgrund sterisch gehinderter Bindungsstellen nicht kovalent
unter Einsatz der Carbodiimide-Chemie konjugieren. Hingegen konnten Laminine Uber die
nicht-kovalente Adsorption auf Tyramin-Alginatgelen fur die Zellkultur verfugbar gemacht
werden. Der Einsatz Laminin-beschichteter Tyramin-Alginatgele resultierte in geeignete Zell-
Matrix Kontakte, die die Adhé&sion und Proliferation von hiPSC zulieen. Dabei adharierten
hiPSCs vermehrt auf modifizierten Gelstrukturen mit erhéhten Tyramingehalt. Die Abnahme
von Zellagglomeraten spricht dartber hinaus dafur, dass zunehmend attraktive
Wachstumsoberflachen generiert worden waren. Alginatgele, die mit 12,5 mg Tyramin/cm?
modifiziert und mit 1,0 ug Laminin/cm? beschichtet worden waren, wurden fir die

Kultivierung von hiPSCs als geeignete Wachstumsoberflachen identifiziert.

Durch die Kopplung von Tyramin an Alginatgele konnte eine geeignete Plattform

bereitgestellt werden, auf der stabile Adsorptionen bioaktiver Proteine und infolgedessen Zell-
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Matrix Kontakte auf weichen Alginatstrukturen ermoglicht wurden und die ein
vielversprechendes Potential fur die (Stamm-)Zellkultivierung und Gewebeziichtung besitzt.
Fur ein weiterfiihrendes Verstandnis der etablierten Zell-Matrix Kontakte sind mit Blick auf
das Differenzierungspotential und metabolische Profil adhérierter Stammzellen zukinftig

insbesondere Genexpressionsanalysen wiinschenswert.

Welchen Einfluss haben Ladungseffekte auf Zell-Matrix Kontakte?

Ausgehend von der chemischen Beschaffenheit einer Matrixoberflache kénnen verschiedene
Ladungszustande vorliegen, die die Zell-Matrix Interaktionen mafRgeblich bestimmen und
somit ein vielversprechendes Werkzeug zur gezielten Steuerung zelluldren Verhaltens
darstellen. Gegenwartige Konzepte stiitzen sich auf der Grundlage, dass sowohl die Mehrheit
zelladhasionsvermittelnder Proteine als auch die Zellmembran aufgrund der Anwesenheit von
Proteinen, Polysacchariden und Phospholipiden eine negative Nettoladung besitzen. Da
gegensétzliche Ladungen einander anziehen, besitzen ideale Wachstumsoberflachen fur die
Zellkultur positive Ladungen. Bisherige Untersuchungen zur Beziehung zwischen der Ladung
von Materialoberflachen und dem Zellverhalten beschranken sich lediglich auf den Effekt
zunehmend positiver Ladung auf die Anhaftung von Zellen wie Fibroblasten (38, 39) und
Osteoblasten (40, 41) sowie die Osteogenese-induzierende Wirkung positiver Ladung auf
MSCs (42-45). Zwar stellt der Nachweis der Zelladhérenz eine wichtige Basis dar, doch ist
ein tiefergehendes Verstandnis der Zell-Matrix Kontakte insbesondere in Bezug auf die
Zellausbreitung (Zellflache oder -morphologie) und ladungsinduzierten Genexpressionen
erforderlich, um das Potential positiver Ladungen zur Steuerung zellularen Verhaltens
beurteilen und gezielt nutzen zu kdnnen. Dartiber hinaus ist der Einfluss der Ladung auf
weitere Differenzierungskapazitaten von MSCs in Richtung Knorpelzellen (Chondrogenese)
oder Fettzellen (Adipogenese) von Relevanz. Am Beispiel von MSCs wurde daher auf ein
tiefergehendes Verstandnis abgezielt, inwieweit die Ladung einer Matrixoberflache das

Zellverhalten in Bezug auf Adhasion und Differenzierung beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Vergleich zu den hauptséchlich genutzten Acryl-
basierten Substraten (38, 40-42) und den bindren, selbstassemblierenden Monoschichten auf
Metallsubstraten (39) eine Hydrogel-basierte Plattform unterschiedlicher Ladungsniveaus
hergestellt werden. Fur die Studien zu Zell-Matrix Kontakten standen infolgedessen
einstellbare, flexible Wachstumsoberflachen zur Verfligung, die mit Zetapotentialen von
-25 mV bis +15 mV das Spektrum der bisher untersuchten Ladungen erweiterten (39, 41, 42,

44). Dabei dienten native Alginatgele mit einer negativen Oberflachenladung von -25 mV als
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GerUststruktur, an der unter Einsatz der Carbodiimide-Chemie unterschiedliche Mengen an
positiv geladenen Molekulen gekoppelt werden konnten. Als Trager positiver Ladungen
eigneten sich Poly(amidoamine), die allgemein als Vehikel fur die Abgabe von Wirkstoffen
(143) oder Genen (144) bekannt sind und in der 3. Generation je Dendrimer 32 endstandige
Aminogruppen aufweisen, die im Wassrigen zu positiven Doménen protonieren (-NHz").
Uber mindestens 1 der 32 Aminogruppen konnte mit dem Alginatgeriist durch Amidierung
eine kovalente Bindung hergestellt werden. Mit Hilfe der Raman-Spektroskopie gelang es
uber die Analyse der Amide-Bande | die zunehmende Konjugation der PAMAM-Molekile an
das Alginatgel nachzuweisen. Der hohe Wassergehalt der Alginatgele von uber 99%
verursachte dabei im Raman-Spektrum ein dominantes Hintergrundsignal, das durch das
Trocknen der Gele an der Luft reduziert werden konnte. Da das Polymernetzwerk beim
Trocknungsprozess substantiell schrumpft und hohen Spannungen ausgesetzt ist, sind partielle
Bindungsbriiche denkbar. Nichtsdestotrotz konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der
Kopplungskonzentration an PAMAM und der Amide-Bande | erbracht werden. Mit Hilfe der
energiedispersiven Rontgenspektroskopie offenbarte sich der Eintrag von PAMAM-
Molekilen zudem in dem erhohten Stickstoffgehalt im Alginatgeriist. Unmodifizierte
Alginatgele weisen idealerweise keine stickstoffhaltigen Domanen im Polymernetzwerk auf.
Der beobachtete Stickstoffgehalt von etwa 1,8% in nativen Alginatgelen konnte auf eine
etwaige Prdsenz von Proteinen zuriickzufihren sein, die nach dem Extraktionsprozess im
Alginatgranulat vorliegen. Somit stiinde mit der energiedispersiven Rontgenspektroskopie
zukiinftig ein weiteres Nachweisverfahren von Proteinen fur das Qualitditsmanagement der
Alginatsubstrate zur Verfligung. Der zunehmende Stickstoffanteil in PAMAM-modifizierten
Alginatgelen fundiert auf dem Umstand, dass Stickstoff-basierte Amid- und Amin-Einheiten
des PAMAM-Dendrimers in das Alginatgertst eingebaut wurden. Die Kopplung der
PAMAM-Molekiile erlaubte somit das reproduzierbare Einbringen von Aminogruppen, deren
Gehalt sich uber die Konzentration an PAMAM-Dendrimeren steuern lie. Unter
physiologischen Bedingungen (wassrig, pH = 7,4) protonierten die Aminogruppen zu positiv
geladenen Domanen, sodass in Abh&ngigkeit der konjugierten PAMAM-Menge verschieden
geladene Gerdiststrukturen vorlagen, deren Oberflachenladung Uber die Analyse der
Zetapotentiale charakterisiert werden konnte. Ein weiterer Vorteil des etablierten
Modellsystems ist, dass die Benetzbarkeit der Oberflache konstant und unabhéngig von den
PAMAM-induzierten Ladungszustdnden war. Das ermdglichte, den Einfluss der

Oberflachenladung auf Zell-Matrix Kontakte isoliert von der Benetzbarkeit zu betrachten.
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Die Studien zur Adsorption von Proteinen auf Polymeroberflachen unterschiedlicher Ladung
zeigten deutlich, dass Proteine in Abhéngigkeit der Oberflachenladung in unterschiedlicher
Quantitdt und Faltung adsorbierten. Zum einen wurde aufgezeigt, dass an Materialien
zunehmender Oberflachenladung vermehrt Proteine haften. Mit Hilfe der Ladung einer
Materialoberflache l&sst sich derart die Menge an Proteinen steuern, die fur die Interaktion
mit Zellen bereitstehen sollen. Die Ergebnisse bestatigen die bisherigen Diskussionen (8, 73)
bezuglich der Protein-Matrix Kontakte mit zunehmender Materialladung. In der Theorie
fihren erhoht positiv geladene Materialien zu stérkeren Bindungen mit den vorwiegend
negativ geladenen Proteinen und infolgedessen zu potentiell geringeren Desorptionen von der
Materialoberflache. Die Untersuchung der Annahme zunehmender Bindungskrafte zwischen
Proteinen und positiven Materialoberflachen lieRe sich zukinftig mit Hilfe eines
Rasterkraftmikroskops untersuchen (8, 71). Zum anderen wurde aufgezeigt, dass die
Faltungsprozesse von Proteinen, die potentiell zur Denaturierung und damit zum Verlust der
Bioaktivitdt von Proteinen fiihren konnen, bei gleichbleibender Benetzbarkeit und
zunehmender Oberflachenladung des Materials abnehmen. Das Bereitstellen positiv geladener
Materialoberflachen beglnstigt somit den Erhalt der Bioaktivitat der Proteine nach
Adsorption und ist folglich ein wichtiges Werkzeug zur Steuerung von Zell-Matrix
Kontakten. Im Detail bedeutet dies, dass native, unmodifizierte Alginatgele aufgrund ihrer
Carboxylgruppen negativ geladene Oberflachen aufweisen und mit den wenigen, positiven
Doménen der Proteinstrukturen wechselwirken. Dadurch entstehen vergleichsweise schwache
Wechselwirkungen, die zur leichteren Desorption der Proteine von der Materialoberflache
neigen konnten. Die nachgewiesenen Faltungsprozesse der Proteine auf negativen
Alginatoberflachen kdnnen potentiell durch das Freilegen positiver Proteindoménen bedingt
sein. Da die Vielzahl der Proteine aus negativ geladenen Domanen bestehen, sind die
Wechselwirkungen an zunehmend positiver geladenen Materialoberflachen begtinstigt und
entsprechende Faltungsprozesse reduziert. Die Zunahme von Proteinfaltungen bei
Zetapotentialen > 10 mV geben Grund zur Annahme, dass stark attraktive (positive)
Ladungen die Struktur und infolgedessen die Bioaktivitat der Proteine verringern. Das hétte
zur Folge, dass die fur die Zelladh&sion vorteilhaften Proteinadsorptionen in einem gewissen
Ladungsspektrum erfolgen. Gemall der vorliegenden Proteinfaltungsstudie werden
Zetapotentiale von 5-10mV als gunstige Oberflachenladungen fir die Adsorption

Zelladhdsions-vermittelnder Proteine angesehen.

Obgleich Proteine nachweislich in unterschiedlicher Quantitdt und Faltung adsorbierten,

erfolgte auf der Materialoberflache in jedem Falle die Ausbildung einer Proteinschicht, die
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eine Ladung von -8,01 £ 2,38 mV und einen Kontaktwinkel von 35,60 + 2,85 ° besitzt. Unter
Beriicksichtigung der Proteinstudien an Tyramin-Alginaten lasst sich insgesamt feststellen,
dass durch die Adsorption der Proteine die Ladung und Benetzbarkeit jedoch nicht die
Rauigkeit und Elastizitdt des Materials verandert werden. Demzufolge liegen nach der
Proteinadsorption keine Materialoberflachen unterschiedlicher Benetzbarkeiten und Ladungen
sondern eine Schicht an Proteinen unterschiedlicher Quantitat und Aktivitat vor, mit denen die
Zellen interagieren konnen. Der Einfluss der Oberflacheneigenschaften Benetzbarkeit und
Ladung auf das Verhalten von Zellen lasst sich somit generell nur indirekt ber die

Beschaffenheit der adsorbierten Proteinschicht ermitteln.

Das etablierte, Hydrogel-basierte Modellsystem ermdglichte es Ladungs-induziertes
Verhalten humaner, mesenchymaler Stammzellen hinsichtlich der Adhéasion und Proliferation
zu untersuchen und offenbarte eine transitive Abhéngigkeit des Zellverhaltens von der
Oberflachenladung einer Matrix (Ladung -> Proteinschicht - Zellverhalten). Uber
Membran-gangige Integrine sind MSCs in der Lage mit den Oberflachen-adsorbierten
Proteinen zu interagieren. Die anti-adhédsiven Eigenschaften nativer Alginatgele begriinden
sich auf deren negativ geladenen Oberflache. Die zu —COQO" dissoziierten Carboxylgruppen
lieRen zwar die Interaktionen mit den wenigen, positiv geladenen Proteindomanen zu, flhrten
jedoch zu immensen Faltungsprozessen der Proteinstruktur und infolgedessen zum Verlust
potentieller Zellbindungsstellen durch z.B. sterische Hinderung. Fir die Adhésions-
abhangigen MSCs kann natives Alginat keine geeignete Wachstumsoberflache darstellen,
sodass die Zellen zur Bildungen von Zellaggregaten (Spharoiden) neigen, in denen die Zellen
via Cadherin-vermittelte Zell-Zell Kontakte interagieren. Mit Hilfe des Alginat-basierten
Modellsystems gelang es die Besiedelung und Ausbreitung von MSCs in Beziehung mit dem
Ladungs- und Proteinzustand der Materialoberfliche zu stellen. Die Konjugation von
PAMAM an natives Alginat loste eine Kaskade an Folgereaktionen aus. Das eingebrachte
PAMAM veranlasste den Ladungsanstieg der Matrixoberflache, der die Adsorption erhthter
Proteinmengen, die geringeren Faltungsprozessen unterlagen, und letztlich eine zunehmende
Adhasion und Ausbreitung von MSCs zur Folge hatte. Diese Ergebnisse unterstiitzen den in
der Literatur verdffentlichten Trend zunehmender Zelladhdrenz —auf positiven
Oberflachen (38-41) und erweitern den Stand der Technik zum einen um die
Berlicksichtigung der Proteinfaltung als Ursache des respektiven Zellverhaltens und zum
anderen um die detaillierte Betrachtung der Zellflache, -morphologie und -spuren. Zudem
gelang es in dieser Arbeit die zunehmenden Zell-Matrix-Interaktionen auf positiven

Oberflachen erstmalig durch die erhohte Expression der fokalen Adhé&sionsproteine Integrin
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alpha 5 und Tensin 1 zu beschreiben. Im Einklang mit den beschriebenen ladungsinduzierten
Proteinadsorptionen erwiesen sich Wachstumsoberflachen mit Zetapotentialen von 0-10 mV
als gunstig und 5-10 mV als besonders ginstig. Mit diesen Ladungsintervallen sind Zell-
Matrix Kontakte verkn(pft, die zur Adhésion von MSCs mit hohen Zellausbreitungsflachen,
langen, parallelen Aktinfilamenten und vitalen Oberflachenrelief fuhren sowie lebhaftes,
migratives Verhalten zulassen. Hingegen waren sowohl negativere als auch positivere
Ladungen Ursache fiir erhohte Faltungsprozesse von adsorbierenden Proteinen, auf denen
Zellen weniger, abgerundet, mit kleinerer Flache adhdrierten und eine glattere, perforierte
Zellmembran mit verkirzten Mikrovilli und Vesikeln besallen. Zellspuren, die infolge der
Zellmigration auf Oberflachen hinterlassen werden und generell mit der physiologischen und
funktionellen Aktivitat der Zellen verknupft sind (145), kommen auf solchen Oberflachen
weniger vor. Die sphérischen Aktingeruste und verkleinerten Nuklei (146) unterstiitzen die
Schlussfolgerung, dass ausgeprégt negative und stark positive Ladungen ungiinstigere Zell-
Matrix Kontakte fir MSCs bewirken (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Postuliertes Modell zum Einfluss der Ladung einer Matrixoberflache auf die
Interaktionen mit Proteinen und Zellen. Ladungsintervalle von 0-10 mV wurden fur die Kultur
mesenchymaler Stammzellen als giinstig und von 5-10 mV als besonders gtinstig identifiziert.

Als Folge der ladungsinduzierten Zell-Matrix Kontakte kann das verdnderte zellulére
Verhalten von MSCs hinsichtlich ihres Phanotyps gedeutet werden. Die Gene THY1 und
NT5E stellen gemél der Erklarung der International Society for Cellular Therapy von 2006
(92) MSC-spezifische Marker dar und zeigen bei verringerter Expression eine potentielle

Anderung des Zellstatus an. Insbesondere NT5E erwies sich als ein geeigneter Marker, um die
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Effekte der Matrixoberflachenladung auf MSCs zu beschreiben. Die Unterdriickung von
NT5E deutet sowohl auf den Verlust des MSC-Phanotyps als auch das Einleiten von
Differenzierungsprozessen mit zunehmendem Zetapotential der Matrix hin. Aufgrund des
multipotenten Differenzierungspotentials von MSCs wurde der Einfluss initial verschieden
geladener Oberflachen hinsichtlich der Osteogenese (Knochenzellen), Chondrogenese
(Knorpelzellen) und Adipogenese (Fettzellen) untersucht. Die Analyse des frihen
Differenzierungsmarkers RUNX2 bestatigte den in der Literatur beschriebenen, Osteogenese-
induzierenden Effekt positiver Ladungen (41-43, 45) und verknipft die Hochregulierung von
RUNX2 mit der des Adhdsionsproteins Integrin alpha 5, dessen Beteiligung bei der
Differenzierung von MSCs in Osteoblasten zur Diskussion stand (147). Dartber
hinausgehend ergaben die Expressionsprofile von PPARG als adipogenen Marker erste
Anzeichen daflr, dass positiv geladene Matrixoberflachen Differenzierungsprozesse von
MSCs in Richtung Fettzellen einleiten konnten. Neben der Hochregulierung von PPARG
deutet auch die Unterdrickung des chrondrogenen Markers SOX9 auf Adipogenese-
induzierende Effekte von positiven Matrixoberflachen hin, da die Abwesenheit von SOX9 fir
die Adipogenese erforderlich ist (148). Um diese Ergebnisse zu unterstiitzen sind in Zukunft
Analysen zur Expression weiterer Differenzierungs-spezifischer Gene wiinschenswert sowie
zusétzliche funktionelle Assays wie die Alizarin-Rot-Farbung (Osteogenese), Safranin-o-
Féarbung (Chondrogenese) und Oil Red-O Farbung (Adipogenese). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Marker untersucht, die innerhalb von Differenzierungsprozessen in einem frilhen
Stadium hoch- bzw. runterreguliert werden. Fiir zukiinftige Untersuchungen sind somit spate

Differenzierungsmarker bei langerer Kulturivierungsdauer von besonderem Interesse.

Die statistische Gruppierung aller untersuchten Genexpressionen verdeutlichte den
zunehmenden Einfluss der Oberflachenladung einer Matrix auf die Adhasion, den Phanotyp
und Differenzierungsprozessen von MSCs. Die Benetzbarkeit einer Oberflache konnte dabei
als Kovariate ausgeschlossen werden, da innerhalb der unterschiedlichen Zustdnde des
Modellsystems die Hydrophilie konstant blieb. Im Gegensatz dazu nahm die
Oberflachenrauigkeit mit zunehmenden PAMAM-Gehalt ab und wurde als Einflussfaktor auf
die Kultivierung von MSCs bertcksichtigt. Eine Abnahme der Oberflachenrauigkeit ist
allgemein sowohl mit geringeren Proteinadsorptionen und Zelladhdsionen (31) als auch eine
Unterdrickung von RUNX2 und der Hochregulierung von SOX9 (149) verbunden. Die
prasentierte Datenlage legt hingegen ein dazu kontrares Verhalten von Proteinen und Zellen

auf verschiedenen rauen Oberflachen offen, sodass angenommen werden kann, dass die
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Ladung einen dominanteren Einfluss auf die Adsorption von Proteinen und das Verhalten von
MSC:s besitzt als die Rauigkeit einer Matrix.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Adsorption von (Serum-)Proteinen aus fetalem
Kélberserum auf Materialoberflachen verschiedener Ladungszustande untersucht. Das Serum
beinhaltet von Natur aus eine Vielzahl verschiedener Proteine variierender
Zusammensetzung, wobei bovines Serumalbumin ein Hauptbestandteil darstellt. In den
letzten Jahren wurde der Einfluss einzelner Proteine auf verschiedenste
Differenzierungsprozese dargelegt (150-152), sodass es sich zukinftig in einem weiteren
Schritt anbietet, die Adsorption gezielter Proteine wie beispielsweise Fibronektin und
Vitronektin auf Geloberflachen unterschiedlicher Ladungsniveaus zu untersuchen.

Die Erkenntnisse der vorgelegten Untersuchungen haben aufgrund des offenbarten Einflusses
der Ladung eines Materialsystems als kritischen Parameter fir Zell-Matrix Kontakte eine
direkte Relevanz fir das Verstdndnis und die Entwicklung moderner Zellkulturmodelle,
Implantate und Analyseverfahren. So lasst sich zukinftig mit den in dieser Arbeit
entwickelten Ansétzen gezielt das Verhalten humaner Zellen tber definierte Ladungszustande

des Materialsystems steuern.

Welchen Einfluss haben Zellsekrete auf Zell-Matrix Kontakte?

Neben den Material-induzierten Stimuli sind insbesondere Reize interessant, die von der Zelle
ausgehen. In der Vergangenheit wurden vor allem Enzyme (153) und Antigene (154) sowie
die Nutzung inflammatorischer Reaktionen (153) als zellulére Stimuli untersucht. Der Einsatz
von Enzymen, die von Zellen sekretiert werden, birgt den Vorteil hoher Selektivitat, milder
Reaktionsbedingungen und den glinstigen Umstand, dass Enzyme in zahlreichen biologischen
Prozessen beteiligt sind. Darlber hinaus gibt es eine Vielzahl an Enzymen, die polymerische
Bindungen knipfen oder spalten (z.B. Lyasen) und derart eine Matrix-Antwort in Form einer
Strukturdnderung herbeifuhren kénnen. In diesem Kontext sollte im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, welchen Einfluss Zellsekrete am Beispiel von Enzymen auf Zell-Matrix
Kontakte, insbesondere auf Alginat-basierte Materialsysteme, haben. Dabei war die Analyse
einer interaktiven Biogrenzflache zwischen einem Alginat-basierten Materialsystem und

humanen Zellen angestrebt, die von dem Status der Zelle abhangig ist.

Als biologischer Reiz konnte das Enzym Lysyloxidase (LOX) identifiziert werden, das von

Tumoren sekretiert wird (155, 156). Bei LOX handelt es sich um eine Kupfer-abhéngige
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Aminoxidase, die die kovalente Vernetzung von Kollagenen und Elastinen im extrazelluldren
Raum katalysiert und daher sowohl bei der Bildung und Reparatur von Bindegewebe beteiligt
ist als auch das Wachstum von Tumorgewebe fordert (157-159). Die Sekretion von LOX
wird zum einen durch hypoxische Bedingungen induziert und zum anderen von mehreren
Zytokinen wie beispielsweise TGF-B angeregt, welches in der VVergangenheit mit bosartigen
Tumoren in Verbindung gebracht wurde (160, 161). Hypoxische Konditionen sind
charakteristisch fur Tumorgewebe, die aufgrund mangelnder Versorgung an Néhrstoffen und
Sauerstoff im Gewebeinneren einen nekrotischen Kern ausbilden und letztlich in eine

hochregulierte Expression an LOX in der Tumorumgebung resultiert.

In in-vitro-Untersuchungen gelang es mit Hilfe der Darmtumorzelllinie HT29-MTX die
Sekretion von LOX zu quantifizieren. Innerhalb von 14 Tagen bildeten die Darmtumorzellen
Zell-Zell-Interaktionen hin zu standardisierten Spharoiden aus, in deren extrazelluldren
Umgebung aktive LOX im pM-Bereich detektierbar war. Die ermittelte Konzentration an
LOX in der Darmtumorumgebung diente fortan als Referenzmenge fur einen biologischen
Stimulus, mit dem eine systemische Veranderung einer responsiven Alginatmatrix untersucht
werden sollte. Dem Prinzip der Stimulus-Responsivitat folgend, dass eine Matrix durch einen
definierten Reiz eine strukturelle Veradnderung widerféhrt, wurde im Rahmen dieser Arbeit
die Abhangigkeit der LOX von Cu?*-lonen ausgenutzt. Im Detail bestimmt Kupfer die
enzymatische Aktivitat von LOX, in dem es durch drei spezifische Histidine koordiniert wird
und dort die Bildung des Kofaktors Tyrosylchinon unterstiitzt (162). Aufgrund der
Erkenntnis, dass sowohl LOX als auch Alginat in der Lage sind Cu?*-lonen zu chelatisieren,
wurde Kupfer als entscheidender Faktor im Wechselspiel zwischen dem biologischen
Stimulus LOX und der Alginatmatrix identifiziert. Das gemeinsame Vorliegen von Cu-
stabilisierten Alginatgelen und LOX-Molekilen resultierte in der Destabilisierung der
Alginatgele. Es besteht daher Grund zur Annahme, dass LOX eine héhere Affinitat zum
Kupfer als Alginat besitzt, dem Alginatnetzwerk das Kupfer entzieht und stabilere Komplexe
mit Kupfer eingeht. Durch das Herauslosen der stabilisierenden Kupfer-lonen aus dem
Gelnetzwerk widerfahrt dem Gel ein Ubergang vom Gel- zum Sol-Zustand. Dieser LOX-
induzierte Destabilisierungsprozess konnte experimentell sowohl durch die Reduktion
mechanischer Stabilitdten anhand des Elastizitdtsmoduls als auch durch das Freisetzen von
Reportersubstanzen bestétigt werden. Als Reportersubstanzen wurden hochmolekulare FITC-
Dextrane (150 kDa und 500 kDa) gewaéhlt, die aufgrund ihrer GrofRe in dem pordsen
Gelnetzwerk immobilisiert vorlagen und nach Anregung (Aa=492nm) eine grune

Fluoreszenz ~ emittierten.  Eine  vollstdindige  Freisetzung der  eingeschlossenen
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Reportersubstanzen erfolgte bei Korpertemperatur (37 °C) binnen 90 min, mit einer
Freisetzung von 20-40% an Substanz innerhalb der ersten 15 min. Experimentell konnte somit
die Responsivitat von Cu-Alginatmatrix auf das Zellsekret LOX nachgewiesen und damit
einhergehend eine neuartige autonome Biogrenzflache identifiziert werden, in der die Zelle
einen Reiz aussendete, auf den das Material in Form einer Struktur- und

Eigenschaftsdnderung reagierte.

Als Folge dieser systemischen Wechselwirkung lieRe sich potentiell der Status bzw. die
Statusdnderung einer Zelle anhand der Matrix-Antwort abbilden. Insbesondere in der
Tumordiagnostik ist eine Anwendung denkbar. Bereits verfligbare Detektionsmethoden von
Tumoren stellen sowohl bildgebende Verfahren wie Computertomografie, Positronen-
Emissionen-Tomografie,  Szintigrafie, =~ Sonografie und  Endoskopie als auch
Laboruntersuchungen von Tumormarkern in Korperflissigkeiten wie Blut und Urin dar. Mit
Gewissheit kann bisher jedoch nur anhand Zell- und Gewebeproben bestimmt werden, ob ein
verdachtiges Objekt Krebszellen enthélt. Dies ist mit einer operativen Entnahme der Proben
(Biopsie, Punktion) verbunden. Hingegen konnte der Einsatz von Kupfer-stabilisierten
Alginatgelen potentiell eine lokale Detektion von Tumoren vor Ort anhand der direkten
Tumorumgebung ermdglichen und als eine Alternative zu bestehenden, invasiven
Diagnostikmethoden von Tumoren dienen. Der Nachweis von freigesetzter Reportersubstanz
in physiologischen Proben wie Blut, Urin oder Stuhl mit Hilfe von spektroskopischen oder
spektrometrischen Verfahren konnte dabei die Anwesenheit und Menge tumorspezifischer
Produkte bzw. von Tumoren anzeigen. Insbesondere fur das untersuchte Modellsystem des
Darmkrebses, dessen Diagnose aufgrund spat auftretender Symptome oft erst in einem sehr
spaten Stadium erfolgt, birgt die Nutzung des Tumorsekrets LOX die Hoffnung Darmkrebs in
einem friheren Stadium diagnostizieren und den Therapieerfolg steigern zu konnen. In
zukinftigen Versuchen sollte neben der Wirksamkeit des Systems auch die Vertraglichkeit
untersucht werden. Zwar wird der Ubergang der Kupfer-lonen von der Alginatmatrix zu
einem Chelat mit LOX angenommen, doch kénnte der Kontakt von potentiell ungebundem

Kupfer mit Zellen moglicherweise nicht unkritisch sein (163).

Zusétzlich zum diagnostischen Einsatz der entwickelten Matrix lief3e sich die LOX-induzierte
Freisetzung von Substanzen zudem zur zielgerichteten Tumortherapie nutzen. Die in Cu-
Alginatgelen inkorporierten Tumortherpeutika wirden durch die Anwesenheit von LOX
lokal, d.h. innerhalb der Tumorumgebung, freigesetzt werden. Pharmazeutische

Tumortherapeutika wie beispielweise Irinotecan (Mw = 613 g/mol) wirden aufgrund geringer
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MolekilgroBen nicht im Alginatgelnetzwerk immobilisiert werden und daher die Matrix
unspezifisch verlassen. Um die unkontrollierte Freisetzung niedermolekularer Therapeutika
zu unterbinden, wurde ein zweistufiges Immobilisierungsverfahren  entwickelt.
Niedermolekulare Substanzen wie zum Beispiel Lumogen Rot (Mw =964 g/mol) wurden
zundchst in PLGA-basierte Partikelsysteme verpackt und anschlieBend im Alginatgelnetzwerk
immobilisiert. Ein entsprechender Nachweis/Erfolg dieser Immobilisierungsstrategie konnte
uber die rot emittierte Fluoreszenz von Lumogen Rot erbracht werden. Infolgedessen kénnen
Kupfer-Alginatgelstrukturen sowohl als Sensor fiir Tumorgewebe als auch als ein lokales
Freisetzungssystem von Tumortherapeutika und -diagnostika dienen und somit ein Potential
zur Diagnostik und Therapie von Tumoren innehaben (Abbildung 56).

LOX
x o X 4
LOX + |
| x x
.
- LOX
Kupfer-Alginat-Matrix sensor und
mit Therapeutikum x Freisetzungssystem
und Reportersubstanz e gssy

Abbildung 56: Schematische Darstellung des postulierten, Zell-responsiven Mechanismus einer
Alginat-basierten Gelstruktur. Das von Tumoren sekretierte Enzym Lysyloxidase (LOX)
destabilisiert Kupfer-vernetzte Alginatgelstrukturen und setzt infolgedessen die im Gel
inkorporierten Tumor-Therapeutika und Reportersubstanz frei (117).

Am Modelsystem Darmkrebs ware eine orale Gabe beladener Kupfer-Alginatgelstrukturen
denkbar. Damit die Strukturen die sauren Bedingungen des Magens unbeschadet tberstehen
— Alginat kann durch saure Hydrolyse degradiert werden — bedarf es einer zusatzlichen/dritten
Verkapselung in einer kommerziell etablierten, magenresistenten Hulle. Aufgrund
dynamischer Bedingungen im Darmtrakt wurde darauf abgezielt die VVerweildauer der Cu-
Alginatgelstrukturen in der potentiellen Tumorregion zu erhdhen. In diesem Kontext gelang
es die Alginatgele mit Chitosan zu beschichten, welches als ein mukoadhasives Biopolymer
bekannt ist und das nachweislich die Anheftung an der Darmschleimhaut férdern und damit
das Verbleiben im Darmtrakt verlangern kann (164, 165). Durch korpereigene Lysozyme
wirde die Chitosan-Schicht degradiert und die LOX-responsive Alginatmatrix freigelegt

werden. Um die gegebenenfalls freigesetzten Reportersubstanzen nachzuweisen, bieten sich
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Blut, Urin und Stuhl als physiologische Proben an. Eine reduzierte Freisetzung der
Reportersubstanz wiirde in der Theorie einen entsprechenden Therapieerfolg anzeigen.

Bisherige Freisetzungsstrategien verwendeten insbesondere Enzyme dazu die polymerischen
Transportvehikel zu degradieren. Ein Patent von William M. Strauss von 2014 (166)
beschreibt beispielsweise Stimulus-sensitive, Polyester-basierte Mikropartikel, die durch den
Kontakt mit Enzymen durch die Spaltung der Polymerstruktur degradiert werden und zur
Freisetzung fihren. Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht die
Polymerstruktur abgebaut, sondern die quervernetzenden Kationen entzogen und derart eine
System-Destabilisierung herbeigefiihrt, die die Freisetzung therapeutischer Substanzen zur
Folge hat. Andere Freisetzungssysteme nutzen die Permeabilitat/Porositat quervernetzter
Polymersysteme zur Substanzfreisetzung aus. So wurde der Einsatz von Barium- oder
Calcium- stabilisierten Alginaten zur Verabreichung von z.B. monoklonalen Antikdrpern bei
der Behandlung von Tumoren beschrieben (167). Zwar verursacht die diffusionsbasierte
Freisetzung keine Matrixstabilisierung, jedoch ware eine solche Freisetzung unspezifisch und
mit relativ kurzen Freisetzungsdauern verbunden. Hingegen I6st sich das in dieser Arbeit
vorgelegte System spezifisch aufgrund des Tumorgewebeprodukts LOX lokal in der
Tumorumgebung auf und setzt dort potentiell diagnostische Reportersubstanzen und

therapeutische Agentien frei.

Auf den Ergebnissen aufbauend kdnnen zukunftig in-vitro-Untersuchungen sowohl im
Modellsystem des mikrofluidischen Mukuschips als auch im Strdmungskanal des
Darmtumor-Modells stattfinden. Derart kann der Transfer der Analysen von statischen hin zu
dynamischen Konditionen erfolgen. Aufgrund der Komplexitat physiologischer Umgebungen
bedarf es in einem weiteren Schritt erste Studien im Tiermodell, um zum einen die
Wirksamkeit in vivo nachzuweisen und zum anderen Nebenreaktionen und somit falsch-
positive Ergebnisse auszuschlielen. Zwar liegen im Korper keine Enzyme vor, die
Alginatmolekiile degradieren konnten (z.B. Alginasen), doch wéren korpereigene Agentien
zumindest denkbar, die konkurrierend zu LOX dem Alginatnetzwerk das Kupfer entziehen

kdnnten.

Zusammenfassend war es im Rahmen dieser Arbeit moglich, das Zell-Sekret LOX als
neuartigen Stimulus im Kontext von Zell-Matrix Kontakten zu identifizieren und die
Responsivitdt von Cu-Alginatmatrix auf das Zellsekret LOX nachzuweisen. Sowohl die
Sekretion von LOX aus Tumorgeweben als auch die Destabilisierung der Alginatmatrix in

Anwesenheit von LOX wurde demonstriert. Durch die strukturelle Anderung der
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Alginatmatrix in Anwesenheit von LOX lielle sich der Status einer Zelle als Tumorzelle
anzeigen und gleichzeitig therapeutische Agentien lokal freisetzen. Neben der
Tumordiagnostik und -therapie liegen mit der Entwicklung von Krankheitsmodellen und
Wirkstoff-Screenings  weitere potentielle  Anwendungsgebiete von LOX-responsiven
Alginatgelstrukturen vor, die in ihrer Gesamtheit vor allem die Forschungs- und

Industriezweige des medizinischen und pharmazeutischen Sektors adressieren.

AbschlielRendes Fazit und Ausblick

Das Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen biologischen Systemen und Materialien
birgt die Chance, biologische Prozesse gezielt zu steuern und moderne Zellkulturverfahren,
Implantate und Analysemethoden zu ermdglichen. Die komplexe Biogrenzflache wird dabei
sowohl vom biologischen System, wie Zellen und Proteinen, als auch von der Beschaffenheit
des Biomaterials beeinflusst. Wissenschaftliches Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionen
zwischen humanen Zellen und Stimulus-responsiven Polymeren zu untersuchen, neue
Erkenntnisse Uber den Einfluss der Chemie und Ladung von Materialoberflachen sowie den
Einfluss von Zellsekreten auf Zell-Matrix Kontakte zu gewinnen und durch Implementierung

optimierte Systeme und Methoden zu ermdglichen.

Mit Blick auf die vielseitigen Anforderungen an ein Materialsystem innerhalb der
Zellumgebung konnten Alginate als geeignetes Biomaterial identifiziert, durch vergleichende
Untersuchungen des Herstellungs- und Verarbeitungsprozesses standardisiert hergestellt und
hinsichtlich einer Vielzahl an chemischen, physikalischen/physikochemischen und
physiologischen Eigenschaften umfassend charakterisiert werden. Zusatzlich wurde der
Gelierprozess von Alginaten auf Skalierbarkeit untersucht und eine Methodik zur Herstellung
hochvolumiger Gele auf Basis von hochmolekularen Alginaten entwickelt. Es konnte gezeigt
werden, dass der Einsatz einer pordsen Geliermatrix und schwerldslichen Calciumsulfats
durch sukzessive Dissoziation in hochvolumige Alginatgele resultiert, die transparent,
viskoelastisch, unter physiologischen Bedingungen nicht-degradierbar, injizierbar und
biokompatibel sind. Als potentielle Anwendung hochvolumiger Alginatgele wurde neben der
Gewebezlichtung inbesondere die Nutzung als Glaskorperersatz in der Augenheilkunde

identifiziert und diskutiert.

Weiterflihrend wurden Untersuchungen zum Einfluss der Oberfldchenchemie eines Materials
auf die Wechselwirkungen mit Proteinen und humanen Zellen vergleichend an Carboxyl- und

Phenol-Einheiten durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Carboxyl-Gruppen der
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nativen Alginatgeloberflache aufgrund der negativen Ladung die Adhadsion humaner Zellen
hemmen. Im Gegensatz dazu resultierte das Einfuhren endstandiger Phenol-Einheiten in eine
erhdhte Adsorption von Proteinen und Zelladhésionsférdernde Wirkung. Die Bereitstellung
von Phenolgruppen gelang tber die Modifikation der Alginatgeloberflache mit Tyramin unter
Einsatz der Carbodiimid-Chemie. Aufgrund der erhohten Benetzbarkeit, Oberflachenladung
und Tyrosin-Interaktion wurde an Tyramin-Alginatgelen im Vergleich zu nativen
Alginatgelen eine Adsorption von Proteinen erzielt, die die Adhdsionen humaner
Stammzellen (MSCs und hiPSCs) erlaubte. Infolgedessen konnte durch die Kopplung von
Phenol-Einheiten die zelladhdsionshemmenden Eigenschaften nativer Alginate Gberwunden
und biokompatible, flexible Alginatmatrizen fir die Kultivierung verankerunsabhéngiger
Zellen ermdoglicht werden. Bemerkenswert ist zudem, dass Tyramin-funktionalisierte
Alginatgelstukturen eine nicht-kovalente, universelle Beschichtung mit Proteinen erlaubt, die
in Bezug auf Proteintyp und -menge eingestellt werden kann. Vergleichbar mit dem Einsatz
von zellkulturbehandelter Plastikware lasst sich durch direkte Inkubation verschiedenster
Proteine eine Matrix-gebundene Proteinschicht fur die Kultivierung verankerungsabhangiger

Zellen herstellen.

Durch die Modifikation mit PAMAM konnten Untersuchungen zum Einfluss der Ladung
einer Materialoberflache auf Zell-Matrix Kontakte an einer Alginat-basierten Hydrogel-
Plattform mit Zetapotentialen von -25 mV bis 15 mV durchgefiihrt werden. Der Effekt der
Oberflachenladung einer Matrix auf die Adsorption von Proteinen sowie auf die Adhé&sion,
den Phénotyp und die Differenzierungsprozesse humaner Stammzellen wurde demonstriert.
So gelang es in Abhéngigkeit der Ladung einer Materialoberflache zundchst die Quantitat und
Faltung von Matrix-adsorbierten Proteinen und infolgedessen die Besiedelung und
Ausbreitung von MSCs zu beeinflussen. Dabei wurden Ladungsintervalle von 5-10 mV als
besonders gunstig flr die Zelladhasion identifiziert. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
mit zunehmend positiv geladenen Materialoberflachen der Verlust des MSC-Phanotyps und
die Induktion von Differenzierungsprozessen in Richtung Osteogenese und Adipogenese
einhergeht. Die Erkenntnisse der vorgelegten Untersuchungen haben eine direkte Relevanz
fur das Verstandnis und die Entwicklung moderner Zellkulturmodelle, Implantate und
Analyseverfahren. So lasst sich zukinftig mit den in dieser Arbeit entwickelten Ansatzen
gezielt das Verhalten humaner Zellen tber definierte Ladungszustdnde des Materialsystems
steuern. Neben humanen Stammzellen sind zukinftig auch weitergehende Untersuchungen

zur Interaktion der etablierten Materialsysteme mit spezialisierten Zelltypen wie
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beispielsweise Kardiomyozyten oder neuronalen Zellen hin zu neuartigen Zellkulturmodellen

und deren Kryokonservierung vorstellbar.

Uber den Ansatz des Material-induzierten Zellverhaltens hinausgehend wurden im Rahmen
dieser Arbeit zudem Untersuchungen zum Einfluss von Zellsekreten auf Zell-Matrix Kontakte
durchgefuhrt. Es gelang LOX als Sekret von Tumorgeweben zu quantifizieren und als
neuartigen Stimulus im Kontext von Zell-Matrix Kontakten zu identifizieren. Es konnte
gezeigt werden, dass Kupfer-Alginatgele responsiv auf das Zellsekret LOX mit einer
strukturellen Anderung des Gelnetzwerks in Form einer Destabilisierung durch Entzug der
Kupferionen reagiert. Durch die Immobilisierung und LOX-induzierten Freisetzung von
Therapeutika und Reportersubstanzen konnte das Potential von Kupfer-Alginatgelen als
Biosensor und lokales Freisetzungssystem demonstriert werden. Mit Hilfe dieser offenbarten
Zell-Matrix Kontakte lieBe sich potentiell der Status bzw. die Statusdnderung einer Zelle
abbilden. Darauf aufbauend ist zukilnftig ein neuartiger, Alginat-basierter Ansatz zur
Diagnostik und Behandlung von Tumoren sowie die Entwicklung von Krankheitsmodellen

und Wirkstoff-Screenings denkbar.

Nicht zuletzt offenbaren die vorliegenden Untersuchungen die Komplexitat von Zell-Matrix
Kontakten, zu dessen Verstandnis und Nutzung diese Arbeit beitrégt.
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