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Kurzfassung

Hydrogele finden aufgrund ihrer vielféltigen Eigenschaften nicht nur im Alltag eine
Anwendung, sondern stellen auch die Grundlage fir einen Grofteil des Lebens in Form
von tierischem und pflanzlichem Gewebe dar. Hydrogele, in Form der extrazellularen
Matrix, Ubernehmen dabei nicht nur die Aufgabe als tragendes Gerust fir die Zellen,
sondern beeinflussen aufgrund der auftretenden Zell-Matrix-Wechselwirkungen auch
verschiedene zellulére Prozesse wie Proliferation, Migration und Differenzierung. In der
biomedizinischen Forschung wurde das Potential der Hydrogele als bioaktive
Tragermaterialien erkannt und beziiglich einer Vielzahl potenzieller Anwendungen
beforscht.

Diese Arbeit widmete sich der Entwicklung von biokompatiblen Hydrogelsystemen fur die
Anwendung in der biomedizinischen Forschung als kinstliche extrazellulare Matrizes.
Dabei wurden synthetische, biofunktionalisierte, thiolhaltige Prapolymere auf der Basis
von 4-Acryloylmorpholin und N,N *-Bis(methacryloyl)cystamin verwendet, welche durch
den Einsatz von verschiedenen polymeren Vernetzern zu einem Netzwerk verbunden
wurden. Neben der Verwendung von Poly(ethylenglykol)-basierten Vernetzern wurden
auch neuentwickelte, bioabbaubare Systeme auf der Basis von Poly(2-oxazolinen) zur
Herstellung der Hydrogele verwendet. Durch die Variation verschiedener Vernetzer und
Gelkonzentrationen war es im Rahmen dieser Arbeit dabei nicht nur méglich, Hydrogele
mit einer variablen Steifigkeit von 0,1 bis 51 kPa herzustellen, sondern auch deren
hydrolytisches Abbauverhalten zu steuern, sodass Abbauzeiten von einigen Tagen bis hin
zu Monaten realisiert werden konnten. Mithilfe von Zellexperimenten war es nicht nur
mdoglich die Biokompatibilitit der neu entwickelten Systeme zu verifizieren, es konnten
auch erste Untersuchungen beziglich des Adhasionsverhaltens von Zellen an die

Geloberflache mithilfe von COS-7-Zellen durchgefihrt werden.
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Abstract

Due to their diverse properties, hydrogels are not only used in everyday life, but also form
the basis for a large part of life in the form of animal and plant tissue. In the form of the
extracellular matrix, hydrogels not only act as a support scaffold for cells, but also influence
various cellular processes such as proliferation, migration and differentiation due to the
cell-matrix interactions that occur. In biomedical research, the potential of hydrogels as
bioactive carrier materials has been recognized and explored with respect to a variety of

potential applications.

This work was dedicated to the development of biocompatible hydrogel systems for
application in biomedical research as artificial extracellular matrices. Synthetic
biofunctionalized thiol-containing prepolymers based on 4-acryloylmorpholine and
N,N'-bis(methacryloyl)cystamine were used, which were linked into a network by the use
of various polymeric crosslinkers. In addition to the use of poly(ethylene glycol)-based
crosslinkers, newly developed biodegradable systems based on poly(2-oxazolines) were
also used to prepare the hydrogels. By varying different crosslinkers and gel concentrations,
it was not only possible to produce hydrogels with variable stiffness from 0.1 to 51 kPa,
but also to control their hydrolytic degradation behavior in such a way that degradation
times of several days to months could be realized. Cell experiments were used not only to
verify the biocompatibility of the newly developed systems, but also to perform initial

studies on the adhesion behavior of cells to the gel surface with COS-7 cells.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Polymere in der Medizin

Polymere Materialien sind heutzutage aus dem téaglichen Gebrauch nicht mehr
wegzudenken. Sie finden in den verschiedensten Formen Anwendung im Alltag, zum
Beispiel als Getrankeflaschen, Miilltiiten oder Kleidungsstiicke. Aber nicht nur dort
gehort die Verwendung von Polymeren zur Normalitdt, auch in der Medizin werden
heutzutage eine Vielzahl an polymeren Materialien genutzt. Seit Mitte der 90er Jahre wird
unter anderem Polymethylmethacrylat (PMMA) als Knochenzement, Polyvinylchlorid
(PVC) als Blutbeutel oder Polypropylen (PP) als Nahtmaterial verwendet.[’ Diese
Polymere wurden zu Beginn ohne besondere Anpassung hinsichtlich ihrer medizinischen
Applikation verwendet, was ihre Anwendbarkeit beschrankte. Bei der Verwendung von
Polymeren in vitro zum Beispiel werden besondere Anforderungen an die Polymere
gestellt, hinsichtlich der Biokompatibilitat, der mechanischen Stabilitat, sowie der

Bioabbaubarkeit.[?

Neben der Nutzung als Verpackungsmaterial oder Prothesen, kénnen Polymere auch zum
Transport von Wirkstoffen verwendet werden, beispielsweise in Form von polymeren
Nanopartikeln oder Liposomen.’2>¢1 Durch das EinschlieRen von medizinischen
Wirkstoffen in Nanopartikeln oder Liposomen kénnen diese vor ihrem frihzeitigen Abbau
im Organismus geschitzt werden und gleichzeitig durch aktives oder passives Targeting

der Partikel in bestimmten Regionen angereichert werden.!>¢!

Eine weitere Anwendung von Polymeren in der Medizin ist die Kultivierung von Zellen

zur Geweberegeneration mithilfe von synthetisch hergestellten Hydrogelen.[*78l
1.1.1. Geweberegeneration

Die Geweberegeneration (engl.: tissue engineering) beschreibt die Herstellung von
biologischem Gewebe durch die gezielte Kultivierung von Zellen.l®! Um dies zu realisieren,
werden einem Patienten Zellen entnommen, in vitro kultiviert und auf ein Tragermaterial
(engl.: scaffold) aufgebracht, welches den Zellen als unterstutzende Matrix dient. Auf dem
scaffold bilden die Zellen durch die Applikation von Wachstumsfaktoren und
extrazelluldren Reizen ein funktionsfahiges Gewebe aus, welches dem Patienten

implantiert werden kann (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Darstellung des Vorgangs bei der Geweberegeneration.l

Die ersten Berichte tber eine klinische Anwendung kamen Anfang der 1980er Jahre auf,
welche Fibroblastenzellen und Keratinozyten genutzt haben, um neues Hautgewebe zu
gewinnen.[*Y 1987 publizierte VACANTI et al. ihre Arbeit, in welcher es ihnen erstmals
maoglich war Chondrozyten auf einem Polyglycolséure-Tréagermaterial zu kultivieren und
einer lebenden Maus zu implantieren.[!2 Beim Einsatz dieses kiinstlichen Ohrs kam es
dabei nicht nur zu keinen AbstoRungsreaktionen, es war auch die Ausbildung von ersten
BlutgefaRen durch den lebenden Organismus festzustellen. WAKITANI et al. beschrieben
1989 erstmals die Verwendung von Kollagen-Hydrogelen, welche durch das Einlagern von
Chondrozyten genutzt werden konnten, um freigelegte Gelenkoberflachen von Hasen zu
regenerieren.l*®! Diese ersten Arbeiten haben gezeigt, dass es fiir die erfolgreiche Bildung
des Gewebes notwendig ist, ein geeignetes Tragermaterial zu verwenden. Dieses sollte die
Architektur und die physiochemischen Eigenschaften der natirlichen Gewebematrix
imitieren, um die zelluldren Aktivitaten, wie Migration, Proliferation und Differenzierung
zu unterstiitzen.'*21 In der Geweberegeneration finden drei Hauptklassen von
Biomaterialien Anwendung: Keramiken, Biopolymere und synthetische Polymere.[}417]
Keramiken, wie zum Beispiel Hydroxylapatit und Kalziumphosphat, werden aufgrund
ihrer hohen mechanischen Stabilitdt und Festigkeit als pordse Tragermaterialien zur
Regeneration von Knochengewebe verwendet.[*31°1 Da Keramikmaterialien jedoch tiber
eine geringe Flexibilitdt und hohe Sprodigkeit verfligen, ist ihre Anwendung in der
Geweberegeneration begrenzt. Biopolymere finden aufgrund ihrer hohen Variabilitat in
mechanischen und biologischen Eigenschaften eine breite Anwendung als Materialien in

der Geweberegeneration. Nanofasern aus Hyaluronsdure werden beispielweise als
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Tragermaterial zur Regeneration von neuralem Gewebe verwendet,”® wohingegen
Kollagen-basierte Gewebe zur Regeneration von Hautzellen genutzt werden.["]
Synthetische Polymere sind hinsichtlich ihrer Eigenschaften, wie die Biopolymere, sehr
vielseitig, haben jedoch oft den Vorteil, dass sie guinstig und in groBen Mengen herstellbar
sind.['® Als Beispiel dienen Netzwerke aus Polycaprolacton und Polyethylenglykol,

welche in der Forschung bereits genutzt werden um Herzgewebe zu generieren.[1624

Unabhédngig von der spéteren Anwendung, ist bei der Wahl des Materials zur
Zellkultivierung zu bertcksichtigen, dass dieses auf die Anforderungen der Zellen
angepasst werden kann.

1.1.2. Materialanforderungen zur Zellkultivierung

Um als Materialien in der Zellkultivierung Anwendung zu finden, missen diese
verschiedenen Anforderungen entsprechen, welche sich auf ihre physikalischen und
biologischen Eigenschaften beziehen. Eine der wichtigsten Anforderungen die ein Material
dabei erfullen muss, ist die Biokompatibilitat, d.h. die Eigenschaft keine toxischen,
immunologischen oder anderweitig negativen Effekte auf Zellen aufzuweisen.l”?? Eine
weitere wichtige Anforderung ist die Stabilitat der Materialien. Da das Tragermaterial den
Zellen Uber einen langeren Zeitraum als unterstitzende Matrix dienen soll, ist es von
Interesse, dass es unter den notwendigen Kultivierungsbedingungen stabil ist. Sollen die
Materialien zur Implantation von neuem Gewebe genutzt werden ist jedoch auch eine
Bioabbaubarkeit dieser von groflem Interesse, um mdogliche Risiken beziglich der
Langzeit-Biokompatibilitdt zu reduzieren.[!*?® Die Abbaugeschwindigkeit der Matrix,
sollte dabei optimalerweise eine dhnliche Geschwindigkeit aufweisen, wie die
Regenerationsrate des neuen Gewebes nach der Transplantation. Dabei gilt es zu beachten,
dass ein zu schneller Abbau der Materialien zu einem Mangel an mechanischer Stabilitat
fiihrt, wodurch dysfunktionales Gewebe entstehen kann.

Zur Optimierung eines Materials auf bestimmte Zelltypen, sollte es mdglich sein, die
Festigkeit dieses zu kontrollieren und es chemisch zu modifizieren.!?*! Durch den Einbau
von Signalmolekilen oder die Immobilisierung von Proteinen koénnen Zell-Matrix-
Interaktionen verstarkt werden, was zu einer verbesserten Zellmigration und Proliferation
fiihren kann.'%! Neben den chemischen Eigenschaften sind auch die architektonischen

Eigenschaften der Materialien von grof3er Bedeutung. Durch die Verwendung von pordsen
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Strukturen kann dabei nicht nur der Diffusions-bedingte Transport von Nahrstoffen
gewahrleistet werden, sondern ermdglicht den Zellen auch eine dreidimensionale
Migration innerhalb der Strukturen.[?®] Eine Art von Zellen, welche aufgrund ihrer potenten
Eigenschaften fur die Anwendung in einer Vielzahl neuer Therapien von hohem Interesse
ist, sind die sogenannten Stammzellen.[?627] Fir einen Einsatz in der Geweberegeneration
haben sich Hydrogele als eine der wohl vielversprechendsten Materialklassen

herausgestellt.[?]

1.2. Hydrogele

Hydrogele sind Netzwerke hydrophiler Polymerketten, welche grofle Mengen Wasser
absorbieren konnen, ohne sich dabei in diesem zu l6sen. Hydrogele sind im Alltag
allgegenwartig da sie einen Grofdteil von tierischen und pflanzlichen Geweben
ausmachen.?®l Aufgrund der hohen Menge an eingeschlossenem Wasser konnen
Hydrogele viskoelastische Eigenschaften aufweisen, die denen von natlrlichen Geweben
sehr &hnlich sind, was sie fiir eine Vielzahl von Anwendungen interessant macht.[22%
Zusétzlich ist es aufgrund ihres Bildungsmechanismus oftmals méglich Hydrogele in jede
denkbare Form zu bringen, wodurch sie sich auf ihre spezielle Anwendung hin anpassen
lassen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Ubersicht iiber einige Hydrogele als Plattformen fiir eine biomedizinische Anwendung; A: Mikrogele in
einer Suspension, welche verschiedene immobilisierte, farbcodierte Molekiile enthdlt; B: Ein Mikrogel, welches weitere
kleine, farbcodierte Mikrogele enthalt; C: Fluoreszenz-markierte Zellen in einem Mikrogel eingeschlossen; D: Fibroblast-
Zellen eingeschlossen in einem semi-synthetischen PEG-Fibrinogen Mikrogel; MaRstabsleisten entsprechen 500 pm
(modifiziert aus (),

Die akademische Forschung begann Anfang der 1930er Jahre und beschéftigte sich
zuné&chst mit der Herstellung einfacher polymerer Netzwerke, welche jedoch zumeist nicht
als Hydrogelsysteme angedacht waren.[*? 1960 veroffentlichten WICHTERLE und LiM dann
eine Arbeit in der sie ein System beschrieben haben, welches aus vernetztem Poly(2-

hydroxyethylmethacrylat) bestand und in der Gegenwart von Wasser zur Bildung von
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transparenten, elastischen Gelen fihrte.B%l Dieses erste System legte damals einen
Grundstein und ebnete den Weg fir die Forschung, im Bereich der biomedizinischen

Hydrogele, wie wir sie heute kennen.[34

Hydrogele lassen sich bezuglich ihrer Eigenschaften in verschiedene Kategorien
unterteilen (Abbildung 3). Dabei werden die Hydrogele vor allem beziglich ihres
Ursprungs (natlrlich oder synthetisch) sowie ihrer Vernetzungsart (chemisch oder

physikalisch) unterschieden.®*!

/—\ Abbaubarkeit A

physikalische
Vernetzungsart Eigenschaften

./ N4

Hydrogele

J—

chemische
Eigenschaften

L

S S—

Abbildung 3: Klassifizierung von Hydrogelen bezlglich ihrer Eigenschaften (modifiziert aus [34).

1.2.1. Nattrliche und synthetische Hydrogele

Aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitat, finden aktuell vor allem nattirliche Hydrogele aus
Alginaten, Hyaluronsduren und basalmembranartige Matrizen, wie Matrigel®, in der
Medizin Anwendung.B®® Aufgrund des natirlichen Ursprungs der verwendeten
Biopolymere, kdnnen diese oftmals von Zellen, durch das Ausschitten von verschiedenen
Enzymen, abgebaut werden, was vor allem bezlglich in vivo Anwendungen ein grof3er
Vorteil sein kann.*8l Diese natiirlichen Materialien haben jedoch den Nachteil, dass
aufgrund der Gewinnung aus biologischen Prozessen, zwischen verschiedenen Chargen
eine Variabilitat hinsichtlich ihrer Zusammensetzung auftreten kann.®" Zusétzlich besteht
die Gefahr, dass Krankheitserreger und immunologisch wirksame Metaboliten, welche
wéhrend der Gewinnung der Materialien endstanden sind, sich auch nach Aufreinigung in

diesen wiederfinden lassen.®l Beziiglich ihrer mechanischen Eigenschaften weisen
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natlrliche Hydrogele, vor allem in zelluldrer Umgebung, hohe Abbauraten auf, wodurch
ihre mechanische Stabilitat vor allem beziglich einer Langzeitanwendung meist gering
ist.%8 Als Alternative zu diesen natiirlichen Hydrogelen ist es daher von Interesse,
synthetische Systeme zu entwickeln, welche nicht nur Uber eine hohe Biokompatibilitét

verfiigen, sondern auch die natiirliche Zellproliferation unterstitzen und erhéhen.[38l

Synthetische Hydrogelsysteme, basierend auf beispielsweise Polyethylenglykol und
Polyacrylamiden, finden in der Forschung bereits eine breite Anwendung, haben jedoch oft
den Nachtteil, dass sie nicht nur keine Bioaktivitat aufweisen, sondern auch toxische oder
immunologische Reaktion auslésen konnen.[?4%4% Eine Mdglichkeit diese Problematik zu
umgehen ist die Herstellung von Prapolymeren, welche vor der weiteren Verarbeitung zu
Hydrogelen, mit bioaktiven Molekiilen wie Peptiden funktionalisiert werden.2%#1 Die
Verwendung von solchen Prapolymeren hat den Vorteil, dass diese sich ausgiebig
charakterisieren lassen, womit Hydrogele mit genau bekannten Zusammensetzung

hergestellt werden kénnen. !

Eine zusétzliche Klasse von Hydrogelen sind die sogenannten semi-synthetischen Systeme,
welche versuchen die Vorteile von synthetischen und natlrlichen Polymeren zu
verbinden.*?l Bei diesen Systemen werden natirliche Makromolekiile, wie Kollagen,
Hyaluronsaure oder Chitosan, mit synthetischen Polymeren verbunden.Y Die Verbindung
kann dabei Uber verschiedene Mechanismen erfolgen, zum Beispiel durch
Copolymerisation, Disulfidvernetzung oder Michael-Addition. Durch das zusatzliche
Vernetzen von natirlichen Hydrogelen kann die mechanische Stabilitat der Systeme erhoht
werden und ihr biologischer Abbau verlangsamt werden. Trotzdem bestehen die
entstehenden semi-synthetischen Gele immer noch zu einem Grofiteil aus natirlichen

Proteinen und Zuckern, was fir eine hohe Biokompatibilitat der Systeme sorgt.

Neben der Unterscheidung bezuglich des Ursprungs der Hydrogele, kdénnen diese auch
bezlglich ihrer Vernetzungsart, in chemische und physikalische Hydrogele, unterteilt

werden.
1.2.2. Physikalische und chemische Hydrogele

Hydrogele lassen sich, hinsichtlich der Art ihres Zusammenhalts, in physikalische und
chemische Hydrogele unterteilen. Physikalische Hydrogele zeichnen sich dadurch aus, dass

die Polymerketten im Gel nicht kovalent miteinander verbunden sind. Der Zusammenhalt
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des Netzwerks beruht auf ionischen und/oder hydrophoben Wechselwirkungen, der
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Ketten oder durch
Verschlaufungen der Ketten ineinander.! Die Verwendung von physikalischen
Hydrogelen hat den Vorteil, dass genau charakterisierte Polymerketten eingesetzt werden
konnen, wodurch die genauen Zusammensetzungen der Systeme bekannt sind. Ein weiterer
Vorteil von physikalischen Hydrogelen ist, dass kein zusatzliches Vernetzungsreagenz
verwendet werden muss, welches toxische oder immunologische Reaktionen hervorrufen
kann. Physikalisch vernetzte Hydrogele haben jedoch den Nachteil, dass sie meist uber eine
geringere mechanische Stabilitat verfiigen und diese stark von der Konzentration der

Polymere abhangt.

Bei chemischen Hydrogelen basiert die Stabilitat auf einer kovalenten Vernetzung von
Polymerketten.[?l Dabei kann die Vernetzung entweder direkt bei der Polymerisation durch
Verwendung von bifunktionellen Monomeren ausgebildet werden (in-situ Vernetzung)
oder durch Kopplung zweier Prapolymere miteinander (nachtragliche Vernetzung).[*3-4%
Die Synthese von in-situ-vernetzten Hydrogelen hat den Vorteil, dass sie oftmals sehr
schnell und einfach durchzufuhren ist, die dabei erhaltenen Netzwerke sich jedoch
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung nur schwer charakterisieren lassen, da sie nach der
Polymerisation nicht mehr I6slich sind. Gleichzeitig miissen in-situ-vernetzte Hydrogele
sehr sorgféltig gereinigt werden, um jegliche Riickstdnde an Monomeren oder organischen
Losungsmitteln zu entfernen. Um die Vorteile der einfachen und schnellen Synthese von
in-situ-Gelen mit denen der nachtréglichen Vernetzung zu kombinieren, kdnnen reversibel
spaltbare Vernetzer, wie zum Beispiel das Disulfid-funktionalisierte Monomer

N,N’-Bis(acryloyl)cystamin (BAC), verwendet werden
1.2.3. Abbaubare Hydrogelsysteme

In Abhangigkeit ihres strukturellen Aufbaus und ihres Anwendungsgebiets, lassen sich
Hydrogele in abbaubare und nicht abbaubare Systeme unterscheiden. Nicht abbaubare
Systeme, wie zum Beispiel verschiedene Polyether- oder Polyamid-basierte Systeme
werden vor allem dann verwendet, wenn ein Abbau der Materialien fur eine Anwendung
explizit nicht gewiinscht ist, wie zum Beispiel bei einigen Implantaten.64"1 Abbaubare
Hydrogele lassen sich bezuglich des Abbaumechanismus in hydrolytisch- und
enzymatisch-abbaubare Systeme unterscheiden. lhr Haupteinsatz ist dabei in der

Geweberegeneration, als unterstitzende  Matrizen  fur  Zellen, oder im
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Wirkstofftransport.[*84° Der Abbau von Systemen kann, in Abhangigkeit der chemischen
Struktur, entweder entlang der Polymerriickgrate erfolgen, oder an einzelnen labilen
Punkten im Netzwerk (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematischer Vergleich zwischen den verschiedenen Abbaumechanismen von Hydrogelen, bezogen auf
den Ort des Abbaus; A) Abbau des Netzwerks entlang der Polymerriickgrate; B) Abbau des Netzwerks nur an einzelnen
labilen Positionen (orange).

Beispiele fur Systeme, welche einen Abbau innerhalb des Riickgrates aufweisen sind
verschiedene Polylactide (hydrolytisch) oder Polypeptide (enzymatisch).>% Dabei gilt es
vor allem bei der Verwendung von synthetischen Hydrogelen zu beriicksichtigen, dass die
entstehenden Abbauprodukte potentiell zytotoxische Eigenschaften aufweisen kénnen und
daher bei in vivo Anwendungen zu einer Schadigung des Organismus fuhren kénnen. Um
dies zu vermeiden, werden oftmals Hydrogelsysteme entwickelt, welche nur an bestimmten
Stellen im Netzwerk einen Abbau erfahren kénnen. Der Einbau dieser ,,Sollbruchstellen*
ins Netzwerk kann beispielsweise tber labile Esterfunktionalitdten (hydrolytisch) oder
spezielle Matrix-Metalloproteinase-sensitive Peptidsequenzen erfolgen.5521 Ein Beispiel
fur ein solches System wurde von LUTOLF etal. 2008 publiziert und bestand aus
vierarmigen Poly(ethylenglykol)acrylaten, welche durch eine Michael-Addition mit
thiolfunktionalisierten Peptid-Vernetzern verbunden wurden.® Diese Peptid-Vernetzer
wiesen, aufgrund der gewahlten Aminosauresequenzen, unterschiedlich starke Hydrophilie
auf, wodurch sich der Hydrolyse-bedingte Abbau kontrollieren lies. Ein Vorteil der
Verwendung von einzelnen, labilen Positionen in den Netzwerken ist, dass beim Abbau
dieser keine niedermolekularen Abbauprodukte entstehen, sondern nur makromolekulare
Polymerfragmente, welche oftmals keine zytotoxischen Eigenschaften aufweisen. Ahnlich

wie LUTOLF et al. nutzen viele Systeme in der Literatur das Vernetzen, von thiolhaltigen
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Polymeren mittels einer Michael-Addition, um gezielt labile Funktionalitaten in

Polymernetzwerke einzubauen.?-%4

1.3. Thiolhaltige Polymere

Die Arbeitsgruppe von HANSEN ver6ffentlichte 1976 eine Arbeit Giber ein Acrylat-basiertes
Hydrogelsystem fiir die Gelelektrophorese von RNA.®1 In dem Polymersystem
verwendeten sie einen disulfidfunktionalisierten Vernetzer, das
N,N -Bis(acryloyl)cystamin (BAC) (Abbildung 5), welches es ermdglichte das Hydrogel
nach der Elektrophorese durch die Zugabe von 2-Mercaptoethanol zu spalten, wodurch die
aufgetrennte RNA zurlickgewonnen werden konnte. Dieses BAC wurde in weiteren
Arbeiten von HANSEN et al. genutzt um Hydrogelsysteme fir die in-vitro Anwendung zu

entwickeln. 58

0]
H
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N,N'-Bis(acryloyl)cystamin
(BAC)

Abbildung 5 Struktur des bifunktionellen Monomers BAC.
Ein Vorteil der Verwendung von Disulfidbricken zur Vernetzung von Polymernetzwerken
ist die Mdglichkeit, diese durch die Zugabe eines Reduktionsmittels (z.B. Dithiothreitol,
DTT) zu spalten, wobei die Disulfidbriicken zu Thiolgruppen reduziert werden
(Abbildung 6).57-%

TTTT e, BT L

§ § Reduktion SH

1

Abbildung 6: Reduktive Spaltung von Disulfidbriicken zwischen zwei Polymerketten.

Die dadurch vorliegenden Polymerketten sind im Gegensatz zu den Polymernetzwerken
I6slich, wodurch sie sich gut aufreinigen lassen und durch verschiedene analytische
Methoden, wie NMR-Spektroskopie oder Gel-Permeations-Chromatographie, untersucht
werden konnen.®® Die freien Thiolgruppen kénnen zusétzlich genutzt werden um mithilfe

einer Michael-Addition nachtraglich eine Funktionalisierung der Polymere durchzufiihren.
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Dabei ist es maglich eine Vielzahl verschiedener Molekile zu immobilisieren, wie zum
Beispiel bioaktive Peptide, oder Flurophore (Abbildung 7).

/—I'\r//r' Funktionalisierung M

SH SH SH % SH
Abbildung 7: Funktionalisierung von thiolhaltigen Polymeren.
Durch Nutzung eines reversibel spaltbaren Disulfidvernetzers ist es somit maoglich
thiolhaltige Polymere herzustellen, welche (ber eine definierte Zusammensetzung
verfugen und sich vielseitig modifizieren lassen. Durch das Einflihren von verschiedenen
bioaktiven Molekulen kénnen eine Reihe unterschiedlicher bioaktiver Polymere hergestellt
werden, welche dann als eine Art Polymerbibliothek genutzt werden koénnten. Eine
maogliche Anwendung fir solche Polymere wére der Einsatz in der Herstellung von
biofunktionalisierten Hydrogelsystemen, welche als eine Art kinstlicher extrazellularer
Matrix Anwendung finden konnten.

1.4, Die extrazellulare Matrix

Die extrazelluldare Matrix (EZM) ist ein nicht zellulares, dreidimensionales Netzwerk,
welches Zellen in natiirlichem Gewebe umschlieRt.l’% Sie besteht, in Abhangigkeit des
Gewebetyps, aus verschiedenen Bestandteilen, wobei vor allem Kollagene, Elastin,
Laminine, Fibronektin und unterschiedliche Glykoproteine den Hauptanteil ausmachen
(Abbildung 8).

Gewebe

Zellen Extrazelluldrer Raum
Geflecht aus komplexen
Makromolekdilen

Extrazelluldre

Matrix (ECM)

Proteoglykane Faserproteine

(z.B. Perlecan)
Glykosaminoglykane + Proteine Strukturproteine  + Adhdsionsproteine
Hyaluronsaure Aggrecan 1. Kollagen (I-1V) 1. Fibronektin
Chondroitinsulfat Tenascin 2. Elastin 2. Laminine
+ Dermatansulfat 3. Fibrillin 3. Thrombospondin
Heparansulfat 4. Myosin
+ Heparin 5. Seidenfibroin
Keratansulfat 6. Keratin

Abbildung 8: Ubersicht tiber die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix.[51]
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Die EZM dient den Zellen im Gewebe nicht nur als mechanische Stiitze, sondern hat auch
einen Einfluss auf eine Vielzahl zelluldrer Prozesse wie Wachstum, Migration und
Differenzierung.[%2%%1 Den Hauptteil der EZM machen Faserproteine wie das Kollagen aus,
von dem aktuell Uber 14 verschiedene Typen bekannt sind.%®l Durch ihre tripple-helikale
Struktur bilden Kollagene groRRe Fasern aus, welche die mechanische Steifigkeit der EZM
maRgeblich bestimmen.®¥ Da viele Gewebetypen fiir ihre Funktion auch von ihrer
Elastizitat abhéngig sind (Lunge, BlutgefaRe, Herz), stellt Elastin die zweitwichtigste Art
von strukturgebenden Faserproteinen in der EZM dar.[¢%]

Zum Aufbau von dreidimensionalen Strukturen in einem Gewebe ist die Interaktion
zwischen Zellen und der EZM von elementarer Bedeutung.[%%! Auch wenn fast alle EZM-
Bestandteile in gewissem Mal3e mit den Proteinen von Zelloberflachen interagieren, so gibt
es einige Komponenten, die dies besonders effektiv tun, die sogenannten
Adhisionsproteine (Fibronektin, Laminin).l®Y Verantwortlich fiir die erhohte Zell-Matrix
Interaktion dieser Proteine sind spezielle Aminosduresequenzen an der Oberflache dieser
Proteine. Ein prominentes Beispiel flr eine solche Sequenz ist die sogenannte RGD-
Sequenz des Fibronektins.[®® Die RGD-Sequenz hat dabei nicht nur einen Einfluss auf die
Viabilitat, Proliferation und das Migrationsverhalten der Zellen, sondern fuhrt vor allem

zur Zelladhasion, indem es von den Integrinen auf der Zelloberflache erkannt wird.[”]
1.4.1. Integrine

Integrine gehdren zu den wichtigsten und am besten erforschten Zelladhdsionsrezeptoren
einer Zelle.l®® Sie sind heterodimere, bidirektionale Transmembranproteine, welche aus
einer a- und einer g-Untereinheit bestehen. Aktuell sind 24 verschiedene Integrinsubtypen
bekannt, welche sich jeweils aus einer von 18 verschiedenen a- und 8 S-Untereinheiten
zusammensetzen.[®66970 Beim Menschen befinden sich auf nahezu jedem Zelltyp
verschiedene Integrinsubtypen, welche ein wichtiges Bindeglied zwischen der Zelle und
Proteinen der EZM darstellen (Abbildung 9).[7074
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extrazellulirer Raum = Cytoplasma

Cytoskelett
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Abbildung 9 Ubersicht tiber den Aufbau und die Funktionen eines Integrins. (Modifiziert aus [%)

Die grundlegende Affinitdt von Integrinen gegentber extrazelluldren Liganden werden
uber zwei verschiedene Mechanismen gesteuert. Eine Art der Aktivierung ist die
sogenannte ,,Inside-out“-Aktivierung, wobei interzellulare Salzbriicken zwischen den -
und p-Untereinheiten der zytoplasmatischen Doméne der Integrine aufgeldst werden. Dies
fuhrt zu einer Destabilisierung des Ruhezustands des Integrins, wodurch es in seine aktive
Form (iberfiinrt wird (Abbildung 10).[2

Ruhezustand aktivierter Zustand Oligomerisierung

Dissoziation

N0

Liganden-

bindunr

»Outside=in“-
Aktivierung

aulten

A

Aktivierung

Y J

Spaltung der \ == - Liganden- .
Salzbriicke (-B @ bindung Signaltransduktion

Abbildung 10 Darstellung der Mechanismen der Integrin-vermittelten Zelladhasion. 6!
Integrine konnen ebenfalls durch die Bindung eines extrazellularen Liganden aktiviert
werden. Dieser zweite Mechanismus wird als ,,Outside-in“-Aktivierung bezeichnet. Beide

Formen der Aktivierung basieren auf einer Trennung der transmembranen Helices
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zwischen den beiden Integrinuntereinheiten, welche zu einer Oligomerisierung und
interzelluldren Phosphorylierung der jeweiligen Untereinheiten fiihrt.[%66873 Uper eine
dieser beiden Aktivierungsmechanismen ist es Integrinen moglich, Zell-Zell oder Zell-
EZM Adhésion zu vermitteln. Die integrinvermittelte Zelladh&sion lauft Gber vier
grundlegende Schritte ab (Abbildung 11). Im ersten Schritt der Zellanlagerung baut die
Zelle einen Kontakt zum Bindungspartner auf und es kommt zur Ausbildung erster
Integrin-Liganden-Bindungen. Im zweiten Schritt beginnt die Zelle ihre Plasmamembran
entlang der Bindungsoberfldche auszubreiten, wodurch die Zelle sich verflacht. Wahrend
des dritten Schrittes, der Organisation des interzellularen Aktinzytoskeletts, ordnen sich
eine Vielzahl von Aktinfasern zu einer sogenannten Stressfaser zusammen. Der letzte
Schritt der Zelladhdsion ist die Ausbildung von fokalen Adhé&sionen, welche das Aktin-
Zytoskelett der Zelle mit dem extrazellularen Liganden fest verbinden.[6674]

Ausbildung
Zellanlagerung Oberflichenausbreitung fokaler Adhisionen

Abbildung 11 Darstellung einer Integrin vermittelten Zelladhasion an eine Oberflache. €6l

Fokale Adhésionen bestehen aus den bei der Aktivierung oligomerisierten
Integrinuntereinheiten und (ber 50 verschiedenen angelagerten Molekilen, wie zum
Beispiel Lipiden oder fokalen Adhasionskinasen.%8%1 Uber fokale Adhésionen kdnnen
Zellen, die durch intramolekulare Aktinfaserkontraktion aufgebaute mechanische Kraft auf

Bestandteile der EZM Ubertragen, wodurch es der Zelle méglich ist sich zu bewegen.[7>76]
1.4.2. Integrinspezifitat

Die Kombination der Integrinuntereinheiten bestimmt die Ligandenspezifitat des Integrins.
So zeigen Integrine des Typs avf3 eine hohe Bindungsaffinitat gegentber einer Vielzahl
von Proteinen der EZM, wie zum Beispiel Fibronektin, Vitronektin, Stepaschin und
Thrombospondin. Gleichzeitig gibt es auch Proteine der EZM, die gegentber einer Vielzahl
verschiedener Integrinsubtypen eine Bindungsaffinitat aufweisen. Ein Beispiel hierfur ist
das Protein Fibronektin.[%85%1 Untersuchungen an solchen integrinaffinen Proteinen haben
gezeigt, dass die Bindung an Integrine hauptsachlich durch kleine Erkennungssequenzen

auf den Proteinen hervorgerufen werden. Diese Erkennungssequenzen bestehen dabei aus
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einigen wenigen Aminosduren.*®® Die bekannteste und am besten erforschte

Erkennungssequenz ist die RGD-Sequenz des Fibronektins.[®]
1.4.3. Integrinaffine Liganden

Das RGD-Motiv, abgeleitet aus den Ein-Buchstaben Codes der drei Aminosduren Arginin
(R), Glycin (G) und Asparaginséure (D), wurde 1984 von PIERSCHBACHER und ROUSLATHI
als essentielle Peptidsequenz zur Zelladhasion von Fibronektin identifiziert.’”! Es konnte
gezeigt werden, dass RGD an etwa die Halfte aller bekannten Integrinsubtypen anbindet,
wodurch es zwar nicht die universelle Zellerkennungssequenz ist, jedoch trotzdem das

Adressieren eines breiten Spektrums an Integrinsubtypen erméglicht. 6]

Auch wenn das RGD-Motiv an sich fur seine Bindungsaffinitdt gegenlber Integrinen
bekannt war, machten friilhe Studien bereits deutlich, dass die reine RGD-Sequenz
auRerhalb eines Proteins keinerlei Aktivitat gegeniiber Integrinen aufweist.[’”l Es konnte
gezeigt werden, dass neben den drei zentralen Aminosduren des RGD-Motivs auch die
raumliche Anordnung dieser eine wichtige Rolle spielt. Das Hinzufligen von weiteren
flankierenden Aminosauren als Umgebung fir die RGD-Sequenz fiihrte zu einer
raumlichen Strukturierung, wodurch eine deutliche Steigerung der Bindungsaffinitét
gegeniiber Integrinen erreicht werden konnte. Die verschiedenen RGD-Peptide wiesen
dabei nicht nur verschiedene Aktivitaten, sondern auch Selektivitaten gegeniber

bestimmten Integrinsubtypen auf. 668,78l

Alternativ zur Verwendung von Peptidsequenzen, welche in den integrinaffinen Regionen
von natlrlichen Proteinen identifiziert wurden, kénnen auch synthetisch hergestellte
Molekiile als Integrinliganden verwendet werden, die sogenannten Peptidmimetika.[”®]
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Weiterentwicklung des von BoLDUAN eingefiihrten thiolhaltigen
Polymersystems als Grundlage der Hydrogelsynthese fiir eine Anwendung in 2D- und 3D-
Zellexperimenten.®% Die Arbeit gliedert sich in zwei Hauptteile auf, welche sich
hauptsachlich in der Anwendung zwei verschiedener Vernetzersysteme zur Ausbildung der

Polymernetzwerke unterscheiden.

Im ersten Ergebniskapitel dieser Arbeit (Kapitel 3, Seite 17 ff.) sollte die Verwendung
eines Poly(ethylenglykol)-basierten Vernetzers zur Ausbildung von Hydrogelen untersucht
werden. Dabei stand, neben der Herstellung und Charakterisierung der thiolhaltigen
Prapolymere und des Vernetzers, die Optimierung des Herstellungsprozesses der
Hydrogele im Vordergrund. Um spéter eine mdoglichst genaue Kontrolle (ber die
Eigenschaften der hergestellten Hydrogele zu erhalten, sollte der Einfluss der einzelnen
Komponenten auf die Geleigenschaften untersucht und quantifiziert werden. Mithilfe des
Wissens Uber die Kontrolle der Geleigenschaften sollte das Hydrogelsystem dann erste
Anwendung in exemplarischen Zellexperimenten an COS-7-Zellen finden. Dabei galt es,
neben der Verifizierung der Biokompatibilitdt des Systems, auch den Einfluss der

Geleigenschaften auf das Adhéasionsverhalten der Zellen zu untersuchen.

thiolhaltiges Vernetzer
Prapolymer

PBS-Puffer
pH 7.4
RT

) 0
\_}—o—mze—o—(_/

lo _ bioaktive
Funktionalitaten

Abbildung 12: Uberblick iber das verwendete Hydrogelsystem und den allgemeinen Ablauf der Gelpréparation.
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Im zweiten Ergebniskapitel (Kapitel 4, Seite 65 ff.) sollte ein neues Vernetzersystem auf
der Basis von Poly(2-oxazolinen) hergestellt und charakterisiert werden. Dabei galt es die
Charakteristika der kationischen Ringdffnungspolymerisation zu nutzen, um hydrolytisch
labile  Funktionalititen in die Vernetzer einzubauen, sodass diese unter
Zellkulturbedingungen Abbauverhalten aufweisen. Um dies zu realisieren, sollte zuerst ein
geeignetes Polymersystem etabliert und dessen Synthese optimiert werden. Mithilfe der
neuen Vernetzer sollten dann Hydrogele hergestellt und charakterisiert werden, wobei der
Einfluss des Vernetzers auf die mechanischen Eigenschaften und das Abbauverhaltens der
erhaltenen Gele im Vordergrund stand. Im Anschluss galt es dann die Biokompatibilitat
der Systeme, sowie deren Abbauprodukte, zu Gberpriifen und die Eignung der Systeme fur

eine Zellanwendung in 2D und 3D zu verifizieren.

Hydrolyse

——>

POx

POx POx

POx

Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung fiir den hydrolytischen Abbau eines Oxazolinvernetzers in einem Hydrogel;
POx = Poly(oxazolin)-Vernetzer.
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3. Hydrogele auf der Basis von Polyethylenglykol-Vernetzern

3.1. Aufbau des Hydrogelsystems

Das in dieser Arbeit verwendete thiolhaltige Polymersystem basiert auf der Arbeit von
PATRICK BOLDUAN, welches er im Rahmen seiner Dissertation beschrieben hat.[® Seine
Arbeit behandelt die Entwicklung und Verwendung eines acrylatbasierten
Hydrogelsystems, welches durch den Einsatz von disulfidhaltigen Monomeren reversibel
gespalten und vernetzt werden konnte. Im Nachfolgenden wird noch einmal auf die
Charakteristika des Systems eingegangen, indem die allgemeine Herstellung der Polymere

beschrieben und die Funktion der einzelnen Komponenten erldutert wird.

Die in dieser Arbeit verwendeten thiolhaltigen Prépolymere bestehen alle aus einer

Kombination an drei unterschiedlichen Monomeren (Abbildung 14).

D
o0~ 0
®Nle
7N

Qlo i b

4-Acryloylmorpholin N,N'-Bis(methacryloyl)cystamin Trimethylaminoethylacrylat
(AMor) (BMAC) (TMAEA)

Abbildung 14: Ubersicht iiber die Struktur der Monomere, welche zur Herstellung der thiolhaltigen Prépolymere
verwendet wurden.

Als Hauptmonomer wurde 4-Acryloylmorpholin (AMor) verwendet, welches durch seine
hydrophilen Eigenschaften fur eine gute Wasserloslichkeit der entstandenen Polymere
sorgte, gleichzeitig aber auch eine hohe L&slichkeit in verschiedenen organischen
Lésungsmitteln gewdahrleistete.®%81 \Vorhergegangene Studien an AMor-Polymeren haben
zusétzlich gezeigt, dass diese dhnliche Eigenschaften wie Poly(ethylenglykol) beziglich
der Hydrolysestabilitdt sowie dem allgemeinen Aggregationsverhalten in Losung
aufweisen.®?l Die Verwendung von AMor sollte somit Polymere hervorbringen, welche
sich gut in wéssrigen Medien 16sen und fur die bioorthogonale Vernetzung in Anwesenheit
von lebenden Zellen geeignet sind. Gleichzeitig sollte die Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln die Option fur diverse polymeranaloge Funktionalisierungsreaktionen

offenhalten.

Als zweites Monomer wurde N’N-Bis(methacryloyl)cystamin (BMAC) verwendet. Dieses

Monomer fiihrt aufgrund seiner Bifunktionalitat bei Polymerisationen zur Ausbildung von

17



Aufbau des Hydrogelsystems

Vernetzungspunkten. Die daraus resultierenden Netzwerke sind jedoch durch die
Reduzierbarkeit der enthaltenen Disulfidbriicken spaltbar, wodurch die zunachst
entstandenen Netzwerke in einzelne Polymerketten tiberfiinrt werden konnen.[56818% Das
allgemeine VVorgehen bei der Verwendung solcher Polymere und die damit einhergehenden
Vorteile werden im Nachfolgenden beschrieben (Abbildung 15).

losliches Polymer

%,
Dialyse reduktive N

l_ _' schneiden > Spaltung
5-5 —SH
— =

l—sls—l —SH
!—SH HS—l

Abbildung 15: Ubersicht tiber ein mogliches Vorgehen bei der Nutzung von disulfidhaltigen Vernetzern.

Polymerisation

Zunéachst werden die verwendeten Monomere polymerisiert, wodurch unlésliche
Netzwerke entstehen. Diese Netzwerke werden dann mit einem Skalpell in kleinere Stiicke
geschnitten und fur mehrere Tage gegen Wasser dialysiert. Durch die Dialyse werden
Ruckstande an Losungsmitteln, Monomeren und kirzere unvernetzte Polymerketten aus
dem Netzwerk entfernt. Die somit aufgereinigten Netzwerke werden dann unter
Anwendung einer reduktiven Spaltung aufgetrennt, wodurch einzelne 16sliche
Polymerketten entstehen. Diese Polymerketten konnen dann mithilfe verschiedener
analytischer Verfahren zum Beispiel hinsichtlich ihres Molekulargewichts oder ihrer
Zusammensetzung untersucht werden. Durch das VVorhandensein von freien Thiolgruppen
ist es mdoglich, die vorhandenen Prépolymere weiter zu funktionalisieren. Die
Funktionalisierung erfolgt dabei meist mittels einer Michael-Addition, durch welche
beispielsweise bioaktive Molekiile wie Peptide®! oder Peptidmimetikal® an den
Polymeren immobilisiert werden. Durch die Nutzung dieser Funktionalisierungstechnik ist
es mdoglich, aus einigen wenigen Polymeren ganze Bibliotheken an biofunktionalisierten
Polymeren herzustellen, welche dann im Anschluss je nach Bedarf zu Hydrogelen mit den

verschiedensten Eigenschaften vernetzt werden kdnnen.

Als drittes Monomer wurde Trimethylaminoethylacrylat (TMAEA) verwendet. Dieses
Monomer verfugt Gber eine quartdre Ammonium-Endgruppe, wodurch es eine permanente
kationische Ladung tragt. Durch das Einbauen dieses Monomers kénnen somit Polymere

erzeugt werden, welche in Abhédngigkeit der Menge an TMAEA verschiedene
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Konzentrationen an kationischer Ladung in die spéteren Netzwerke einbringen kdnnen.
Positiv geladene Substrate sind dafuir bekannt, durch ihre Wechselwirkung mit den negativ
geladenen Phosphatgruppen der Phospholipide in der Zellmembran die Zell-Substrat-
Interaktion zu fordern und dadurch die Adhé&sion der Zellen an die Substratoberflache zu
erhdhen.3886871 Um dies zu nutzen werden kommerziell erhéltliche Kultivierungsplatten
fir Zellen oft mit kationischen Polymeren, wie Poly-L-Lysin oder Polyethylenimin,
beschichtet.[®®1 In vorhergegangenen Studien war es SALLOUH und JAROCKI et al.
zusétzlich moglich, einen synergistischen Effekt der kationischen Ladung in Kombination
mit einem RGD-Peptid zu beobachten, welcher zu einer Erhéhung der Zelladhédsion von

embryonalen neuralen Stammzellen an biofunktionalisierte Hydrogele gefiihrt hat.["

Durch die Nutzung und Kombination dieser drei Monomere sollten im Rahmen dieser
Arbeit eine Vielzahl verschiedener thiolhaltiger Prépolymere hergestellt werden. Durch
ihre Variation im Thiolgehalt, Kationikanteil sowie der Funktionalisierung mit Peptiden
sollten sie genutzt werden, um eine kleine Polymerbibliothek aufzubauen, welche im
spateren Teil dieser Arbeit zum schnellen und effektiven Screening von verschiedenen
Parametern in Zellexperimenten genutzt werden kann. Im Gegensatz zum Hauptfokus der
Arbeit von BoLDUAN sollte die Vernetzung der Prépolymere im Rahmen dieser Arbeit nicht
uber die Reoxidation und Wiederherstellung der Disulfidbriicken erfolgen, sondern durch
den Einsatz von Michael-Akzeptor-endgruppenfunktionalisierten Polymeren in einer
Michael-Addition (Abbildung 16).

Q o
O-PEG-0
. ) sV
\*)LO—PEG—OJ\_/
PBS-Puffer

pH 7.4
RT

I_o _ bioaktive
Funktionalitaten

9 0
\_>—O-PEG-O—<_/

Abbildung 16: Ubersicht iiber den allgemeinen Aufbau des Hydrogelsystems. Thiolhaltige biofunktionalisierte
Prapolymere werden mittels Michael-Addition von PEGDA vernetzt.

Im ersten Teil dieser Arbeit liegt der Fokus dabei auf der Ausbildung und Untersuchung
von Hydrogelnetzwerken, welche durch die Vernetzung mit Poly(ethylenglykol)diacrylat
(PEGDA) hergestellt wurden. PEGDA ist in der Literatur ein weit verbreitetes und
ausgiebig untersuchtes Polymer. Es findet dabei vor allem aufgrund seiner guten
Biokompatibilitst und seiner geringen Affinitdt beztglich nicht-spezifischer
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Proteinadsorption eine breite Anwendung in der Herstellung von Hydrogelen.[*6°%-%1 ym
einen eventuellen cytotoxischen Einfluss von PEGDA in spateren Zellexperimenten
moglichst auszuschlieBen, wurden im Rahmen der nachfolgenden Experimente
ausschlielich PEGDA mit einem Molekulargewicht im Mittel von 3500 g/mol verwendet
(PEGDAG3500) (Abbildung 17). Aufgrund seines hohen Molekulargewichts liegt
PEGDAGss00 deutlich oberhalb der in der Literatur angenommenen Aufnahmegrenze von
Zellen von 1000 g/mol, wodurch es zu keiner Aufnahme in Zellen und maoglicher
Zelltoxizitat kommen sollte.®

0
/\H/O{/\Olﬂ\/
0 76
PEGDA 3540
Abbildung 17: Strukturformel des Vernetzers PEGD Assoo.
Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete PEGDAsso0 wurde durch eine Schotten-Bauman-
Reaktion zwischen PEG (Mn = 3400 g/mol) und Acrylolychlorid selbst hergestellt und

charakterisiert. Dadurch konnte, im Vergleich zu kommerziell erhaltlichen Produkten, eine

gleichbleibend hohe Qualitét des verwendeten PEGDA3s00 gewéhrleistet werden.
3.2. Synthese der thiolhaltigen Préapolymere

Die Synthese der thiolhaltigen Prapolymere erfolgte tber drei grundlegende Hauptschritte
wie zuvor unter 3.1 beschrieben und ist im Folgenden noch einmal schematisch dargestellt
(Schema 1).

L g IR

“pmso, H,0, pH 8
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Schema 1: Syntheseschema der thiolhaltigen Prapolymere.

Der erste Schritt war die Umsetzung der Monomere in einer freien radikalischen
Copolymerisation. Durch die Bifunktionalitat des BMACs wurden dabei direkt Netzwerke

gebildet, welche im Ldsungsmittel bereits gelartige Strukturen ausbildeten. Im zweiten
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Schritt wurden die entstandenen Gele in kleine Stiicke geschnitten und fiir mindestens drei
Tage gegen Wasser dialysiert, wobei das Wasser mindestens zwei Mal am Tag gewechselt
wurde. Durch diesen Prozess sollte Sorge getragen werden, dass jegliche Reste an
organischen  Ldsungsmitteln,  Monomeren, sowie Kkurzen, niedermolekularen
Polymerketten aus den Gelen entfernt wurden. Nach der Aufreinigung der Netzwerke
wurden die Disulfidbriicken der Netzwerke reduktiv durch den Einsatz von Dithiothreitol
(DTT) gespalten (Schema 2).

H,0, pH > 10
S

OH
HN_ __O - |::[
S
OH
L

y

Schema 2: Reaktionsschema der reduktiven Spaltung der Disulfidbriicken mit DTT.

Die nach der Spaltung erhaltenen Polymere lagen nun als einzelne Ketten vor, wodurch sie
in diversen Losungsmitteln 16slich waren. Dies erlaubte eine ausgiebige Charakterisierung
der Polymere hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, ihres Thiolgehalts, ihres
Molekulargewichts sowie ihrer Dispersitdt. Im Rahmen dieser Arbeit werden im
Nachfolgenden funf Polymere mit unterschiedlicher Zusammensetzung beschrieben und
charakterisiert. Zur besseren Ubersicht werden zunichst die Verfahren zur
Charakterisierung der Systeme beschrieben, um im Anschluss eine vollstandige Auflistung

der Polymerdaten darzustellen (siehe Absatz 3.2.3).
3.2.1. 'H-NMR-Spektroskopie

Die Charakterisierung der Polymerzusammensetzung erfolgte mithilfe der *H-NMR-
Spektroskopie. Dafiir wurde jedem Monomer ein charakteristisches Signal zugeordnet und
diese dann, unter Berlcksichtigung der dem Signal zugehdrigen Anzahl an
Wasserstoffatomen, ins Verhéltnis zueinander gesetzt (Abbildung 18). Dem AMor wurde
dabei das Signal bei einer chemischen Verschiebung von 3,3 bis 3,9 ppm zugeordnet (1),
welches durch die acht Wasserstoffatome des Morpholinrings hervorgebracht wurde. Dem
TMAEA war ein schmales Signal bei einer chemischen Verschiebung von 3,18 bis

3,27 ppm zuzuordnen (2), welches den neun Wasserstoffatomen der Methylgruppen am
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quartéren Stickstoffatom entsprach. Dem BMAC konnte ein Signal bei einer chemischen
Verschiebung bei 0,85 bis 1,07 ppm zugeordnet werden (5), welches durch die drei

Wasserstoffatome der Methylgruppe im Riickgrat des Polymers hervorgebracht wurden.
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Abbildung 18: Beispielhaftes *H-NMR Spektrum eines thiolhaltigen Prapolymers mit kationischer Ladung in D20.

Um die Zusammensetzung der Polymere zu bestimmen, wurden die Signale der jeweiligen
Monomere integriert und auf die Anzahl der ihnen zugeordneten Wasserstoffatome
normiert (Gleichung 1). Am Beispiel des oben aufgefuhrten Signals 1 fiir AMor
(Abbildung 18) ergibt sich ein normiertes Signal Samor = 10,26 durch Pamor = 82,08 und
n(H)amor = 8. Analog dazu ergeben sich aus den Signalen 2 und 5 Werte von Stmaea = 1,65

und Sgmac = 0,5.

S, = b
7 n(H)x

Sx: normiertes Signal Monomers x
Px : integriertes Signal des Monomers x
n(H)x : zugehorige Wasserstoffatome des Signals x

Gleichung 1: Normierung der Integralflachen der Monomersignale auf die Anzahl an zugeordneten
Wasserstoffatomen.

Durch das Einsetzen der Werte fur die normierten Signale in Gleichung 2 konnte dann der
Anteil der einzelnen Monomere und die daraus resultierende Polymerzusammensetzung

bestimmt werden.
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S
Anteil Monomer x [%] = =—— 100
k=xSk

Gleichung 2: Berechnung der Monomeranteile aus den normierten *H-NMR-Signalen.

Fur das oben aufgefuhrte Beispiel ergibt sich somit eine Polymerzusammensetzung von
82,7% AMor, 13,3% TMAEA und 4% BMAC.

3.2.2. Ellman’s Assay

Das Ellman‘s Assay ist eine kolorimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung von
Thiolgruppen in Lésung, welche 1958 von GEORGE L. ELLMAN publiziert wurde.®! Die
Bestimmung der Konzentration der Thiolfunktionalitaten an den Polymere erfolgt dabei
indirekt tiber die Umsetzung dieser mit dem sogenannten Ellman‘s Reagenz 5,5°-Dithiobis-

2-nitrobenzoesaure (DTNB?%) (Schema 3).

9
N. © 9 Icl)
0 ® %% N. © N.©
© S o) © ®O0 @0
0 s * “s-R e *eg C)
© 0,1 M Phosphat-Puffer ~ R=S{ o} 0
0® o) Hes s s
N pH =
1] (@] (o)
DNTB* NTBZ

Schema 3: Umsetzung von DTNBZ mit einer Thiolfunktionalitat unter Freisetzung eines 2-Nitro-5-thiobenzoat-
Anions.[

Bei der quantitativen Umsetzung von DTNB? mit einer Thiolfunktionalitit kommt es zur
Ausbildung eines gemischten Disulfids und zur Freisetzung eines 2-Nitro-5-thiobenzoat-
Anions (NTB?%). Bei dem NTB?-Anion handelt es sich um einen gelben Farbstoff, welcher
eine charakteristische Absorption bei einer Wellenldnge von 412 nm aufweist. Diese
erlaubt eine quantitative Bestimmung der Konzentration des NTB? mittels UV-Vis-

Spektroskopie und der Anwendung des LAMBERT-BEER’SCHEN Gesetzes.

Mithilfe von Gleichung 3 koénnen aus den gemessenen Extinktionswerten, unter
Berlcksichtigung der Einwaage und Verdinnung, die Menge an Thiolfunktionalitdten im

Polymer berechnet werden.[*]
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Vo = (Es1z - f - d)
o (€412 * B)

Ysn: Thiolbeladung Polymer [mmol mg]
Ea12: Extinktion bei 412 nm
f: Verdlinnungsfaktor
d: Schichtdicke der Kivette [cm]
ea12. Extinktionskoeffizient bei 412 nm [mL mol? cm™]
B: Massenkonzentration Polymer [mg mL™]

Gleichung 3: Berechnung des Thiolgehalts der Polymere aus den Ergebnissen des Ellman’s Assays.
3.2.3. Vollstandige Polymerdaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funf verschiedene Polymere beschrieben, welche in
spateren Experimenten Anwendung fanden. Diese wurden, gemaR den oben beschriebenen
Methoden, synthetisiert (Abschnitt 3.2) und charakterisiert (Abschnitt 3.2.1; 3.2.2). Die

vollstandigen Daten sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die analytischen Daten der Copolymere Psh1 bis PsH5.

AMor/TMAEA/BMAC [mol%] Ysn [mmol/g]
Polymer : Mn¢[g/mol] B¢ i
Theorie? IH-NMRP Theoried gemessen®
PsHl 96/0/4 95,9/0/4,1 21200 2,28 0,546 0,574
Psh2 64/32/4 64,6/31,6/3,8 17900 2,52 0,424 0,398
Psh3 32/64/4 41,1/55,2/3,7 14300 2,18 0,317 0,287
Psn4 0/96/4 0/95,8/3,7 ! f 0,292 0,297
PsH5 93,5/0/6,5 93,4/0/6,6 33200 2,70 0,862 0,893

a: ermittelt aus den in der Polymerisation eingesetzten Aquivalenten der Monomere; b: ermittelt durch 1H-NMR-
Spektroskopie; c: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluent und einem PMMA-Standard; d: ermittelt aus
den in der Polymerisation eingesetzten Aquivalenten der Monomere unter Beriicksichtigung von Gleichung 3; e: ermittelt
durch Ellman’s Assay unter Verwendung von Gleichung 3; f: Polymer konnte aufgrund der Unléslichkeit im GPC-
Laufmittel nicht gemessen werden.

Um bei der spateren Gelbildung eine moglichst freie Kontrolle Giber die Konzentration an
kationischen Funktionalitdten zu haben, wurden vier Polymere mit einem variierenden
TMAEA-Anteil hergestellt (Psn1-4). Dabei wurden TMAEA-Anteile von 0 mol% bis
95,8 mol% realisiert. Ein zusétzliches Polymer (Psu5) wurde mit einem leicht erhéhten
BMAC-Anteil von 6,6 mol% hergestellt, wodurch eine erhdhte Menge an freien
Thiolfunktionalitaten an dem Polymer vorlag. Diese erhdhte Thiolmenge wurde zur
Funktionalisierung mit dem bioaktiven RGD-Peptid genutzt, indem ein Teil der
Thiolfunktionalitdten des Polymers in einer Michael-Addition mit einem Maleimid-

funktionalisiertem Peptid umgesetzt wurde (Schema 4).
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Schema 4: Beispielhaftes Schema fiir die partielle Funktionalisierung eines Prapolymers mit einem RGD-Peptid.

Die in Tabelle 1 dargestellten Daten zeigen, dass die ermittelten Zusammensetzungen der
Polymere gut mit den theoretisch erwarteten Werten Ubereinstimmten. Lediglich Psn3
zeigte eine leichte Abweichung beziglich des AMor/TMAEA-Anteils (£ 10 mol%),

welche jedoch fir die weiteren Experimente keine groRen Probleme darstellte.

Die mittels GPC bestimmten molaren Massen der Polymere lagen in einem Bereich
zwischen 33,2 kg/mol und 14,3 kg/mol. Auffallig war dabei, dass die Molmasse der
Polymere mit steigendem TMAEA-Gehalt abnahm. Als moglicher Grund dafir wurde die
Beschaffenheit der verwendeten GPC-S&ulen und des Laufmittels vermutet. Es hat sich
gezeigt, dass mit steigendem TMAEA-Anteil die Loslichkeit des Polymers im GPC-
Laufmittel (DMF + 5% LiBr) zunehmend abnahm. Durch die abnehmende L&slichkeit war
es wahrscheinlich, dass sich ein Teil der langeren Polymerketten nicht richtig geldst hat
und durch das Filtrieren der Probe vor dem Auftragen auf die GPC abgetrennt wurde. Dies
zeigte sich vor allem bei Polymer Psn4, welches sich kaum mehr in dem Laufmittel 16sen
lie, und somit nicht auf die GPC-Saule aufgetragen werden konnte. Die dadurch
erhaltenen Elugramme konnten einer gewissen Massendiskriminierung unterlegen haben,
wodurch die ermittelten Molmassen geringer ausgefallen sein konnten als es der Realitat
entsprach. Zusatzlich wurden die Retentionszeiten der Polymere mit einer Kalibriergeraden
eines PMMA-Standards verglichen, welcher aufgrund seiner neutralen Ladung mit
steigendem TMAEA-Anteil der hergestellten Polymere immer weniger geeignet fur die
Messung war. Durch die spatere Vernetzung der Polymere sollte deren Molmasse keinen
negativen Effekt auf die erhaltenen Gele haben, solange die Molmasse nicht zu gering ist
und statistisch gesehen nicht genug Thiole an einer Kette vorhanden sind, um eine effektive
Vernetzung der Ketten untereinander zu gewahrleisten. Die Dispersitaten der Polymere
lagen in einem Bereich von 2,18 und 2,7, und entsprachen somit den in der Regel erhaltenen

Werten fiir eine freie radikalische Polymerisation.[°®
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Bei der Betrachtung der Thiolbeladung (Ysn) wurden die mittels Ellman’s Assay
ermittelten Werte mit denen verglichen, welche sich durch die theoretisch eingesetzten
Verhéltnisse der Monomere ergeben hatten. Dabei konnten fiir alle finf Polymere sehr hohe
Ubereinstimmungen zwischen den theoretischen und den gemessenen Werten festgestellt

werden.
3.3. Synthese und Charakterisierung der Hydrogele

Durch die Herstellung der verschiedenen Polymere konnte eine Polymerbibliothek
aufgebaut werden. Diese sollte nun zur Herstellung verschiedener Hydrogelsysteme
verwendet werden. Das allgemeine Vorgehen zur Préparation der Gele ist dabei im
Nachfolgenden dargestellt (Abbildung 19).

Polymerauswahl Loésungspraparation Mischen Gelierung
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Hydrogelpréparation.

Zur Herstellung der Hydrogele wurden zunéchst Stammlosungen der verschiedenen
thiolfunktionalisierten Prapolymere (Psn1-4), sowie des Vernetzers PEGDAssoo0 durch das
Ldsen in 0,01 M PBS-Puffer hergestellt. Diese Losungen wurden dann auf einen pH-Wert
von 7,4 nachjustiert, um einen kontrollierten Ablauf der Michael-Addition zu
gewahrleisten. Entsprechend der gewinschten Eigenschaften der spateren Hydrogele
wurden dann Aliquote der jeweiligen Prépolymerstammldsungen kombiniert, um die
fertigen Prépolymerldsungen zu erhalten. Diese wurden dann mit einem Aliquot der
PEGDAss00-Stammldsung vermischt und in eine zylindrische Vertiefung tberfihrt. Durch
das Mischen der Losungen konnte die Reaktion zwischen den Thiolen der Prépolymere und
den Acrylatgruppen des PEGDA3s00 ablaufen, wodurch eine Vernetzung der Polymere und
die damit einhergehende Gelierung stattfand. Um den vollstdndigen Ablauf der Reaktion
zu gewahrleisten, wurden die Gele fir zwolf Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Gele wurden dabei mit etwas Parafilm abgedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Hydrogele aus den zylindrischen Vertiefungen
geldst und vor der weiteren Untersuchung fir mindestens 24 Stunden bei 37 °C in 0,01 M
PBS-Puffer inkubiert. Die Gele wurden dann bezlglich ihrer mechanischen Eigenschaften

(Stabilitat, E-Modul) sowie ihrer Quelleigenschaften und ihres Gelanteils untersucht.

3.3.1. Rheologie und Quellverhalten

Um die Gele hinsichtlich ihrer Festkorpereigenschaften zu charakterisieren, wurden
Oszillationsexperimente mithilfe eines Rheometers durchgefiihrt. Bei diesen Experimenten
wird eine Schubspannung in sinusférmigen Amplituden auf das Gel appliziert (Gleichung

4), was, in Abhangigkeit des viskosen Anteils des Gels, zu einer verzégerten Scherantwort

fuhrt (Gleichung 5).57:%]

. . F
T(t) = 1osin(w-t) Mitt = "
7. Schubspannung
: Winkelfrequenz
t: Zeit
F: Kraft
A: Flache
Gleichung 4: Sinusférmige Schubspannung, welche auf das Gel appliziert wird.
y(t) =15 (sin(w - t + §))
y: Scherantwort
d: Phasenwinkel

Gleichung 5: Die durch die Gele Ubertragene Scherantwort.

Die Scherantwort y ist um den Phasenwinkel ¢ (0° < ¢ < 90°) verschoben, welcher als Maf3

fir das Verhdltnis zwischen den viskosen und den elastischen Eigenschaften eines

Materials dient (Abbildung 20).

Ta

Amplitude

Abbildung 20 Ubersicht iber das Verhalten einer sinusférmigen Amplitude einer angelegten Schubspannung sowie
deren Scherantwort in einem rheologischen Oszillationsexperiment (modifiziert aus [°9),
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Bei einem ideal-viskosen Material kommt es zu einer maximalen Verzogerung der
Scherantwort, was zu einem Phasenwinkel von 90° fiihrt. Diese Materialien werden als
NEWTON’sche Fliissigkeiten bezeichnet und {iber das sogenannte NEWTON-Model
beschrieben. Bei einem ideal-elastischen Material betragt der Phasenwinkel aufgrund der
direkten Scherantwort 0°. Diese Materialien werden mithilfe des Hook’schen Models
beschrieben. Fir jegliche Winkel zwischen 0° und 90° wird von einem viskoelastischen
Material gesprochen, welches sich durch verschiedene Modelle, wie zum Beispiel das
KELVIN-Modell oder das MAXwELL-Modell, beschreiben lassen. Da das KELVIN-Modell
vor allem das Verhalten von viskoelastischen Festkérpern zeichnet, wird es im

nachfolgenden néher betrachtet, 481001

E I n

&

Abbildung 21: Schematische Darstellung des KeLvIN-Modells.

Beim KELVIN-Modell werden sowohl die ideal-viskosen als auch die ideal-elastischen
Eigenschaften eines Materials betrachtet. Dafiir werden das HooK’sche Modell und das
NEWTON’sche Modell parallelgeschaltet. Durch das Anlegen einer Schubspannung auf
einen Festkorper reagieren nun beide Modelle gleichzeitig. Der Hook’sche Teil des
Modells reagiert wie eine elastische Feder, wohin gegen der NEwTON’sche Teil die Feder
bremst und es nur zu einer zeitlich verzégerten Verformung des Festkorpers kommt. Dieser

Zusammenhang lasst sich dabei wie folgend beschreiben (Gleichung 6):[°8!

To(t) = Ty + Tn
t0: Gesamtschubspannung

tH: Schubspannung Hook’scher Teil
tN: Schubspannung NEwTON’scher Teil

Gleichung 6: Beschreibung der Gesamtschubspannung im KeLvin-Modell.
Bezliglich des HOOK’schen Teils kann tiber das HOOK’sche Modell unter Berticksichtigung
von Gleichung 4 der Zusammenhang zur Scherantwort des Systems hergestellt werden
(Gleichung 7).
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Tu(t) = Gy * o - sin(w - t)

Gu: Schubmodul der Hook’schen Feder
yo: Deformationsamplitude

Gleichung 7: Beschreibung des Hook’schen Teils der Schubspannung.

Der NEWTON’sche Teil der Schubspannung lésst sich wie folgend beschreiben (Gleichung
8):

™) = 7Yy w:cos(w-t)
n: Viskositat

Gleichung 8: Beschreibung des NEwTON’schen Teils der Schubspannung.

Durch die Parallelschaltung der beiden Teile im KeLVIN-Modell ergibt sich daher fur die

Gesamtschubspannung folgende Beziehung (Gleichung 9):

To(t) = Gy Yo -sin(w-t) +n -y, w-cos(w - t)
Gleichung 9: Ausfiihrliche Beschreibung des Gesamtschubs unter Berticksichtigung der beiden parallel geschalteten
Teile.

Eine weitere bezeichnende GroRe ist das komplexe Schubmodul G* welcher sich wie
folgend beschreiben lasst (Gleichung 10):

*
G =G +i G =—=2L.¢i%
Y Yo
G*: komplexer Schubmodul
G”: Speichermodul
G"": Verlustmodul
7*: komplexe Schubspannung
y*: komplexe Schubantwort

Gleichung 10: Beschreibung des komplexen Schubmoduls.

Ausgehend von Gleichung 10 koénnen dann mithilfe der EULER’schen Formel das
Speichermodul G” (Gleichung 11) und das Verlustmodul G (Gleichung 12) in

Abhangigkeit der Schubspannung und der Deformationsamplitude dargestellt werden.

G To O)
= —:CO0S
Yo

Gleichung 11: Beschreibung des Speichermoduls.

G To O)
= —-sin
Yo

Gleichung 12: Beschreibung des Verlustmoduls.

Das Speichermodul beschreibt dabei die elastische Komponente und das Verlustmodul
beschreibt die viskose Komponente der untersuchten Materialien. In der Literatur wird
daher oftmals auch der sogenannte Verlustfaktor tan(o), welcher sich als Quotient von G™

und G” darstellen lasst, verwendet (Gleichung 13).
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rr

G
tan(6) = e

tan(9): Verlustfaktor
Gleichung 13: Beschreibung des Verlustfaktors.

Im Allgemeinen wird bei einem tan(d) von kleiner als 1 von einem eher elastischen Material
und bei einem tan(d) von grofer als 1 von einem eher viskosen Material gesprochen. Bei
der Betrachtung von Hydrogelen in rheologischen Experimenten kann ein Material erst als
,,Gel“ bezeichnet werden, wenn der Verlustfaktor dieser kleiner als 1 ist. Bei einem
Verlustfaktor oberhalb von 1 kann als solches nicht von einem ,,Gel“ gesprochen

werden.[100

Die in dieser Arbeit hergestellten Hydrogele wurden nach einer Inkubationszeit von
mindestens 24 Stunden bei 37 °C in 0,01 M PBS-Puffer auf das Rheometer uberfihrt und
fir circa funf Minuten bei konstanter Schubspannung von 1% Normalkraft und
1% Deformation untersucht. Zum Nachweis der mechanischen Stabilitat der Gele wurden
die Ergebnisse dieser Messungen fur G” und G™* gegen die Zeit aufgetragen. Dies wurde
im Nachfolgenden beispielhaft anhand eines verwendeten Hydrogelsystems dargestellt
(Abbildung 22).

[Pa]
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Abbildung 22: Beispielhafte Messdaten eines rheologischen Oszillationsexperiments fur ein PEGDA-vernetztes
Hydrogel mit einer Konzentration von £ = 100 mg/mL.

Wie in der Abbildung zu erkennen, waren die Werte fir das Speichermodul und das
Verlustmodul tber den gesamten Zeitraum der Messung konstant. Dies hat gezeigt, dass
die Gele auch bei leichter mechanischer Belastung vollstdndig stabil geblieben sind.
Zusétzlich konnte festgestellt werden, dass der Wert fiir das Speichermodul deutlich groRer
war als der Wert des Verlustmoduls, wodurch hier definitionsgeméR ein Gel vorlag.
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Eine weitere Grole, welche oftmals als Kennwert in der Literatur verwendet wird, ist das
sogenannte YOUNG’sche Modul oder auch Elastizitdtsmodul (E-Modul).% Es kann
mithilfe des Speichermoduls unter Verwendung der nachfolgenden Gleichung 14 berechnet

werden.

E=21+v) ¢

E: Elastizitatsmodul
v: Poisson-Zahl

Gleichung 14: Beschreibung des E-Moduls unter Verwendung der Poisson-Zahl.

Die hierbei auftretende GroRe der Poisson-Zahl wird fir Hydrogele als 0,5
angenommen.[®8 Dadurch kann die Gleichung 14 durch das Einsetzen von v = 0,5 weiter
vereinfacht werden, wodurch sich fiir die Berechnung des E-Moduls aus dem

Speichermodul folgende finale Gleichung ergibt.

E=3-G
Gleichung 15: Vereinfachte Beschreibung des E-Moduls.
Zusatzlich zu den rheologischen Untersuchungen wurde auch das Quellverhalten der Gele
untersucht. Dieses erlaubt eine bessere Einschéatzung des Vernetzungsgrades und der
Hydrophilie der Hydrogele. Die Ermittlung des Quellwertes (Gleichung 16) erfolgte dabei
uber die Bestimmung des Gewichts des Gels im vollstandig gequollenen Zustands sowie

des Gels im vollstandig getrockneten Zustands.[%!

We —Wr
ST
T

Q: Quellwert
Wa: Gewicht Gel (gequollen)
Wr: Gewicht Gel (trocken)

Gleichung 16: Beschreibung des Quellwertes.

Als Letztes wurde der Gelanteil der erhaltenen Hydrogele untersucht. Dabei wurde das
Gewicht der getrockneten Hydrogele nach einer vollstdndigen Quellung in Wasser uber
mindestens 24 Stunden mit dem Trockengewicht der eingesetzten polymeren

Komponenten verglichen (Gleichung 17).11%1

. Wy
Gelanteil = —
Wp

Wr: Gewicht Gel (trocken)
We: Gewicht Gel (trocken; vor Gelbildung)

Gleichung 17: Beschreibung des Gelanteils.
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Die Betrachtung des Gelanteils eines Hydrogels erlaubt die Einschatzung der
Vernetzungseffizienz bei der Gelbildung. Niedrige Werte flr den Gelanteil weisen auf eine
unvollstandige Vernetzung der Polymerketten untereinander oder eine geringe Stabilitat
des gebildeten Netzwerks im gewahlten Losungsmittel hin.[104]

3.3.2. Einfluss der Vernetzeraquivalente

Die zur Herstellung der Hydrogele verwendeten zwei Komponenten, thiolhaltiges
Prapolymer und PEGDAGss00, erfiillten zwei verschiedene Funktionen. Das Prapolymer soll
aufgrund seiner Funktionalisierung mit kationischer Ladung oder Peptiden flr eine
Erhéhung der Zell-Gel-Interaktion sorgen. Das PEGDA hingegen wurde vor allem
aufgrund seiner biologisch inerten Eigenschaften gewahlt und dient lediglich zur
Ausbildung der stabilen Netzwerke. Durch den Einsatz des PEGDASs in den Netzwerken
kommt es zwangsweise zur Verringerung der Konzentration an bioaktiven Funktionalitaten
im Vergleich zu den reinen Prapolymeren. Um ein optimal funktionalisiertes Netzwerk zu
erhalten, war es daher von Interesse, moglichst geringe Mengen an PEGDA zur Vernetzung
der Prapolymere einzusetzen. Dabei galt es jedoch, die mechanische Integritat der
Netzwerke nicht zu vernachlassigen. Um einen mdglichen negativen Einfluss von freien
Acrylat-Endgruppen des PEGDAGss00 in spateren Zellexperimenten zu minimieren, war es
winschenswert einen moglichst hohen Umsatz dieser Endgruppen bei der Vernetzung zu
erreichen. Um die optimalen Aquivalente an PEGDAss00 im Verhéltnis zu der Menge an
Thiolfunktionalitdten der Prépolymere zu finden, wurde ein breites Screening unter
Verwendung des Prapolymers Psu1 durchgefiihrt (Tabelle 2). Die Aquivalente geben dabei
das Verhaltnis von Acrylat-Endgruppen des PEGDAss00 zu Thiolfunktionalitaten des
Prapolymers wieder. Die Analyse der Gele erfolgte dabei wie zuvor beschrieben
(Abschnitt 3.3.1).
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Tabelle 2: Ubersicht tiber die Daten der Hydrogele mit verschiedenen Aquivalenten an PEGDA-Vernetzer.

Aquivalente? EP [kPa] Q¢ Gelanteild [%0]
0,1 0,5%0,05 355+1,.2 27+9
0,2 3,8+£0,1 16912 48 £5
0,3 6,8+0,8 13,1+04 54 +3
04 9,6+0,1 116+£0,2 751
0,5 10,3+0,8 11+0,5 85+4
0,6 12,7+0,3 10,4 £0,2 89+1
0,7 13,2+ 0,7 10,0+£0,1 94 +1
0,8 13,6 0,6 9,7+£0,1 902
0,9 1341 9,6+0,1 93+3

1 143+0,3 92%+0,1 91+2
11 13,8+0,4 91+04 93+2
1,2 1141 9,4+04 90+4

a: Aquivalente an Acrylat-Endgruppen des PEGDAaso0 im Verhiltnis zu der Menge an Thiolfunktionalitéiten
des Prépolymers Psul; b: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft,
1% Deformation und 1 Hz; c: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer fiir 24 h bei RT; d: Gewicht der
getrockneten Gele ermittelt nach Quellung in H20 fiir 48 h bei RT.

Zunéchst wurde das E-Modul als MaR fir die Steifigkeit der Systeme betrachtet
(Abbildung 23). Dabei lief3 sich deutlich erkennen, dass bei der Verwendung von geringen
Aquivalenten an PEGDAss00 von 0,1 bis 0,3 sehr weiche Gele entstanden sind. Das E-
Modul der Gele war mit Werten von 0,5 kPa bis 6,8 kPa, im Vergleich zu den Gelen mit
hoheren Aquivalenten an PEGDA, niedrig. Dies war auf die vermutlich unvollstandige
Vernetzung der der Préapolymerketten untereinander zurlickzufiihren. Durch den Einsatz
von 0,1 bis 0,3 Aquivalenten PEGDAss00 wurde theoretisch nur 10% (0,1 Ag.) bis 30%
(0,3 Aqg.) der vorhandenen Thiole vernetzt. Aufgrund der geringen Molmasse der
Prapolymere von 14 bis 21 kg/mol tragt statistisch gesehen (unter Berlcksichtigung des
BMAC-Anteils der Polymere von 4 mol%) jede Polymerkette nur 10 bis 16
Thiolfunktionalitdten. Wenn nun nur ein Bruchteil dieser Funktionalitdten durch PEGDA
vernetzt wird, kann dies schon in der Theorie zu einer unvollstandigen Vernetzung der
Prépolymere fiihren, bei welcher nicht alle Polymerketten Teil des groRen
Polymernetzwerkes sind. Zusatzlich gibt es auch noch die Mdglichkeit, dass einzelne
PEGDA-Ketten zwei Thiole des gleichen Prapolymermolekiils vernetzen, was zu einer
intramolekularen Vernetzung fuhrt. Diese Vernetzungen tragen nicht zur Stabilitat des
Netzwerkes bei und haben zuséatzlich auch PEGDA-Molekiile ,,verbraucht®, welche somit

nicht mehr zur Bildung von intermolekularen Vernetzungen zur Verfligung standen.
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Abbildung 23: Ubersicht tiber das E-Modul der Gele in Abhangigkeit der eingesetzten Aquivalente an PEGDAaso.

Durch das sukzessive Erhohen der Menge an PEGDAss00 konnte eine stetig zunehmende
Steifigkeit der Gele beobachtet werden. Hierbei wurde nun eine zunehmende Menge der
Thiolfunktionalitaten der einzelnen Ketten vernetzt, wodurch statistisch gesehen die
vollstdndige Einbindung samtlicher Polymerketten in das entstehende Netzwerk immer
wahrscheinlicher wurde. Ab einem Wert von 0,7 bis 0,8 Aquivalenten kam diese Zunahme
zum Erliegen und es trat eine Art Plateauwert beziiglich des E-Moduls ein. Im Bereich von
0,7 bis 1,1 Aquivalente waren die gemessenen Werte, unter Beriicksichtigung der
Abweichungen, mehr oder weniger konstant. Ab diesem Bereich konnte davon
ausgegangen werden, dass fast alle Prépolymerketten in das Netzwerk eingebunden waren,

wodurch die Steifigkeit kaum noch weiter zunahm.

Bei der Verwendung von 1,2 Aquivalenten war dann eine Abnahme der Gelsteifigkeit
festzustellen. Dies war vermutlich auf den Uberschuss an Acrlyatendgruppen des
PEGDAss00 zuriickzufiihren. Die Verwendung des Uberschusses konnte dazu gefiihrt
haben, dass einige PEGDA-Ketten zwar einseitig bereits an ein Thiol gebunden haben,
jedoch kein zweites Thiol mehr zur Verfugung stand. Dadurch wurden erneut
Bindungspunkte geschaffen, welche nicht zur Stabilitat des Netzwerkes beigetragen haben,

was zu einem verringerten E-Modul gefiihrt hat.
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Abbildung 24: Ubersicht tiber die Quellwerte (Q) der Gele in Abhéngigkeit der eingesetzten Aquivalente an
PEGDAss00.

Bei der Betrachtung des Einflusses der Aquivalente auf den Quellwert konnten dhnliche
Beobachtung gemacht werden wie beziglich des E-Moduls (Abbildung 24). Bei niedrigen
PEGDA-Aquivalenten wiesen die Gele einen sehr hohen Quellgrad auf von bis zu 35 auf.
Dies ist fir chemisch vernetzte Hydrogele sehr hoch und spricht fur eine unvollstandige
Vernetzung dieser.l*%4-1%1 Mit zunehmenden Vernetzeraquivalenten nimmt die Quellung
aufgrund der zunehmenden Vernetzungseffizienz ab. Die Veranderung des Quellwertes
stagniert ab einem Wert von 0,7 bis 0,8 PEGDA-Aquivalente zunehmend und néhert sich
einem Quellwert von 9 nur noch sehr langsam an. Die Verwendung eines Uberschusses an
PEGDA (1,1 und 1,2 Aq.) fiihrte zu keiner signifikanten Erhéhung des Quellwerts obwohl
eine, durch die Abnahme der Steifigkeit indizierte, geringeren Vernetzungseffizienz

vorgelegen haben kdnnte.

Als Letztes wurde noch der Gelgehalt der hergestellten Gele untersucht (Abbildung 25).
Die bei vorhergegangenen Untersuchungen aufgestellten Vermutungen bezilglich der
Vernetzungseffizienz bei der Verwendung unterschiedlicher PEGDA-Aquivalente haben

sich hier erneut verfestigt.
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Abbildung 25: Ubersicht tiber den Gelanteil der Gele in Abhéngigkeit der eingesetzten Aquivalente an PEGD Assoo.

Bei der Anwendung niedriger Aquivalente (0,1 bis 0,6 Aqg.) wiesen die untersuchten Gele
einen Gelanteil auf, welcher teilweise deutlich unterhalb von 90% lag. Dies wies erneut auf
unvollistandige Vernetzung hin, wodurch vermutlich einzelne un- oder teilvernetze
Polymerketten beim Quellen aus den Gelen heraus diffundiert sind. Analog zu den
bisherigen Ergebnissen zeigte auch der Quellwert ein lokales Maximum bei einem Wert
von etwas Uber 90. Eine weitere Erhéhung des Gelanteils konnte im Rahmen der gewéhlten
Bedingungen nicht erreicht werden, was allerdings den Erwartungen entsprach. Durch den
Verlust von kleinen Gelresten beim Uberfiihren der Gele zum Quellen oder durch
Polymerlésungsruckstande beim GielRen der Gele war es nur selten moglich, Gelanteile von
uber 90% zu erreichen, weswegen die hier erreichten Maximalwerte von knapp Gber 90%

sehr zufriedenstellend waren.

Durch den Vergleich der verschiedenen Werte untereinander konnte festgestellt werden,
dass bei dem Einsatz von 0,7 bis 0,8 Aquivalenten an PEGDAss00 die besten Werte
bezuglich einer effektiven Vernetzung erhalten wurden. Um die Menge der in den
Prapolymeren vorhandenen Funktionalitdten moglichst wenig zu verdinnen, wurden die
Gele in samtlichen nachfolgenden Experimenten mit einem

Vernetzerendgruppen/Thiolfunktionalitaten-Verhaltnis von 0,7 hergestellt.
3.3.3. Einfluss der Gelkonzentration

Um einen besseren Uberblick darliber zu bekommen, welche E-Module mit dem
verwendeten System erreicht werden kdnnen, wurde ein Reihe an Gelen mit variabler
Gelkonzentration angesetzt (Tabelle 3). Diese Untersuchungen wurden zum Teil schon von
BoLDUAN durchgefiihrt, sollten an dieser Stelle jedoch mit den angepassten Aquivalenten
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wiederholt werden.[8d Fiir die Testreihe wurden Gele mit einer Konzentration von 20 bis

300 mg/mL angesetzt. Theoretisch wéren Gele mit einer hdheren Konzentration denkbar

gewesen, jedoch haben diese in vorhergegangenen Experimenten eine hohe Inhomogenitat

aufgewiesen. Dies war auf die zunehmende Viskositéat der verwendeten Polymerldsungen

zuriickzufiihren, welche eine gleichméaRige Durchmischung und das Uberfilhren der

Losungen in die Gelkammern deutlich erschwerte.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Daten der Hydrogele mit unterschiedlicher Gelkonzentration.

2 [mg/mL] EP [kPa] Qe Gelanteil® [%0]

20 _e _e _e

40 14+0,2 20,1+0,5 92+6
60 49+0,3 134+0,1 886
80 10,2+0/4 10,8+0,1 962
100 13,2+ 0,7 10,0+0,1 94+1
150 198+1,6 8,5+0,2 79+3
200 375+1.2 7,2+£0,1 802
250 48,0+4,8 6,5+0,1 79+1
300 510+6 6,1+0,1 79+2

a: Ergibt sich aus der eingesetzten Masse an thiolhaltigem Prapolymer und Vernetzerpolymer; b: ermittelt
in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft, 1% Deformation und 1 Hz; c: ermittelt
nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer fiir 24 h bei RT; d: Gewicht der getrockneten Gele ermittelt nach
Quellung in H20 fiir 48 h bei RT; e: keine stabilen Gele konnten gebildet werden.

Die Untersuchung der Hydrogele erfolgte analog zu dem vorhergegangenen Experiment,
wobei erneut das E-Modul (Abbildung 26), der Quellwert (Abbildung 27) sowie der
Gelanteil (Abbildung 28) untersucht wurden.
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Abbildung 26: Ubersicht iber das E-Modul der Gele in Abhangigkeit der Gelkonzentration.

Bei der Betrachtung des E-Moduls lieR sich ein stetiger Anstieg der Steifigkeit bei

zunehmender Gelkonzentration feststellen. Dies deckte sich mit den Erwartungen, da bei

steigender Konzentration der Polymerketten beim Gelierungsprozess diese nicht nur in
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ihrer Anzahl mehr werden, sondern rdumlich gesehen auch néher beieinander liegen. Bei
sehr niedrigen Gelkonzentration liegen nur wenige Polymerketten in Lésung vor, welche
teilweise auch noch weit voneinander entfernt sind. Wahrend der Vernetzung werden diese
Ketten dann teilweise vernetzt, wodurch sie nach und nach immer mehr Bewegungsfreiheit
in Losung verlieren. Dadurch wird es im Laufe der Vernetzung zunehmend
unwahrscheinlicher flr zwei reaktionsfahige Funktionalitdten in Kontakt zu kommen,
wodurch es bei niedrigen Polymerkonzentrationen teilweise zur unvollstandigen
Vernetzung kommen kann. Dies konnte bei dem Hydrogel mit einer Konzentration von
20 mg/mL beobachtet werden. Wahrend der Vernetzung konnte zwar grundlegend eine
durch die Zunahme der Viskositat festzustellende Gelierung beobachtet werden, jedoch
wiesen die erhaltenen Gele nach Ablauf der Inkubationszeit von zw0lIf Stunden kaum
mechanische Stabilitat auf und wurden als Folge dessen vor der Charakterisierung
verworfen. Bei hoheren Gelkonzentrationen kommt es, neben der zunehmenden
Vernetzungseffizienz zwischen den einzelnen Polymerketten, auch immer mehr zur
Ausbildung von inter- und intramolekularen Verschlaufungen.81071081  Dijese
Verschlaufungen wirken dabei als zusétzliche physikalische Vernetzungspunkte, wodurch
die Vernetzungsdichte der Hydrogele zunimmt und ihre Steifigkeit steigt. Bei hoheren
Gelkonzentrationen (250 und 300 mg/mL) wurde ein signifikanter Anstieg der
Abweichung zwischen den einzelnen Gelen einer Konzentration verzeichnet. Dies war
vermutlich auf die zunehmende Viskositadt der Proben zuriickzufihren, welche eine
homogene Durchmischung und Uberfilhrung der Proben vor Einsetzen der Gelierung

(~ 1 Minute) erschwerte.

Zusammengefasst konnten durch die Variation der allgemeinen Gelkonzentration E-
Module erreicht werden, welche einen breiten Bereich zwischen 1,4 und 51 kPa abgedeckt
haben. Dieser Bereich entspricht der Festigkeit vieler verschiedener natlrlicher
Gewebetypen und konnte als solcher fur die Untersuchung einer Vielzahl unterschiedlicher

Zelltypen dienen.[1%]
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Abbildung 27: Ubersicht tiber die Quellwerte der Gele in Abhangigkeit der Gelkonzentration.

Beztiglich der Quellwerte war eine vergleichbare Entwicklung wie bei der Steifigkeit zu
beobachten (Abbildung 27). Bei zunehmender Gelkonzentration kam es zu einer stetigen
Verringerung des Quellwertes der Gele. Dies war, wie oben beschrieben, auf die
zunehmende Vernetzungseffizienz und das zunehmende Auftreten von Verschlaufungen
zurlickzufuhren, wodurch die Netzwerke engmaschiger wurden und weniger Wasser
eindringen konnte. Die Quellwerte lagen in Abh&ngigkeit der Gelkonzentration zwischen
20,1 (40 mg/mL) und 6,1 (300 mg/mL).

Bei der Betrachtung der Gelanteile lieRen sich bei den untersuchten Proben Werte von 79%
bis 96% ermitteln (Abbildung 28). Vor allem die Gele mit einer geringen Konzentration
wiesen einen Gelanteil von um die 90% auf, auch wenn bei den Gelen mit einer
Konzentration 40 und 60 mg/mL eine relativ grofle Abweichung (£ 6%) zwischen den
einzelnen Proben festzustellen war. Bei den hoheren Gelkonzentrationen (150 bis
300 mg/mL) lag der Gelanteil nur noch bei Werten um die 80%. Dies war vermutlich auf
hohere Verluste beim Uberfihren oder der teilweisen Gelierung wahrend der
Durchmischung der Gele zurlckzufiihren. Die dadurch auftretenden Inhomogenitaten
konnten zur Ausbildung kleiner isolierter Gelbrocken gefiihrt haben, welche nicht
vollstandig mit dem Hauptnetzwerk verbunden waren und durch auftretende mechanische
Belastungen beim Uberfilhren oder Messen der Proben zu Verlusten in der spateren
Geltrockenmasse geflihrt haben. Trotz dieser leichten Abweichungen vom Optimum

konnten flr alle untersuchten Gelkonzentrationen hohe Gelanteile festgestellt werden.

39



Synthese und Charakterisierung der Hydrogele

Gelanteil
[%]
100 -

80 - 1) @ ) ]

60

40

20

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300
B [mg/mL]

Abbildung 28: Ubersicht tiber den Gelanteil der Gele in Abhéngigkeit der Gelkonzentration.

Zusétzlich zur Untersuchung der drei oben genannten Parameter wurde auch die
Gelierungszeit (tget) der Gele in Abhéngigkeit ihrer Gelkonzentration aufgezeichnet
(Abbildung 29). Um in spateren 3D-Zellexperimenten Anwendung zu finden, wadre eine
maoglichst geringe  Gelierungszeit (< 10 Minuten)  winschenswert, damit die
einzuschlieBenden Zellen nicht wéhrend der Gelierung auf den Boden der Gellésung
absinken. Gleichzeitig darf die Gelbildung auch nicht zu schnell sein (mindestens
1 Minute), da sonst die Gele nicht schnell genug angemischt und tiberfiihrt werden kénnen.
Die Bestimmung der Gelierungszeit erfolgte tber einen Tube Inversion Test.
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Abbildung 29: Ubersicht tber die Gelierungszeit (tcer) der Gele in Abhéngigkeit der Gelkonzentration.

Die gemessenen Gelierungszeiten lagen in einem Bereich zwischen 20 Minuten und knapp
30 Sekunden. Die Gele mit einer geringen Gelkonzentration (20 bis 40 mg/mL) wiesen
dabei einen tge von Uber 10 Minuten auf und waéren als solche fiir eine Anwendung in 3D-
Zellexperimenten nur maRig geeignet. Die hochkonzentrierten Gele (250 und 300 mg/mL)
hingegen wiesen eine sehr niedrige Gelierungszeit von weniger als einer Minute auf, was

zwar fir einen schnellen Einschluss der Zellen sorgen, die Handhabung der Gele jedoch
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deutlich erschweren wiirde. Fur alle anderen Gele (60 bis 200 mg/mL) lag der Wert flr tge
in einem Bereich zwischen 1 und 8 Minuten und ware somit fur spatere Experimente

geeignet.
3.3.4. Einfluss der kationischen Komponente

Nachdem die Einflisse der allgemeinen Gelkonzentration untersucht wurden, war es von
Interesse, die Wirkung des Kationikanteils auf die Geleigenschaften zu untersuchen. Um
eine moglichst gute Einschatzung Uber die zu erwartenden Geleigenschaften machen zu
konnen, ware es wiinschenswert, wenn die Veranderung der Kationikkonzentration (Ckat)
einen moglichst geringen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der Gele hatte. Zur
Uberprifung dessen wurde eine Reihe Gele (8=100mg/mL) mit einer
Kationikkonzentration zwischen 0 bis 335 umol/mL hergestellt (Tabelle 4). Die
335 umol/mL beziehen sich dabei auf die Konzentration der Gellésung vor dem Quellen
und entsprachen der hdchsten Konzentration, welche unter Verwendung der hergestellten

Polymere moglich war.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele mit unterschiedlicher Kationikkonzentration.

Ckat® [umol/mL] EP [kPa] Qe

0 7,2%0,2 12,8+0,2
60 74+0,3 11,5+0,5
115 7,8+0,7 10,7+ 0,6
170 8,4+0,5 12,0+0,7
225 89+0,5 11,7+0,2
280 91+04 12,1+0,3
335 10,3 +0,7 12,0+0,4

a: ergibt sich aus dem Volumen des Gels und der eingesetzten Menge an kationischem
Polymer bei der Vernetzung; b: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1%
Normalkraft, 1% Deformation und 1 Hz; c: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer
fur 24 h bei RT

Um mdgliche Varianzen zwischen den einzelnen Polymeren zu minimieren, wurden die
untersuchten Hydrogele durch Mischen der Polymere Psnl (0 mol% TMAEA) und Psn4
(96 mol% TMAEA) hergestellt. Die dabei erhaltenen Gele wurden hinsichtlich ihres E-
Moduls sowie ihrer Quelleigenschaften untersucht (Abbildung 31). Die Untersuchung des
Gelanteils wurde nur stichpunktartig fir zwei Gele mit einer Kationikkonzentration von
115 pmol/mL (Gelanteil 89%) und 225 umol/mL (Geltanteil 91%), durchgefuhrt und wies

auf eine hohe Vernetzungseffizienz hin.
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Der Vergleich der E-Module der einzelnen Gele zeigte, dass eine Erhéhung der
Kationikkonzentration zu erhohter Steifigkeit der Systeme fuhrte (Tabelle 4, Abbildung
31). Der dabei beobachtete Unterschied zwischen den Gelen mit der niedrigsten
Konzentration (7,2 kPa) und der hdchsten Konzentration (10,3 kPa) lag bei ungeféahr 30%
im E-Modul. Eine mdgliche Erklarung flr die Zunahme der Steifigkeit der Systeme kdnnte
auf die Ausbildung von lon-lon-Wechselwirkungen zwischen den quartéren
Ammoniumgruppen des TMAEA und den Phosphatgruppen des PBS-Puffers
zurlickzufuhren sein (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Darstellung eines temporaren Vernetzungspunktes durch lon-lon-Wechselwirkung.

Diese Vermutung basierte dabei auf verschiedenen Anwendungen in der Literatur.[*10-112]
NIE et al. beispielsweise nutzte die Wechselwirkung zwischen quartdren Ammonium-
Gruppen, welche auf Nanopartikeln immobilisiert waren, um Phosphatmolekiile effektiv
aus Lésungsmitteln zu entfernen.[**! Daher ist es denkbar, dass diese Wechselwirkungen
zur Ausbildung von temporaren und reversiblen Ammonium-Phosphat-Ammonium-
Bindungen in den Gelen gefiihrt haben. Diese Bindungen wirkten dann als zusatzliche
Vernetzungspunkte in den Netzwerken, was zu einer Zunahme im E-Modul gefiihrt hat
(Abbildung 31). Eine weitere mogliche Erklarung fur die Zunahme der Steifigkeit bei
zunehmender TMAEA-Konzentration war die gegenseitige AbstoRung der kationischen
Ammoniumgruppen innerhalb des Gels.'® Durch die AbstoRung der kationischen
Gruppen untereinander konnte es, vor allem bei hohen Konzentrationen, zu einer
Verringerung der Bewegungsfreiheit der Polymerketten im Netzwerk gekommen sein und

als Folge dessen zu einer Erhéhung der Gelsteifigkeit.
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Abbildung 31: Ubersicht iber das E-Modul und die Quellwerte der Gele in Abhéngigkeit ihrer Kationikkonzentration.
Im Gegensatz zur Steifigkeit der Systeme konnten beim Quellverhalten keine signifikanten
Anderungen in Abhangigkeit der Kationikkonzentration festgestellt werden. Die gréRten
Unterschiede gab es zwischen den Gelen mit ckat Von O pmol/mL (Q =12,8 £ 0,2) und
115 umol/mL  (Q =10,7 £0,6), wobei die Unterschiede, unter Beachtung der
Abweichungen, auch durch leichte Verluste/Ungenauigkeiten beim Uberfiihren,
Vermessen oder Einwiegen der Gele entstanden sein kdnnten. Trotz der konstanten
Quellwerte der Gele war es denkbar, dass hier zwei entgegengesetzt wirkende Effekte
aufgetreten sind. Die zusatzlich auftretenden physikalischen Vernetzungspunkte durch die
Ammonium-Phosphat-Wechselwirkung kénnten die Vernetzungsdichte der Gele erhoht
haben, was in einer Verringerung des Quellwertes resultiert hatte. Gleichzeitig wirde das
Einflhren steigender Mengen an quartdren Ammoniumgruppen mit ihrer permanenten
positiven Ladung zu einer Erhéhung der Hydrophilie der hergestellten Netzwerke fuhren,
wodurch der Quellwert in der Regel zunehmen wiirde.l*'¥ Da die erhaltenen Quellwerte,
unabhéngig von der Kationikkonzentration, relativ konstant waren wurde an dieser Stelle

auf weitere Untersuchungen verzichtet.

Zusammenfassend konnte beziglich des Einflusses der Kationikkonzentration auf die
Geleigenschaften festgestellt werden, dass durch das Einbringen erhéhter Mengen an
TMAEA die Steifigkeit der Gele zunahm, ohne dabei einen signifikanten Einfluss auf das
Quellverhalten der Gele zu haben. In zukiinftigen Experimenten sollte dies beriicksichtigt
werden, falls Hydrogele mit bestimmten E-Modulen hergestellt werden sollen und

eventuell Anpassungen hinsichtlich der Gelkonzentration getroffen werden.
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3.3.5. Gelmorphologie

Um einen Uberblick tiber die Morphologie und damit beinhaltenden pordsen Strukturen
der Hydrogele zu erhalten, sollten diese mithilfe von Rasterelektronenmikroskopie (REM)

genauer untersucht werden.

Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird die Oberfl&che einer Probe mit einem durch eine
Ablenkspule gelenkten Primérelektronenstrahl abgerastert. Durch Wechselwirkungen des
Priméarelektronenstrahls mit der Probenoberfliche kommt es zur Emission von
Sekundarelektronen, Ruckstreuelektronen, Kathodolumineszenz und charakteristischer
Rontgenstrahlung. Diese Emissionen werden dabei fur jeden Rasterpunkt von einem
Detektor erfasst und, nach Verstarkung der Helligkeit, auf einen Monitor projiziert. Ein
grolRer Vorteil von REM st die grofRe Tiefenscharfe der Messmethode, wodurch sich
untersuchte Oberflachen sehr plastisch darstellen lassen und einen guten Eindruck tber die

genauen Beschaffenheiten bieten.5]

Um die Hydrogele mithilfe der REM zu untersuchen, wurden diese gemaR dem
nachfolgenden Ablauf (Abbildung 32) prépariert.

C e . Bruchstelle
einfrieren gefriertrocknen brechen (E * ?) betrachten @

gequollenes
Gel

Abbildung 32: Ubersicht tiber den Vorgang zur Praparation der Hydrogele fiir die Rasterelektronenmikroskopie.

Vor der Untersuchung in REM-Experimenten wurden die Hydrogele fiir mindestens 24
Stunden in Wasser inkubiert, um eine vollstandige Quellung dieser zu gewahrleisten. Die
vollstandig gequollenen Gele wurden dann mithilfe von flissigem Stickstoff eingefroren,
um sie anschlielend im Hochvakuum zu gefriertrocknen. Da bezuglich einer 3D-
Anwendung vor allem die pordse innere Struktur der Gele von Interesse war, wurden die
vollstandig getrockneten Gele vor der Uberfiihrung in das Rasterelektronenmikroskop noch
einmal durch das Eintauchen in flussigen Stickstoff eingefroren und in der Mitte
durchgebrochen. Dadurch sollte ein moglichst gerader Bruch entlang der Mitte des Gels
entstehen, welcher im Anschluss untersucht wurde. Um eventuell auftretende Unterschiede

zwischen den verschiedenen Gelsystemen zu erkennen, wurde eine Reihe Hydrogele mit
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verschiedenen Gelkonzentrationen und Kationikkonzentrationen untersucht. Die

Ergebnisse der REM-Experimente sind in Abbildung 33 exemplarisch aufgefihrt.

Abbildung 33: REM-Bilder von Querschnitten verschiedener PEGDA-vernetzer Hydrogele; Eigenschaften der
einzelnen Hydrogele wie folgend: A:f=100mg/mL, Ckat=0 pumol/mL; B:p =150 mg/mL, Ckat=0 pmol/mL;
C: =100 mg/mL, ckat = 225 umol/mL; D: g = 200 mg/mL, Ckat = 335 pumol/mL.

Bei der Betrachtung der beiden Gele ohne TMAEA (A, B), konnten homogene Systeme
mit einer feinen Porung festgestellt werden. Die Porengrofe der beiden Systeme lag dabei

zwischen 10 und 30 um fiir den GroRteil der Poren.

Die REM-Bilder von Gel C, wiesen im Vergleich zu den ersten beiden Gelen deutliche
Unterschiede beziiglich der Homogenitat der Systeme auf. Manche Bereiche des Gels
wiesen eine sehr grofle Porung auf mit Poren mit mehr als 60 um Durchmesser.
Gleichzeitig lagen einige Bereiche vor, welche sehr feinporig waren, mit Porengréf3en von
durchschnittlich weniger als 10 um im Durchmesser. Die erhaltenen Strukturen weisen
Ahnlichkeiten auf zu den Strukturen, welche XiAao etal. bei der Untersuchung ihrer

pseudo-interpenetrierenden Doppelnetzwerke feststellen konnten.[116:117]
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P pPiay | B

Abbildung 34: Vergleich von REM-Bildern zwei verschiedener Hydrogelsysteme; links: PEGDA-vernetztes
Hydrogelsystem mit Eigenschaften: g =100 mg/mL, ckat =225 pumol/mL; rechts: pseudo-interpenetrierendes zwei-
Phasen Hydrogelsystem von XiAo et al.; roter Bereich: geringe Konzentration an zwitterionischem Monomer; blauer
Bereich: erhohte Konzentration an zwitterionischem Monomer. (Teilausschnitt aus [1171)

In der oben aufgefihrten Abbildung (Abbildung 34) ist ein REM-Bild eines Hydrogels von
XI1A0 et al. (rechts) neben einem in dieser Arbeit hergestellten Hydrogel (links) dargestellt.
Xiao et al. haben in ihrer Arbeit durch die Copolymerisation eines Zwitterionischen
Monomers mit N-Isopropylacrylamid N,N -Methylenbisacrylamid die Ausbildung eines
Zwei-Phasen Hydrogelsystems feststellen kénnen.'”1 Die eine Phase wies dabei eine
deutlich erhdhte Menge der zwitterionischen Monomere auf, welche durch lon-lon-
Wechselwirkungen untereinander physikalische Vernetzungspunkt ausgebildet haben. Da
diese Interaktion schon wéhrend der Polymerisation prasent war, kam es zu der
Phasenbildung innerhalb des Gels. Die zwei Phasen sind in der oben aufgefiihrten
Abbildung (Abbildung 34; links) mit den zwei Farben Rot - fur die Bereiche mit geringer
Konzentration an zwitterionische Komponente - und Blau - fiir den Bereich mit hoher
Konzentration an zwitterionischer Komponente - markiert worden. Durch die zusétzlichen
physikalischen Vernetzungspunkte im blauen Bereich wurde in diesem ein deutlich enger
vernetztes System erhalten, welches als Folge dessen eine geringere Porengrof3e aufwies
als der rote Bereich. Durch den Vergleich der Morphologie des Hydrogels von XiAo mit
dem in dieser Arbeit hergestellten Gel lieRen sich einige Ahnlichkeiten feststellen. In dem
PEGDA-vernetzten System aus dieser Arbeit gibt es ebenfalls einen grob- und einen
feinporigen Bereich. Dieser feinporige Bereich konnte, analog zu dem System von XIAO,
durch lon-lon-Wechselwirkungen entstanden sein, welche bereits bei der Untersuchung des
Einflusses der Kationikkonzentration auf die mechanischen Eigenschaften vermutet

wurden (Abschnitt 3.3.4). An dieser Stelle konnte die Ausbildung zusétzlicher
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physikalischer Vernetzungspunkte durch lon-lon-Wechselwirkungen ebenfalls nicht direkt
nachgewiesen werden, jedoch lieen die gemachten Beobachtungen erneut auf diese
schlussfolgern.  Alternative Erklarungen fir das Auftreten der verschiedenen
Phasenbereiche im untersuchten Hydrogel kénnte eine unzureichende Durchmischung der
Prapolymerlésungen bei der Praparation der Hydrogele oder das Auftrennen der einzelnen

Phasen wéhrend der Gelierung, sein.

Die Bilder von Gel D wiesen eine sehr kompakte Struktur auf, welche keine sichtbaren
Pore enthielt. Dies war auf deutliche Probleme beim Gefriertrocknen der Hydrogelproben
zurlickzufuhren. Auch nach mehreren Versuchen war es nicht méglich eine Probe des
Hydrogelsystem D zu trocknen, ohne dass sich diese zu einer kompakten Struktur
zusammengezogen hatte. Als Grund dafir wurde das Auftreten von Salzkristallen
vermutet, welche sich durch Interaktion zwischen den kationischen Kopfgruppen des
TMAEASs und Rickstanden des Phosphatpuffers aus der Gelierung gebildet haben kénnten.
Diese Vermutung schien sich durch das Betrachten der REM-Aufnahme eines weiteren
Hydrogels mit einer Zusammensetzung analog zu der des Systems D zu bestatigen
(Abbildung 35).

Abbildung 35 REM-Bild eines PEGDA-vernetzen Hydrogels, welches kristalline Strukturen aufweist; Eigenschaften des
Hydrogels: =200 mg/mL, ckat = 335 pmol/mL.

Die Aufnahmen wiesen Rissen und Kavitaten auf, welche mit kleinen kristallinen
Strukturen gefullt waren. Diese Kristalle konnten auch nach mehrtagigem Quellen in
Wasser nicht entfernen werden und lief3en eine genauere Betrachtung der Morphologie von

Hydrogelen mit einer hohen Gel- und Kationikkonzentration nicht zu.

Trotz der teilweise fir verschiedene Bedingungen auftretende Anomalien, konnte die
pordse Morphologie der Gele als solche nachgewiesen und genauer betrachtet werden. Die
erhaltenen Strukturen sollten trotz der detaillierten Aufnahmen durch REM stehts mit
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Vorbehalten betrachtet werden, da sie moglicherweise eine verféalschte Struktur aufweisen
konnen. Durch das Gefriertrocknen der Gele kommt es, bedingt durch die Ausbildung von
Eiskristallen oder mechanischem Stress durch die Trocknung selbst, zur Veranderung der
Morphologie der Gele, welche sich von der realen Morphologie in Lsung unterscheidet.

3.3.6. Abbauverhalten der PEGDA-Gele

Da PEGDA durch seine Acrylatfunktionalitdten Uber zwei terminale hydrolysierbare
Esterfunktionalitaten verflgt, wére es denkbar, dass dieses zu einem Abbau der Systeme
unter physiologischen Bedingungen fuhrt. Dieser Abbau wurde schon von verschiedenen
Quellen fir PEGDA beschrieben und wurde als solches in den nachfolgenden
Experimenten erwartet.! 819 Um mdgliche Verdnderungen der mechanischen
Geleigenschaften beim Einsatz in Zellexperimenten zu 0berpriifen, wurde ein
Abbauexperiment mit einem exemplarischen Hydrogelsystem durchgefiihrt. Das gewéhlte
System sollte dabei Eigenschaften aufweisen, wie sie auch in den nachfolgenden
Zellexperimenten zum Einsatz kommen sollten. Dazu wurde eine Reihe von Gelen mit
einer Gelkonzentration von g =100 mg/mL und einer cxat = 90 pmol/mL hergestellt und
untersucht (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Abbaudiagramm eines PEGDA-vernetzten Hydrogels mit einer Konzentration von g =100 mg/mL und
Ckat = 90 pmol/mL. Das E-Modul der Gele zum Zeitpunkt t (Et) wurde gegen den Ausgangs E-Modul bei t =0 (Eo)
normalisiert aufgetragen. Abbau erfolgte in 0,01 M PBS-Puffer bei 37 °C.

Aufgrund der gewéhlten Eigenschaften (geringere Gelkonzentration und hohe Hydrophilie
durch TMAEA) sollte die Abbaugeschwindigkeit, im Vergleich zu anderen denkbaren
Kombinationen (hohe Gelkonzentration und/oder kein TMAEA), relativ hoch sein. Fiir den
Abbau wurden die Gele bei 37 °C in 0,01 M PBS-Puffer inkubiert, wobei der Puffer

mindestens einmal pro Woche gewechselt wurde. Um den Abbau zu erfassen, wurde das
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E-Modul der Gele zum Zeitpunkt t gemessen (Et) und ins Verh&ltnis zum Ausgangs-E-
Modul zum Zeitpunkt t = 0 (Eo) gesetzt.

Die Auswertung der Abbauexperimente haben einen leichten und stetigen Abbau der
PEGDA-Gele Uber einen Zeitraum von etwas mehr als zwei Monaten gezeigt. Die
Abbaugeschwindigkeit lag dabei Giber den gesamten Zeitraum der Messung bei etwas mehr
als 0,5% Verlust im E-Modul pro Tag. Diese Beobachtung decken sich in etwa mit den
Werten, welche in der Literatur fir verschiedene Systeme (0,8% — 1,2% pro Tag) unter
dhnlichen Bedingungen beschrieben werden.[*81191 Dyrch die Vernetzung mit PEGDAss00
wurden somit Gele erhalten, welche bei einem physiologischen pH-Wert einen stetigen
Abbau durch Hydrolyse erfahren. Dieser Abbau war dabei jedoch sehr gering und fuhrte
innerhalb der ersten 14 Tage nur zu einem Verlust von etwas mehr als 10% des
ursprunglichen E-Moduls. Beim Einsatz in den nachfolgenden Zellexperimenten wurden
die mit PEGDAss00 vernetzten Gele aufgrund der kurzen Experimentzeitrdume von

maximal sieben Tagen als nicht abbaubar betrachtet.
3.4. Einsatz in Zellexperimenten

Durch den Einsatz der Hydrogele in Zellexperimenten sollten einige wichtige Erkenntnisse,
wie die Biokompatibilitat der Systeme und das allgemeine Verhalten der Zellen gegenuber
den Gelen, gewonnen werden. Um eine gleichbleibende Qualitét der Gele zu gewahrleisten,
sollte dafir ein gleichbleibender Prozess zur Gelherstellung genutzt werden. Es galt dabei
die Prdparation der Gele fiir 2D- und 3D-Experimente zu differenzieren. Der in den
anschlieBenden Experimenten verwendete Prozess wurde im Nachfolgenden schematisch
dargestellt (Abbildung 37).

Im ersten Schritt wurden verschiedene Stammldsungen der zu verwendenden Prapolymere
und PEGDAss00 in 0,01 M PBS-Puffer angesetzt, wie auch zuvor in Abschnitt 3.3
beschrieben. Aliquote der Prépolymerstammldsungen wurden dann, in Abhéngigkeit der
gewinschten Geleigenschaften, miteinander kombiniert und gegebenenfalls noch mit PBS-

Puffer verdiinnt.
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Abbildung 37: Ubersicht tiber die Praparation der Hydrogele fiir die Zellexperimente.

Fur eine 2D-Anwendung wurden die fertig gemischten Prapolymerlésungen mit einem
Aliquot der PEGDAss00-Stammldsung vermischt und in die Vertiefung eines p-Dish
(35 mm)12% der Firma lbidi dberfihrt. Um eine moglichst gerade Geloberfliche zu
erhalten, wurde versucht, die Vertiefung mdglichst effizient und gleichmaRig auszufillen.
Um dies zu erreichen, wurden Gelvolumina von maximal 200 pL verwendet. Die
Préaparation der Gele erfolgte in der Regel mindestens zwei Stunden vor der Auftragung
der Zellen. Zur Auftragung wurde ein Milliliter eine Zellsuspension mit einer
Konzentration von 100.000 bis 120.000 Zellen pro Milliliter Medium verwendet. Nach 15
Minuten Inkubationszeit bei 37 °C wurde dem p-Dish ein zusatzlicher Milliliter Kultur-
Medium hinzugeflgt. Die Gele wurden danach bis zur weiteren Untersuchung bei 37 °C
und 5% COz inkubiert.

Fir eine 3D-Anwendung wurde den gemischten Prépolymerldsungen ein Aliquot einer
hoch konzentrierten Zellsuspension (400k bis Zellen pro mL) zugegeben, was 35k bis 40k
Zellen pro Gel entsprach. Das Gemisch wurde dann vorsichtig mit einer Pipette
durchmischt. Durch das zeitnahe hinzufiigen, mischen und (berfihren der
Hydrogelmischung in ein p-Dish, sollte eine moglichst geringe Belastung fur die Zellen
gewdhrleistet werden. Die Gele wurden anschlieBend fiir 20 Minuten bei 37 °C und 5%
COz2 inkubiert und danach mit 2 mL Nahrmedium tberschichtet. Sie wurden dann bis zur
weiteren Untersuchung bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.

Zur Untersuchung des Einflusses der Hydrogele auf Zellen wurden COS-7 Zellen gewahlt.
COS-7-Zellen sind durch Transformation immortalisierte Zellen aus den CV-1-Zellen einer
afrikanischen griinen Meerkatze, welche 1970 erstmals von GLUZMAN beschrieben
wurden.[*? Sie sind fibroblastenahnliche Zellen, welche urspringlich aus dem
Nierengewebe stammen. Die COS-7-Zellen sind adhdrent wachsende Zellen und werden

daher oftmals zur Uberpriifung der Zelladhasion an Oberflachen oder der Biokompatibilitat
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von Systemen verwendet.[*?>123] Um einen allgemeinen Eindruck lber die Eignung der
verwendeten Hydrogelsysteme fir die Anwendung in Zellexperimenten zu bekommen,
wurde eine Auswahl verschiedener 2D- und 3D-Zellexperimente mit unterschiedlichen
Hydrogelen durchgefiihrt (Abbildung 38).

Abbildung 38: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen in Kontakt mit einigen PEGDA-Hydrogele nach 24 h Inkubation
unter Kulturbedingungen; Aais: Zoom durch verschiedene Ebene eines 3D Hydrogels mit den Eigenschaften:
£ =100 mg/mL, ckat = 90 pumol/mL; Die Pfeile heben einzelne Zellen, welche sich in den jeweiligen Ebenen im Fokus
befinden, hervor; B: Adharierte Zellen auf einem 2D PEGDA-Hydrogel; C: Nicht adhérierte Zellen tber einem 2D
PEGDA-Hydrogel; D: Adhérierte Zellen auf einer behandelten Zellkulturplatte aus Polystyrol.

Zunéachst wurden die Bilder der Zellen betrachtet, welche in ein 3D-Hydrogel
eingeschlossen wurden (Abbildung 38, Aai-3). Es konnte eine grofe Menge Zellen
festgestellt werden, welche keine morphologischen Besonderheiten aufwiesen. Der
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Vergleich mit anderen literaturbekannten Systemen hat gezeigt, dass COS-7-Zellen in 3D
in der Regel nach 24 Stunden Inkubation keine morphologisch auffélligen Strukturen
ausbilden.[!2412] zysstzlich war zu erkennen, dass die eingeschlossenen COS-7-Zellen
gleichmé&Rig in allen drei Dimensionen des Gels verteilt waren. Um dies zu verdeutlichen,
zeigen die Bilder A1 bis As die gleiche Position eines Hydrogel, bei welchem auf drei
verschiedene Ebenen fokussiert wurde. Die eingesetzten Pfeile sollten dabei einige Zellen
hervorheben, welche sich in der jeweiligen Ebene im Fokus befinden. Die gleichmalRige
Verteilung der Zellen zeigte, dass die angewendete praparative Methodik zur Herstellung
der Hydrogele fir 3D-Experimente geeignet war. Dieses Experiment wurde analog fur
mehrere Hydrogelsysteme mit variierender Gel- und Kationikkonzentration durchgefihrt
und analysiert. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen
Hydrogelen erkannt werden, weder in der Verteilung der Zellen noch in der Morphologie.

Neben den 3D-Experimenten wurden auch verschiedene 2D-Experimente mit den COS-7-
Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde ebenfalls ein breites Spektrum an Hydrogelen mit
verschiedenen Geleigenschaften untersucht. In der oben aufgefiihrten Abbildung 38
wurden exemplarisch zwei Hydrogele mit signifikant unterschiedlichen Ergebnissen
dargestellt. Das erste Gel (Abbildung 38, B) zeigt ein Hydrogel (5 =200 mg/mL,
Ckat = 90 pmol/mL), auf welchem eine deutliche und gleichmaiiige Adhdsion der Zellen an
die Geloberflache festgestellt werden konnte. Die Adhdsion wurde dabei qualitativ durch
die Betrachtung der Zellmorphologie ermittelt. Adhérierte COS-7-Zellen legen sich dabei
eng an die gebundene Oberfliche an und weisen eine verbreiterte Oberflache auf.[*24126]
Zum Vergleich wurde ein Kontrollbild von einigen COS-7-Zellen auf einer behandelten
Zellkulturplatte aus Polystyrol (Abbildung 38, D) aufgefiihrt. Das Bild C zeigt ein
Negativbeispiel fur ein Hydrogelsystem (8 = 100 mg/mL, ckat = 0 umol/mL), auf welchem
keine signifikante Adhdasion der Zellen festgestellt werden konnte. Die geringere Steifigkeit
sowie der Mangel an kationischen Ladungen scheinen, im Vergleich zum Hydrogel in
Bild B, die Adhéasion der Zellen an das Gel zu verhindern oder zumindest nicht signifikant

zu begunstigen.

Aus diesen ersten Untersuchungen lieRen sich einige Erkenntnisse fiir die nachfolgenden
Experimente gewinnen. Zum einen konnte die Eignung der Praparationsmethodik sowohl
fiir 2D- als auch fiir 3D-Experimente verifiziert werden. Zum anderen liel3 sich eine von
den Eigenschaften der Hydrogele abhangige, adhasionsférdernde Wirkung gegenuber der

COS-7-Zellen in 2D-Anwendung feststellen. An dieser Stelle konnten aus den bisherigen
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Experimenten noch keine genauen Aussagen uber die wirkliche Biokompatibilitdt der
verwendeten Hydrogele getroffen werden. Dies sollte in den nachfolgenden Experimenten
mit Hilfe einer Live-Dead-Farbung ergénzt werden. Zusétzlich galt es, einen besseren
Uberblick tiber die adhasionsfordernden Eigenschaften der Gele zu erhalten und diese

eventuell auch auf bestimmte Parameter und Grenzwerte einschranken zu konnen.
3.4.1. Validierung der Biokompatibilitat

Zur Uberpriifung der Biokompatibilitat sollte eine Live-Dead-Farbung der Zellen in
Kontakt mit den Gelen nach 24 Stunden Inkubationszeit durchgefuihrt werden. Dafur wurde
das ,,Live/Dead Cell Staining Kit II* der Firma PromoCell verwendet. Das Kit enthielt
dabei die beiden Farbereagenzien Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) fiur das
Anférben von lebenden Zellen und Ethidium Homodimer I11 (EthD-111) fir das Anféarben
von toten Zellen. Die Funktionsweise der beiden Farbereagenzien lasst sich dabei wie

nachfolgend beschreiben.

Das Calcein-AM wird als nicht fluoreszente Verbindung dem Zellmedium zugefligt. Wenn
es dann von den Zellen aufgenommen wird, werden die diversen Esterfunktionalitaten in
der Verbindung durch Esterasen gespalten, wodurch das freie Calcein erhalten wird
(Schema 5). Dieses ist nun in der Lage durch seine freien Esterfunktionalititen
Calciumionen in der Zelle zu chelatisieren, wodurch ein griin fluoreszierender Komplex
gebildet wird, welcher die Zelle dann als solche ,,anfarbt™. Da die fiir die Esterspaltung
benotigten Esterasen in toten Zellen nicht vorkommen, werden auf diese Art nur die
lebendigen Zellen bei der Verwendung von Calcein-AM angeféarbt.

ROOC COOR HOOC COOH

ROOC _N N._-COOR HOOC N N~COOH
\n/o 0 o\n/ HO O OH
o o) O O 0 Esterase O O
R: O COOH
\(\OJ\ Q O

o

Calcein-AM Calcein
Schema 5: Reaktionsschema der Esterspaltung durch Esterasen im Inneren von lebendigen Zellen.[127]
Um die toten Zellen von den lebenden unterscheiden zu kdnnen, wurde das EthD-I11I
verwendet. EthD-111 ist eine Dimervariante des bekannten Ethidiumbromids und wird zur
Anfarbung von DNA und RNA verwendet.'?”] Die Farbewirkung von EthD-IIl beruht
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dabei auf der Interkalation des Farbstoffs zwischen die Nukleobasen der DNA/RNA.-
Strange, wodurch sich das Anregungspektrum des EthD-111 verédndert und die Verbindung
fluoreszieren kann. Da das EthD-111 nicht zellgangig ist, wird es von lebenden Zellen nicht
aufgenommen und kann als Folge dessen den Zellkern dieser nicht ,,anfarben®. Bei toten
Zellen hingegen ist die Zellmembran beschadigt, wodurch das EthD-I11 in diese eindringen

kann und es zur ,,Rotfarbung“ des Zellkerns kommt.

Zur Uberprifung der Biokompatibilitait der Systeme wurden die 2D- und 3D-
Zellexperimente mit einer weiten Auswahl an Hydrogelen wiederholt. Das VVorgehen zur
Praparation war dabei analog zu dem der zuvor durchgefuhrten Experimente
(Abschnitt 3.4). Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C und 5% CO; wurde das
Né&hrmedium Uber den Gelen teilweise entfernt und mit einer Farbeldésung aus den beiden
Féarbereagenzien, Calcein-AM und EthD-III, ersetzt. Die Zellen wurden dann fir
45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vor dem Mikroskopieren der 3D-Experimente
wurde die Farbelosung dann noch durch eine PBS-Pufferlosung ersetzt, um maogliche
Stoérungen durch die Farbelésung zu vermeiden. Eine detaillierte Beschreibung des
Vorgehens mit genauen Volumina und Konzentrationen ist im Experimentalteil dieser
Arbeit aufgefiihrt (Abschnitt 6.1.9). Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der
Biokompatibilitatsexperimente anhand einiger exemplarischer Bilder beschrieben und
diskutiert (Abbildung 39).

Zunéchst wurden die Bilder aus den 2D-Experimenten betrachtet. Wie schon in den
vorhergegangenen Untersuchungen, konnte auf einigen Hydrogelen keine signifikante
Adhasion der Zellen an die Geloberflache festgestellt werden (Abbildung 39, A). Die
Zellen wiesen eine runde, kugelige Morphologie auf und zeigten leichte Bewegungen beim
Verédndern der Position des Mikroskops. Dies wies stark darauf hin, dass die Zellen
hauptsachlich im Medium Uber dem Gel getrieben sind und nicht an der Oberflache
gebunden waren. Dadurch, dass nur ein Teil des Mediums vor dem Anfarben mit dem Live-
Dead-Kit entfernt wurde, konnte zumindest ein qualitativer Uberblick iiber das Verhaltnis

zwischen toten und lebenden Zellen gewonnen werden.
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)

Abbildung 39: Exemplarische Bilder der Zellen nach der Anfarbung mit einem Life-Dead-Kit. Lebende Zellen wurden
mit Calcein-AM (griin) und tote Zellen mit EthD-IIl (rot) angefarbt; A:2D-PEGDA-Gel, =100 mg/mL,
Ckat = 0 pmol/mL; B: 2D-PEGDA-Gel, p =200 mg/mL, Ckat =90 pmol/mL; C:3D-PEGDA-Gel, A =100 mg/mL,
Ckat = 0 pmol/mL; D: 3D-PEGDA-Gel, # = 100 mg/mL, ckat = 90 pmol/mL.

Durch die Betrachtung von Bild A lief3 sich erkennen, dass ein Grofteil der tiber dem Gel
treibenden Zellen griin leuchtete, was auf ihre Lebensfahigkeit schlielen lieB. Vereinzelt
konnten auch einige rote, tote Zellen beobachtet werden, jedoch war ihre Anzahl im
Vergleich zu den lebenden Zellen sehr gering. Aufgrund der Beobachtung, dass die Zellen
zum Grofdteil nicht an der Oberflache gebunden schienen, war es denkbar, dass die
Ergebnisse des Experiments durch das Entfernen eines Teils des Mediums vor der
Anféarbung verfalscht worden sind. Da vor allem die toten Zellen keinerlei Interaktionen
mit der Geloberflache eingehen sollten, hatte es denkbar sein kénnen, dass diese vermehrt
mitsamt eines Teils des Mediums entfernt worden sind. Unabh&ngig davon konnten nach
dem Anfarben noch eine grol3e Menge an lebendigen Zellen festgestellt werden, sodass von
einer grundlegend guten Biokompatibilitat der Systeme ausgegangen werden konnte. Dies
zeigte sich vor allem bei der Betrachtung des Bildes B von einem Hydrogel, auf welchem
eine deutliche Menge an adhdarierten Zellen sichtbar war (Abbildung 39). Die Oberflache
des Gels war mit lebenden (griin) Zellen nahezu tbersat. Die allgemeine Zellzahl schien
im Vergleich zu Bild A hier auch deutlich hdher gewesen zu sein. Dies liel8 sich durch die

an der Geloberflache adharierten Zellen erklaren, welche beim Entfernen des Nahrmediums

55



Einsatz in Zellexperimenten

vor dem Anfarben fest an der Geloberflache anhafteten und als Folge dessen nicht
abgesaugt wurden. Auf Bild B konnten vereinzelte tote (rot) Zellen beobachtet werden, die

Anzahl war jedoch im Vergleich zu den lebenden Zellen sehr gering.

Fur die 3D-Experimente wurden ebenfalls Bilder nach der Live-Dead-Féarbung
aufgenommen und ausgewertet (Abbildung 39, C und D). Auch wenn sich die Gele auf den
Bildern C und D bezuglich ihrer Kationikkonzentration unterschieden, so zeigten sie beide
vergleichbare Ergebnisse. Erneut konnte eine gleichmaliige Verteilung der Zellen in allen
drei Dimensionen der Hydrogele festgestellt werden, was fur eine erfolgreiche Praparation
sprach. Die Auswertung der Live-Dead-Farbung zeigte, dass der GroRteil der in den Gelen
eingeschlossenen Zellen lebendig war. Da es bei den Aufnahmen der Fluoreszenz, aufgrund
der Dicke der Gele, teilweise zu starker Lichtstreuung kam, sind auf den ausgewahlten
Bildern C und D nur die Farbung vereinzelter Zellen in der gewahlten Fokusebene zu
erkennen. Im Vergleich zu den Bildern A und B lieRen sich in den 3D-Gelen eine hohere
Anzahl an toten Zellen feststellen. Dies konnte dadurch erklart werden, dass es im
Vergleich zu den 2D-Gelen zum Einschluss jeglicher lebender und toter Zellen gekommen
ist. Vor allem bezuglich der toten Zellen wurden bei der Gelbildung auch solche Zellen mit
eingeschlossen, welche bereits in der verwendeten Zellsuspension tot waren oder durch die
bei der Gelpréparation auftretenden, Krafte zerstort wurden. Jene Zellen hatten in den 2D-
Experimenten beim Wechseln der Medien zumindest zum Teil entfernt werden kénnen,
jedoch war dies bei den 3D-Experimenten nicht moglich. Aufgrund dieser Erkenntnis
konnte auch bei den untersuchten 3D-Hydrogelen von einer hohen Biokompatibilitat
ausgegangen werden. Es war an dieser Stelle somit mdglich, qualitativ die hohe
Biokompatibilitat der verwendeten Hydrogelsysteme sowohl fir eine 2D- als auch eine 3D-

Anwendung zu verifizieren.
3.4.2. Untersuchung des Adhéasionsverhalten

In den vorhergegangenen Voruntersuchungen sowie den Biokompatibilitdtsexperimenten
konnten zum Teil deutliche Unterschiede bezuglich der Adh&sion von Zellen an die
Oberflache von 2D-Hydrogelen (Abbildung 38, B und C) festgestellt werden. Die
verwendeten Systeme unterschieden sich dabei hauptsachlich in Bezug auf ihre Steifigkeit
(E-Modul) sowie ihrer Kationikkonzentration (ckat). Um eine Ubersicht zu bekommen,
welchen Einfluss diese zwei Parameter auf die Adh&sion von COS-7-Zellen an die

Geloberflache haben, wurde eine Reihe verschiedener Hydrogele mit variabler Steifigkeit
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und Kationikkonzentration hergestellt (Tabelle 5). Diese wurden mit einer COS-7-
Zellsuspension benetzt und im Anschluss fir 24 Stunden bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.
Die Auswertung der Experimente erfolgte im Anschluss qualitativ durch die Betrachtung
der Proben mit einem Durchlichtmikroskop (Abbildung 40). Beziiglich der Steifigkeit der
Systeme wurden drei verschiedene Bereiche fir das E-Modul durch das Anpassen der
allgemeinen Gelkonzentration eingestellt und untersucht. Die drei Bereiche wiesen dabei
Werte fir das E-Modul von ungefahr 8 kPa, 16 kPa und 25 kPa auf. Damit wurden
Hydrogele mit E-Modulen erhalten, welche einen breiten Bereich verschiedener natirlicher
Gewebetypen abdeckten.'%®1281 Beziiglich der Kationikkonzentration wurden Werte
zwischen 0 und 333 umol/mL eingestellt. Dieser Bereich wurde weit aufgespannt, da es zu
diesem Zeitpunkt noch nicht abschétzbar war, welche Konzentrationen fir eine
Beglnstigung der Zelladhdsion notwendig sein wirden.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Daten der zur Untersuchung des Adhasionsverhaltens eingesetzten Hydrogele.

E? [kPa] Ckat” [umol/mL] Adhasion®
8,7x£0,3 0 nein
8,5+0,3 90 nein
8,8+0,2 180 nein
8,1£0,7 333 nein
16,2+ 0,3 0 nein
16,4 +0,3 45

14,7+ 0,5 90

16,2+ 0,4 180

24,3+0,3 0 nein
25,5+0,4 45

25,6 +0,3 90

26,3+0,6 180

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft, 1% Deformation
und 1 Hz; b: ermittelt aus dem Volumen des Gels und der eingesetzten Menge an kationischem
Polymer bei der Vernetzung; c: Adhasion der Zellen qualitativ nachgewiesen durch
Betrachtung der Zellmorphologie 24 h nach Auftragung der Zellen.

Bei der Betrachtung der Zellen nach 24 Stunden Inkubation konnten die Ergebnisse der
Experimente in zwei Kategorien unterteilt werden. Der ersten Kategorie konnten dabei jene
Gele zugeordnet werden, bei welchen die COS-7-Zellen keine oder beinahe keine Adhdsion
an die Geloberflache aufgewiesen haben. Die zweite Kategorie von Hydrogelen waren jene,
auf denen die Oberflachen der Gele fast vollstdndig mit adhérierten COS-7-Zellen bedeckt
waren. Um die qualitative Auswertung exemplarisch zu erldutern, wurden im
Nachfolgenden einige Aufnahmen dargestellt, welche das VVorgehen zur Einordnung in die

beiden Kategorien erldutern sollte (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Exemplarische Bilder der COS7 Zellen auf verschiedenen Hydrogelen 24 h nach aufbringen der Zellen;
Eigenschaften der Gele: (A) E = 8,5 kPa, ckat = 90 umol/mL, (B) E = 16,4 kPa, ckat = 45 pmol/mL, (C) E = 8,7 kPa,
Ckat = 0 pmol/mL, (D) E = 16,2 kPa, ckat = 0 pmol/mL.

Bei der Betrachtung des ersten Hydrogels A (E = 8,5 kPa, ckat = 90 pumol/mL) konnte keine
signifikante Adhéasion der Zellen an die Geloberflache festgestellt werden. Die Zellen
wiesen eine kleine, runde Morphologie auf und waren sichtbar nicht an der Geloberflache
gebunden. Die Zellen lagerten sich dabei vereinzelt zu kleineren Aggregaten zusammen.
Die fehlende Adhésion und das Aggregieren der Zellen wiesen darauf hin, dass die
Eigenschaften der Geloberflache aulRerhalb der Bereiche lagen, welche eine Adhasion der
Zellen an die Oberflache erlaubt hatten. Im Kontrast zum Hydrogel A war auf den
Aufnahmen des HydrogelsB (E =16,4kPa, cCkat=45pumol/mL) ein komplett
gegensétzliches Bild zu erkennen. Die Oberfldche des Gels war beinahe vollstdndig mit
Zellen bedeckt, welche durch ihre gestreckte und verflachte Form auf eine deutliche
Adhision an die Geloberflache hinwiesen.'?®1 Vereinzelt lieRen sich Zellen feststellen,
welche nur teilweise oder gar nicht an die Geloberflache gebunden waren. Dies war
vermutlich auf die bei den Experimenten eingesetzte Anzahl an Zellen zurlckzufihren,
welche, im Vergleich zur Oberflache der hergestellten Hydrogele, mit ungefahr 140.000

Zellen sehr hoch war. Die vorhandene Geloberflache war dadurch beinahe vollstandig
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besetzt, wodurch es den Ubrigen Zellen nicht mehr méglich gewesen ist, noch eine freie

Stelle zu finden und an diese zu adharieren.

Die Bilder der Gele C (E=8,7kPa, Ckat=0pumol/mL,) und D (E=16,2kPa,
Ckat = 0 pmol/mL), zeigten erneut keine signifikante Adhésion der COS-7-Zellen an die
Oberflache der verwendeten Hydrogele. Im Unterschied zu Gel A konnte bei den Gelen C
und D jedoch eine deutlich hthere Anzahl an aggregierten Zellen festgestellt werden. Dies
konnte eventuell auf die Abwesenheit der kationischen Ladung in diesen Gelen
zurlickgefuhrt werden, welche eine Zell-Gel-Interaktion unterstitzt hatte. Auf den Bildern
von Gel D lieRen sich, neben einer erhohten Anzahl an Zellaggregaten, auch eine grof3e
Menge kleiner, ,,dunkler Zellen oder Zellkompartimente feststellen, bei welchen es sich
vermutlich um abgestorbene Zellen gehandelt hat. Die Mdglichkeit fir Zellen mit ihrer
Umgebung zu wechselwirken, ist ein elementarer Bestandteil fiir die Steuerung von
Prozessen innerhalb der Zellen und dem allgemeinen Uberleben Gber einen langeren
Zeitraum.[*28-1%1 Ohne die Méglichkeit mit einer Oberflache zu interagieren suchen Zellen
einander, um mechanotransduktive Prozesse einzuleiten.*?! Es war somit davon
auszugehen, dass die Menge an aggregierten Zellen in den durchgefiihrten Experimenten
im Zusammenhang mit der auftretenden Zell-Gel-Interaktion gestanden hat. Je weniger

davon stattgefunden hat, desto mehr Zellaggregation konnte beobachtet werden.

Der Vergleich der Bilder von Gel A, C und D konnte dabei als erster Hinweis gesehen
werden, dass die Anwesenheit von kationischen Funktionalitaten (Gel A) zu einer leicht
erhohten Zell-Gel-Interaktion gefiihrt hat. Um einen besseren Uberblick Uber die
Ergebnisse der jeweiligen Adhésionsexperimente zu bekommen, wurden die
Beobachtungen beziiglich der Adhdasion, in Abhdangigkeit der eingestellten

Hydrogeleigenschaften, in Abbildung 41 noch einmal zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 41: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Zelladhésionsexperimente in Abhanigkeit der Hydrogeleigenschaften.

Bei Betrachtung der Ergebnisse war zu erkennen, dass es eine deutliche Abhangigkeit der
Zelladhésion von der Steifigkeit der Gele sowie deren kationischen Funktionalisierung gab.
Bei den Gelen, welche geringe E-Module (~ 8 kPa) besalen, konnte, unabhangig von der
Kationikkonzentration, keine signifikante Adh&sion der Zellen an die Geloberflache
festgestellt werden. Die Vermutung war, dass die Geloberflache zu weich war, um den
Zellen als angemessene Adhdasionsgrundlage zu dienen. Selbst durch das Einbringen
grolRerer Mengen an kationischer Funktionalisierung konnte die geringe Festigkeit der Gele
an dieser Stelle nicht ausgeglichen werden. Ahnliche Beobachtungen konnten XIA et al. in
ihrer  Arbeit mit COS-7-Zellen machen.[*¥  Xiaetal. entwickelten ein
Komposithydrogelsystem aus Graphenoxid und Poly(N-isopropylacrylamid), welches eine
temperaturabhangige Steuerung der Gelsteifigkeit erlaubt. Ihr Vorgehen war dabei, COS-
7-Zellen auf der Oberflache ihrer Gele (E =13 -15kPa) zu kultivieren, um groRe,
breitflachige Zell-Ticher zu erzeugen. Durch das Verringern der Temperatur der Systeme
konnte dann eine Abnahme der Gelsteifigkeit erreicht werden (E = 3 — 5 kPa), wodurch die
Zell-Tlcher nicht mehr an der Oberflache der Gele adhdrierten. Die Ttcher l6sten sich
dadurch selbststandig von der Geloberflache ab und konnten als groRflachiges Konstrukt
isoliert und betrachtet werden. XIA et al. haben somit ein, von der Steifigkeit der Systeme
abhangiges, Adhasionsverhalten der COS-7-Zellen beschrieben, welches sich mit den
Beobachtungen aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten gedeckt hat. Dies
galt dabei nicht nur fir das Adhé&sionsverhalten von COS-7-Zellen gegenlber weichen
Gelen, sondern konnte teilweise auch fur die restlichen Gele beobachtet werden. In
unserem Fall war es jedoch nicht ausreichend, nur die Steifigkeit der Gele zu erh6hen, um

eine Adhésion der Zellen zu ermdglichen.
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Bei der Betrachtung der Hydrogele mit mittlerer (~ 16 kPa) und hoher (~ 25 kPa)
Steifigkeit konnte ohne die Anwesenheit von kationischen Funktionalitaten
(Ckat = 0 pmol/mL) keine signifikante Adhé&sion der COS-7-Zellen an der Geloberflache
beobachtet werden. Dies &nderte sich jedoch deutlich, sobald kationische Polymere bei der
Herstellung der Gele verwendet wurden. Bereits das Einbringen geringer Mengen an
kationischer Ladung (Ckat = 45 pumol/mL) fuhrte zu einer deutlichen Verbesserung des
Adhasionsverhaltens. Zwischen den einzelnen Gelen, auf welchen Zelladhé&sion beobachtet
werden konnte, gab es qualitativ jedoch kaum Unterschiede festzustellen, da die
Oberflachen der Gele fast vollstandig mit Zellen bedeckt waren. Die kationischen
Ladungen an der Oberflache der Gele ermdglichten es vermutlich, die Passivitat der Gele
zu Uberwinden und eine fir die Zelladhdsion notwendige Zell-Oberflachen-Interaktion zu
gewadhrleisten. Die kationische Ladung des TMAEA erfullt somit in dem hier verwendeten
System eine vergleichbare Funktion wie das Graphenoxid in der Arbeit von XIA et al.,
welches durch seine Oberflachenladung und Struktur fir eine Erhéhung der Zell-

Oberflachen-Wechselwirkung sorgt.[*31:132]

Zusammengefasst lieRen sich, beziiglich des Adhé&sionsverhaltens von COS-7-Zellen an
die Oberflache der verwendeten Hydrogelsysteme, grobe Grenzwerte feststellen, welche es
zu Uberschreiten galt. Dabei sollte fir eine signifikante Adhésion der Zellen Gele
hergestellt werden, welche Uber eine Steifigkeit von mindestens E = 15 kPa und einer
Konzentration an kationischen Funktionalitaten von ckat = 45 pumol/mL verfugen. Die dabei
festgestellten Grenzwerte galten an dieser Stelle jedoch nur fir die Arbeit mit COS-7-
Zellen und massten als solche vor der Arbeit mit anderen Zelltypen erneut Uberprift und

quantifiziert werden.
3.5. Zusammenfassung PEG-Vernetzer

Mittels freier radikalischer Polymerisation war es moglich sechs verschiedene thiolhaltige
Prapolymere auf der Basis von 4-Acryloylmorpholin, N"N-Bis(methacryloyl)cystamin und
Trimethylaminoethylacrylat herzustellen und mithilfe von *H-NMR-Spektroskopie, GPC
und dem Ellman’s Assay zu charakterisieren. Diese Polymere konnten dann mithilfe der
bioorthogonalen Michael-Addition, unter Verwendung von PEGDAssoo als VVernetzer, zur
Synthese  verschiedener Hydrogele genutzt werden. Um den allgemeinen
Herstellungsprozess zu  optimieren, wurden  Untersuchung  bezuglich  der

Vernetzungsreaktion durchgefihrt. Dabei stellte sich heraus, dass durch die Verwendung
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von 0,7 Aquivalenten an PEGDAss00 Gele mit einer guten Steifigkeit und einem hohen

Gelanteil von bis zu 94% erhalten werden konnten.

Um in nachfolgenden Experimenten die Eigenschaften der Hydrogele besser vorhersagen
zu konnen, wurde der Einfluss der Gelkonzentration () und der Kationikkonzentration
(ckat) auf die Systeme untersucht. Bei der Untersuchung der Gelkonzentration
(20 bis 300 mg/mL) zeigte sich ein annaherungsweise linearer Zusammenhang zwischen
der Steifigkeit der Systeme und ihrer Konzentration. Allein durch die Variation der
Gelkonzentration war es dabei moglich, Hydrogele mit einem E-Modul im Bereich von
1,4kPa (f=2mg/mL) bis 51 kPa (#=300mg/mL) herzustellen. Der Einsatz von
kationischen Polymeren in der Gelherstellung fuhrte, im Vergleich zu den ungeladenen
Systemen, zu einer Zunahme der Steifigkeit der Systeme. Der dabei festgestellte Anstieg
des E-Moduls lag in Abhéngigkeit der Kationikkonzentration bei bis zu 30%
(Ckat = 335 pmol/mL), was auf die Ausbildung von physikalischen Vernetzungspunkten,
durch lon-lon-Wechselwirkungen zuriickzufihren war. Zusatzlich zum Einfluss der
einzelnen Parameter auf die mechanischen Eigenschaften der Gele wurde auch die
Gelmorphologie mithilfe von Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Dabei konnten zum
GroRteil feinporige homogene Systeme beobachtet werden, mit PorengréRen zwischen 10
und 30 um. Durch das Einbringen groRerer Mengen kationischer Polymere kam es zu
Inhomogenitaten innerhalb der Systeme, welche sich ebenfalls auf lon-lon-

Wechselwirkungen zurtickfuhren liel3en.

Mithilfe der ausgiebig charakterisierten Gelsysteme konnten Zellexperimente an COS-7-
Zellen durchgeftihrt werden. Dabei war es maglich, die Biokompatibilitat der Systeme fiir
eine 2D- und 3D-Anwendung mithilfe einer Live-Dead-Féarbung zu bestétigen. Bezlglich
der 3D-Zellexperimente konnte eine gleichméBige Verteilung der Zellen in allen drei
Dimensionen der Gele festgestellt werden. Die Zellen wiesen dabei eine gesunde
Morphologie und Viabilitdt nach 24 Stunden Inkubationszeit auf. Bei den 2D-
Zellexperimenten konnte nach 24 Stunden ebenfalls eine hohe Viabilitat der Zellen
festgestellt werden. Bei der Betrachtung des Adhasionsverhaltens der COS-7-Zellen an die
Oberflachen der Hydrogele zeigte sich, in Abhéngigkeit der Geleigenschaften, starke
Unterschiede. Bei n&herer Untersuchung dieses Verhaltens war es maoglich, spezifische
Grenzwerte fur eine erfolgreiche Adhdsion von COS-7-Zellen zu ermitteln. In Einklang mit
der Literaturt®!l konnte dabei eine Grenzsteifigkeit von E = ~ 15 kPa formuliert werden.

Beziiglich der kationischen Funktionalisierung reichte eine geringe Konzentration von
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Ckat = 45 pmol/mL bereits aus, um eine nahezu vollstdndige Adhéasion der Zellen an die

Geloberflache zu gewéhrleisten.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Hydrogelsystem konnten somit erfolgreich
eingesetzt werden. Neben einer guten Kontrolle Gber die mechanischen Eigenschaften
konnte auch die fir weitere Anwendungen notwendige Biokompatibilitat der Systeme in
2D und 3D verifiziert werden. Der Einfluss der Geleigenschaften auf das
Adhasionsverhalten von COS-7-Zellen konnte erstmalig qualitativ untersucht werden,
bedarf jedoch in Zukunft weiterer Forschung, vor allem in Bezug auf alternative Zelllinien.
Zusatzlich wurden im Rahmen dieses Kapitels noch keine weiteren Forschungen beziglich
der Langzeitkultivierung von Zellen getétigt. Dies galt es im Nachfolgenden noch zu

klaren.
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4. Hydrogele auf der Basis von Polyoxazolinvernetzern

4.1. Aufbau des Hydrogelsystems

Die Grundlage fur die Herstellung der Oxazolin-vernetzten Hydrogele stellte erneut das
thiolhaltige Polymersystem von BOLDUAN dar, welches er im Rahmen seiner Dissertation
beschrieben hat.® Die Synthese und Charakterisierung dieser Polymere wurden im
vorhergegangenen Teil dieser Arbeit (Kapitel 3.2, Seite 20 ff.) bereits beschrieben und
daher in diesem Kapitel nicht erneut betrachtet.

Der Fokus in diesem Teil der Arbeit lag auf der Entwicklung eines neuen
Vernetzersystems, welches, beim Einsatz in der Hydrogelsynthese, zur Bildung von
hydrolytisch abbaubaren Hydrogelen fiihren sollte. Die Gelbildung sollte, analog zu den
zuvor behandelten PEGDA-Systemen, durch eine Michael-Addition zwischen den
Thiolfunktionalitaten der Prapolymere und den Michael-Akzeptor-Endgruppen der
Vernetzerpolymere erfolgen. Durch das Einfiihren von hydrolytisch labilen Endgruppen
werden dabei Vernetzer gebildet, welche spéater als Sollbruchstellen fir den Hydrogelabbau
dienen. Eine Ubersicht tiber den allgemeinen Aufbau dieses System ist in Abbildung 42

schematisch dargestellt.

YYY YT
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Abbildung 42: Ubersicht iber den allgemeinen Aufbau des Hydrogelsystems; blau = Poly(oxazolin)-Riickgrat;
rot = hydrolytisch labile Funktionalitaten.

4.1.1. Eine Alternative zu Poly(ethylenglykol)

Poly(ethylenglykol) (PEG) findet aufgrund seiner hohen Biokompatibilitat und seiner
Stealth-Eigenschaften eine breite Anwendung in der Medizin.[**¥l Einer der Hauptnutzen
von PEG ist dabei die Funktionalisierung von Wirkstoffen oder Wirkstofftragern um deren
Abbau durch Enzyme zu behindern und dadurch die Verweilzeit im Blutkreislauf zu
erhdhen. PEG ist aufgrund stabilen Polyether-Riickgrats nicht bioabbaubar und es wird

davon ausgegangen, dass PEG-Molekiile mit einem Molekulargewicht unter 20 kDa vom
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Korper einfach tiber den Urin ausgeschieden werden.[*>133 Zum aktuellen Zeitpunkt gibt
es kaum Langzeitstudien, welche sich mit der Akkumulation von PEG-Riickstanden aus
Konjugaten beschéftigen, wodurch aus toxikologischer Sicht von diesen ein Risiko
ausgehen konnte.[*341351 Zysitzlich dazu mehren sich in den letzten Jahren Beobachtungen
beziiglich des Auftretens von PEG-Antikérpern im Menschen.[*36-13] Diese Antikorper
werden von einer stetig zunehmenden Menge an Menschen gebildet und sind eine Reaktion
auf die vermehrte Verwendung von PEG in verschiedenen Anwendungen des Alltags, wie
beispielsweise als Zusatz in Nahrungsmitteln oder Kosmetika.[*3313%1 Bei Menschen, deren
Korper diese PEG-Antikorper ausgebildet haben, kann es durch die Aufnahme von PEG
aus Alltagsprodukten zum Auftreten von anaphylaktischen Reaktionen wie Hautreizungen
oder Fieber kommen.[134137.138.1401 Ayfgrund dieser Probleme war es von Interesse, fiir

zukinftige Anwendungen alternative Systeme zum etablierten PEG zu finden.

4.1.2. Poly(2-oxazoline)

Die neuartigen Vernetzerpolymere sollten auf der Basis von Poly(2-oxazolinen) hergestellt
werden. Die Herstellung von Poly(2-oxazolinen) mithilfe einer kationischen
Ringdffnungspolymerisation wurden erstmals Mitte der 1960er Jahre von vier
unterschiedlichen Forschungsgruppen beschrieben und findet seitdem eine breite
Anwendung in der Forschung.[**%142 Die ersten Untersuchungen fokussierten sich dabei
darauf, Poly(2-oxazoline) zu entwickeln, welche als Stabilisatoren, Tenside oder als
Duroplasten Einsatz finden sollten.}43144 Aufgrund der Amidfunktionalitaten in den
Seitenketten der Oxazoline, wodurch sie auch als Pseudopeptide bezeichnet werden, wurde
im Laufe der Zeit auch ihr Potential fir eine biomedizinische Anwendung néher
untersucht.’*®  Eine der Hauptanwendungen dabei war die Bindung von
Poly(2-oxazolinen) an verschiedenste bioaktive Molekile wie Proteine, Wirkstoffe oder
liposomale Doppelschichten.!*6-141  Dje  Oxazoline zeigten dabei eine hohe
Biokompatibilitat und Stealth-Eigenschaften auf, welche groRe Ahnlichkeiten zu denen
von PEG aufwiesen.[**%50 Eine weitere Anwendung von Poly(2-oxazolinen) war der
Einsatz im Wirkstofftransport in Form von mizellaren oder liposomalen Systemen. Dabei
wurde vor allem die Fahigkeit der kationischen Ring6ffnungspolymerisation genutzt,
gezielt amphiphile Blockcopolymere von Poly(2-oxazolinen) herzustellen.[*>11521 Da
Poly(2-oxazoline), dhnlich wie PEG, als nicht bioabbaubar betrachtet werden, besteht der

Verdacht das es beim Einsatz in vitro zur Akkumulation der Polymere kommen kann, was
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mdoglicherweise zur einer Schadigung des Organismus fiihren kann.*531 Um diese
Problematik zu Umgehen wird mittlerweile versucht Polyoxazoline herzustellen, welche
durch Modifikation oder Kombination mit anderen Polymersystemen Bioabbaubarkeit
aufweisen.> Ein Beispiel fir ein solches System wurde 2020 von GOPPERT et al.
beschrieben.'>3 Sie verwendeten dabei Poly(2-ethyl-oxazoline) welche sie iber mehrere
Reaktionsschritte hydrolysiert, partiell oxidiert und anschlieBend reacyliert haben. Die
dadurch erhaltenen Polymere wiesen ein Amid-co-Oxazolin-Rickgrat auf und waren unter
sauren sowie enzymatischen Bedingungen abbaubar. Neben den zuvor beschriebenen
Anwendungen, wurde in den letzten Jahren auch immer mehr die Verwendung von Poly(2-
oxazolinen) in der Herstellung von Hydrogelen fir eine biomedizinische Anwendung

untersucht,[106:15]

Bei der Synthese von Poly(2-oxazolinen) kann auf eine breite Auswahl verschiedener
Oxazolinmonomere  zurtickgegriffen ~ werden,  welche  Uber  verschiedene
Seitenkettenfunktionalitaten verfiigen und somit malgeblich die Eigenschaften der
Polymere beeinflussen kénnen.1421%1  Aufgrund der vielfaltigen Seitenketten der
2-Oxazoline besteht auch grof3es Potential flir Modifikationen der Polymere nach Ablauf
der Polymerisation. So kdnnen zum Beispiel Monomere polymerisiert werden, welche in
den Seitenketten geschutzte Funktionalitaten wie Carbonsauren, Aldehyde, Amine oder
Thiole enthalten. Diese Funktionalitdten kdnnen nach der Polymerisation entschiitzt und

im Anschluss fiir weitere Modifikationen verwendet werden.[24]

TR

Carbonsaure Amin

et | e

OMe  Thiol Aldehyd

Abbildung 43: Ubersicht (ber verschiedene Reaktionen zur Entschiitzung reaktiver Funktionalitaten in
Poly(2-oxazolin)-Seitenketten (modifiziert aus [1481),
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Eine weitere Mdglichkeit fir das nachtrégliche Funktionalisieren von Poly(2-oxazolinen)
ist das Einbringen von Monomeren mit Vinyl- oder Alkinylgruppen, welche dann

beispielsweise in Klick-Reaktionen umgesetzt werden konnen.[%]

L
2-Methyl-2-Oxazolin  2-Ethyl-2-Oxazolin
(MetOx) (EtOx)

N

Abbildung 44: Strukturformeln der beiden Monomere 2-Methyl-2-oxazolin und 2-Ethyl-2-oxazolin.

Auch wenn es unter den 2-Oxazolinen eine Vielzahl bekannter und untersuchter Monomere
zur Polymersynthese gibt, so finden vor allem das 2-Methyl-2-oxazolin (MetOx) und das
2-Ethyl-2-oxazolin (EtOx) in der biomedizinischen Forschung Anwendung
(Abbildung 44).12421  poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) zeichnet sich durch seinen
amphiphilen Charakter aus, welcher fiir eine gute Loslichkeit in wéssrigen und organischen
Losungsmitteln sorgt. Das Poly(2-methyl-2-oxazolin) (PMetOXx) stellt im Vergleich zum
PEtOx eine etwas hydrophilere Alternative dar und findet in der Forschung ahnlich oft

Anwendung wie das PEtOx.[10:157]
4.1.3. Hydrogele auf der Basis von Poly(2-oxazolinen)

Die ersten Oxazolin-basierten Hydrogelsysteme, welche in der Literatur beschrieben
wurden, sind verschiedene Systeme von CHuUJO et al. in den Jahren 1989 bis 1993. Die
dabei postulierten Systeme basierten auf PMetOx und verwendeten verschiedene
Techniken zur Vernetzung, wie zum Beispiel insitu durch die Verwendung von
bifunktionellen Oxazolinmonomeren!**l, koordinativ durch Bipyridin-funktionalisiertes
PMetOx[**°, photochemisch durch Anthracen-funktionalisierte Polymere!*6% oder oxidativ
durch die Ausbildung von Disulfidbriicken.[** Basierend auf den Arbeiten von
CHuJo et al. wurden im Laufe der Jahre viele weitere Systeme entwickelt, welche sich
beziiglich des Zeitpunktes ihrer Vernetzung unterscheiden lassen.

Eine Art von Hydrogelsystemen waren dabei solche, welche schon bei der Polymerisation
selbst durch die Verwendung von bifunktionellen Oxazolinen vernetzt werden. Der Fokus
dieser Arbeiten lag vor allem auf der Untersuchung verschiedener Vernetzer-Monomere,
wobei die Langen und die Arten der Abstandshalter-Molekiilen variiert wurde.[1%6162] Djese

Systeme konnten auch in ersten Zellexperimenten an Fibroblasten-Zellen getestet und ihre
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teilweise sehr gute Biokompatibilitéat verifiziert werden. Die Hauptnachteile dieser Systeme
waren vor allem die geringe Kontrolle Giber die Netzwerkstruktur sowie die Toxizitat der
eingesetzten Monomere, welche fir eine 3D-Anwendung problematisch sind.*> Um diese
Probleme zu umgehen, wurde die zweite Art von Hydrogelen durch die nachtragliche
Vernetzung von Oxazolin-Prépolymeren gebildet. Als Beispiel dafiir kann ein System von
LORSON et al. genannt werden, in welchem Block-Copolymere aus 2-N-Propyl-2-oxazin
und MetOx verwendet wurden, um thermogelierende Hydrogele zu bilden.[***l Da die
Polymerlésungen erst oberhalb einer Temperatur von 28 °C Gele ausgebildet haben,
konnten die Polymere mit einer Zellsuspension gemischt und in 3D-Formen gedruckt
werden. Die erhaltenen Hydrogele wiesen dabei eine, fir thermogelierte Gele, hohe
Steifigkeit von G” > 1000 Pa auf.

Ein System, welches auf eine nachtragliche kovalente Vernetzung von Oxazolin-
Prapolymeren setzt, wurde 2017 von LUEFetal. beschrieben.’® Sie nutzen dabei
Copolymere aus 2-Ethyl-2-oxazolin, 2-Nonyl-2-oxazolin und 2-Dec-9"-enyl-2-oxazolin.
Die Vinyl-Seitenketten des 2-Dec-9"-enyl-2-oxazolins wurden dann nachtraglich durch den
hydrolysierbaren Vernetzer Ethylenglykol-bis-mercaptoessigsaure photovernetzt. Dadurch
wurden Hydrogele erhalten, welche (ber eine definierte Komposition verfligten und gute
mechanische Eigenschaften aufwiesen. Ein ahnliches System wurde auch von You et al.
beschrieben,  welche  vinyl-funktionalisierte ~ Poly(2-oxazoline) mit  Matrix-
Metalloprotease-sensitiven Peptiden vernetzt haben. [ Die dadurch erhaltenen
Hydrogele wiesen nicht nur eine gute Bioabbaubarkeit auf, sondern konnten auch in ersten

in vitro Experimenten erfolgreich eingesetzt werden.
4.1.4. Kationische Ringoffnungspolymerisation

Die kationische Ringoffnungspolymerisation (engl.: cationic ring opening polymerizaton;
CROP) gehort zu den lebenden Polymerisationsarten, welche erstmals 1956 von SzwARC
beschrieben wurde.[*%®1 Der Mechanismus der Reaktion lasst sich in drei Hauptschritte

gliedern und ist im Nachfolgenden mechanistisch dargestellt (Abbildung 45).

Der erste Schritt der Polymerisation ist die Initiation (1), bei welcher das Stickstoffatom
des Oxazolins nukleophil an das elektrophile Zentrum des Initiatormolekils (R1-X)
angreift und sich ein zyklisches, kationisches Zwischenprodukt bildet. Als Initiatoren
konnen zum Beispiel starke Bragnsted-Séduren (H2SOs4), Lewis-Sauren (AICIs),
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Sulfonséureester  (Methyltriflat),  Vinylhalogenide  (1,4-Dibrom-2-buten)  oder
Benzylhalogenide (Benzylbromid) verwendet werden. Bei einer idealen lebenden
Polymerisation lauft die Initiation schnell und vollstandig ab, wodurch alle Polymerketten

gleichzeitig gestartet werden.

1) Initiation
x@
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Abbildung 45: Mechanismus der kationischen Ring6ffnungspolymerisation von 2-Oxazolinen; Nuk = Nukleophil.[148]

Beim zweiten Schritt der Polymerisation, dem Kettenwachstum (2), greifen immer wieder
Stickstoffatome von Oxazolin-Monomeren das elektrophile Zentrum der wachsenden
Polymerkette an. Da die Geschwindigkeit dieses Schrittes, im Vergleich zur Initiation, sehr
niedrig ist, kann davon ausgegangen werden, dass alle Ketten mit der gleichen
Geschwindigkeit wachsen. Dadurch ist es mdglich, mittels CROP Polymere mit einem
definierten Molekulargewicht zu erhalten. Nachdem alle vorhandenen Monomere in die
Polymerketten eingebaut wurden, sind die Ketten weiterhin als Polymerkationen aktiv.
Durch die Zugabe von weiterem Monomer konnen die Ketten entsprechend des
Kettenwachstumsmechanismus weiterwachsen. Diese Eigenschaft kann genutzt werden,
um Blockcopolymere mit definierten Monomerbldcken aufzubauen und so besondere
Polymereigenschaften zu erzeugen. Der letzte Schritt der Reaktion ist der
Terminationsschritt (3). Hierbei findet durch Zugabe eines Nukleophils (Wasser, Amine,
Carbonséuren) ein nukleophiler Angriff an das elektrophile Zentrum des Polymerkations
statt. Aufgrund dieses Terminationsmechanismus ist es von elementarer Bedeutung, dass

die CROP unter inerten Bedingungen durchgefiihrt wird, da jegliche Rickstdnde von
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Wasser aus der Luft zu einer sofortigen Beendigung der Polymerisation flihren wiirde.
Gleichzeitig erlaubt der nukleophile Charakter des Polymerkations das gezielte Einflihren
von bestimmten Endgruppenfunktionalitaten. Eine Ubersicht Uber eine Auswahl an
verschiedenen nukleophilen Gruppen, welche fir die Endgruppenfunktionalisierung
genutzt werden kénnen, sind im Nachfolgenden dargestellt (Abbildung 46).124¢]

H
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Abbildung 46: Ubersicht tiber eine Auswahl verschiedener Terminierungsreaktionen bei einer CROP.[148]

Das Einfuhren von zusatzlichen funktionellen Gruppen in einer CROP kann dabei nicht nur
uber die Terminationsreaktion erfolgen, sondern auch durch das Verwenden von speziellen
Initiatormolekilen. Als Beispiel dafiir kann das Pent-4-yn-1-yl-triflat genannt werden,
welches durch seine terminale Alkinyl-Funktionalitat eine Moglichkeit flr nachtrégliche
Funktionalisierungsreaktionen bietet.[167]

Durch die Verwendung von multifunktionalen Initiatoren ist es moglich, mit der CROP
mehrarmige Polymerketten herzustellen. Initiatoren, die dabei Anwendung finden, sind
beispielsweise das 1,4-Dibrom-2-buten (DBB)®8 .o -Dibrom-p-Xylol™% oder 1,3,5,-
Tris-(brommethyl)-benzol (TBMB)5U (Abbildung 47).

s~ O Aq
y

1,4-Dibrom-2-buten a,0."-Dibrom-p-Xylol 1,3,5,-Tris-(brommethyl)-benzol
DBB TBMB

Abbildung 47: Beispiele fir multifunktionelle Initiatoren.
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4.2. Synthese und Charakterisierung der Polyoxazoline

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Oxazolin-basierte Vernetzer hergestellt und
charakterisiert werden. Das allgemeine Schema der Synthesen ist in der Abbildung 48

dargestellt.

Na O

L
0" ~0o
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Initiator R Nukleophil

205 - —D - —D
Terminierung
Polymerisation +

Funktionalisierung

Abbildung 48: Schematische Ubersicht tiber die Synthese der Oxazolin-basierten Vernetzer.

Der erste Schritt der Synthese war die Polymerisation der Oxazolinmonomere. Dabei
wurde Uber die Wahl des Initiators die Anzahl der Arme der spateren Polymerketten
vorgegeben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Initiatoren DBB (bifunktionell) und
TBMB (trifunktionell) verwendet. Die Initiatoren wurden dann in einer CROP mit
verschiedenen 2-Oxazolinen umgesetzt, wobei hauptsachlich das EtOx Anwendung
gefunden hat. Nach dem vollstandigen Ablauf der Polymerisation sollten die
Polymerketten dann durch Zugabe eines Nukleophils terminiert werden. Die flr den
spateren Abbau der Vernetzer verantwortlichen hydrolytisch labilen Funktionalitaten
sollten hierdurch in das Polymer eingefuhrt werden. Falls die zur spéateren Vernetzung
notwendigen Michael-Akzeptor-Endgruppen durch die Terminierungsreaktion nicht direkt
eingeflihrt werden, sollte dies im Anschluss durch eine nachtragliche Funktionalisierung

der Polymerketten erfolgen.

Durch das Einfuhren der hydrolyselabilen Funktionalititen in die Endgruppen der
Oxazolinvernetzer sollte sichergestellt werden, dass die mittels Hydrolyse entstehenden
Polymerfragmente ein moglichst hohes Molekulargewicht besitzen. Dadurch kdnnte eine
Zellgéngigkeit der Fragmente verhindert werden, sodass diese in spateren
Zellexperimenten maoglichst keinen toxischen Einfluss aufweisen. Ein alternativer Ansatz
waére es gewesen, die hydrolytisch-spaltbare Funktionalitat Gber den Initiator einzufthren.
Zur Verdeutlichung der Vorgehensweise wurde eine Ubersicht iiber die verschiedenen

Alternativen im Nachfolgenden dargestellt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Vergleich der Hydrolyseprodukte von verschieden aufgebauten Vernetzersystemen; A) Hydrolyse erfolgt
an den Endgruppen des Vernetzers; B) Hydrolyse erfolgt am Initiator der VVernetzer; C) Hydrolyse erfolgt entlang des
Polymerriickgrats der Vernetzer.

In der Abbildung 49 sind drei verschiedene Szenarien fur eine Hydrolyse der
Polymernetzwerke aufgefihrt, welche sich bezuglich der Position der hydrolyselabilen
Funktionalitaten unterscheiden. In dem Beispiel wurde ein bifunktioneller Vernetzer
verwendet, wobei jeder Polymerarm ein Molekulargewicht von 1000 Da aufweist. In
Szenario A befinden sich die hydrolyselabilen Funktionalitdten an der Endgruppe des
Vernetzers. Dies fuhrt dazu, dass es bei einer Hydrolyse der Vernetzer zur Bildung von
zwei verschiedenen Fragmenten kommt. Das eine Fragment wére das thiolhaltige
Prapolymer mit einem Molekulargewicht von 20 kDa und das andere das abgespaltene
Vernetzerpolymer mit einem Molekulargewicht von 2 kDa. Beide Fragmente iberschreiten
damit das in der Literatur beschriebene maximale Molekulargewicht zur Aufnahme durch
Zellen von 1000 g/mol und sollten somit toxikologisch unbedenklich sein.* In Szenario B
befinden sich die hydrolyselabilen Funktionalitaten im Initiatormolekil. Dadurch wird bei
der Hydrolyse der Vernetzer nur eine Art von Fragmenten erhalten, welche aus dem
thiolhaltigen Prapolymer mit einem Polymerarm des Vernetzers bestehen. Diese Fragmente
wirden ein Molekulargewicht von tber 20 kDa aufweisen und wéren daher ebenfalls nicht
zellgadngig. Um das Freisetzen von niedermolekularen Nebenprodukten zu vermeiden,
muss bei diesem Ansatz sichergestellt werden, dass die verwendeten Initiatoren nur an
genau einer Stelle gespalten werden. Daher ist dieses Design nur flr bifunktionelle
Vernetzersysteme sinnvoll und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter behandelt. In

Szenario C befinden sich die hydrolyselabilen Funktionalitdten im Ruckgrat der
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Vernetzerpolymere. Bei der Hydrolyse dieser Systeme kdme es zur Freisetzung von vielen
kleinen Polymerfragmenten, welche sehr geringe Molekulargewichte aufweisen wiirden
und daher vermutlich zellgangig wéren. Ein solcher Ansatz ware jedoch nur sinnvoll, wenn
die niedermolekularen Abbauprodukte selbst nicht zelltoxisch sind, wie das bei
Poly(lactiden) der Fall ist.2" Zusétzlich ist es aufgrund der Struktur der 2-Oxazoline und
dem Mechanismus der CROP nur schwer moglich, hydrolyselabile Funktionalititen in das

Rickgrat der Polymere einzufihren.
4.2.1. Erste ,,proof-of-concept* Polymere

Um die Eignung des Systems zur Herstellung von Polymeren zu Uberpriifen und einen
ersten Eindruck Uber die Vernetzung mit Oxazolinpolymeren zu erhalten, sollte zunéchst
ein ,,proof-of-concept* Polymersystem hergestellt und charakterisiert werden. Daftr wurde
TBMB als Initiator verwendet und mit EtOx in einer CROP umgesetzt. Zur Termination
der Polymerisation sollte Acrylsdaure verwendet werden. Die dabei eingefiihrte Acrylat-
Endgruppe dient dabei nicht nur als Michael-Akzeptor in der Michael-Addition zur
Vernetzung, sondern besitzt auch einen vermeintlich hydrolysierbaren Ester (Schema 6).
Eine detaillierte Beschreibung der Durchfiihrung der Reaktion ist im Experimentalteil
dieser Arbeit (Absatz 6.4.3, Seite 157ff.) aufgefiihrt.

(0]
Br Br I\ 1. |\£|eCN N OJ\/
N O 120°C,1h
+n O
\( 2. TEA, Acrylsaure, E
Br 60 °C,12h n

Schema 6: Syntheseschema der ,,proof-of-concept® Vernetzerpolymere.

Um einen ersten Eindruck Uber das Vernetzersystem zu erhalten, sollten drei Vernetzer
hergestellt  werden, welche sich hinsichtlich der Anzahl ihrer EtOx-
Wiederholungseinheiten unterscheiden. Die Charakterisierung der erhaltenen Polymere

wird im Nachfolgenden genauer beschrieben.
4.2.2. Charakterisierung der Oxazolinpolymere

Die Charakterisierung der Polymere erfolgte mithilfe der Gel-Permeations-
Chromatographie (GPC) und der H-NMR-Spektroskopie. Bei der GPC wurde die
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Retentionszeit der Polymere mit der Retentionszeit eines Poly(methylmethacrylat)-

Standards verglichen.

Die  Bestimmung der  Polymerzusammensetzung, des  durchschnittlichen
Molekulargewichts und der Endgruppenfunktionalisierung erfolgte mithilfe der *H-NMR-
Spektroskopie. Als Beispiel wurde dafur im Nachfolgenden das Spektrum eines Acrylat-

funktionalisierten trifunktionellen Oxazolinpolymers dargestellt (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Exemplarisches *H-NMR-Spektrum eine Acrylat-funktionalisierten trifunktionellen Polyoxazolins in
CDCls.

Zur Bestimmung der Polymerzusammensetzung und des Molekulargewichts, wurde das
Signal der CH>-Wasserstoffatome (8) der Ethyloxazolin-Seitenketten bei 2 bis 2,5 ppm mit
dem normierten Signal der benzylischen CHz-Wasserstoffatome (5) des Initiators TBMB
bei 4,45 bis 4,65 ppm verglichen. Mithilfe des Verhéltnisses konnte dann unter
Verwendung der nachfolgenden Gleichung 18 das Molekulargewicht der Polymere
ermittelt werden.
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SEtOx : MEtOx
= + Mlnitiatorrest + X - MEndgruppe

n
S Initiator

Setox: hormiertes Signal der CH,-Wasserstoffatome der EtOx-Seitenkette
Sinitiator: NOrmiertes Signal des Initiators
Mewox: Molekulargewicht von 2-Ethyl-2-oxazolin
Minitiatorrest: Molekulargewicht des Initiators ohne Bromatome
Mendgruppe: Molekulargewicht der eingefiihrten Endgruppenmolekiile
X: Anzahl der reaktiven Funktionalitaten des Initiators

Gleichung 18: Berechnung des Molekulargewichts der Oxazolinvernetzer.
Die Ermittlung der Endgruppenfunktionalisierungsraten erfolgte durch den Vergleich des
gemittelten Signals der drei vinylischen Wasserstoffatome (2, 3, 4) der Acrylat-
Endgruppen (5,8 - 5,95 ppm; 6,05 - 6,15 ppm; 6,35 - 6,45 ppm) mit dem Signal der
benzylischen Wasserstoffatome (5) des Initiators unter Anwendung der nachfolgenden
Gleichung 19.
Svinyl

F[%] = —~— 100

S Initiator

F: Funktionalisierungsgrad der Oxazolinvernetzer
Svinyi: gemitteltes, normiertes Signal der Vinyl-Wasserstoffatome der Endgruppenmolekiile

Gleichung 19: Berechnung des Funktionalisierungsgrads der Oxazolinvernetzer.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der Polymere wurde in der nachfolgenden Tabelle 6

dargestellt.
Tabelle 6: Ubersicht iiber die ermittelten Daten der ,,proof-of-concept“ Polymere.
polymer  EtOX-Einheiten® Fb MpNMRe M, GPCd g
(Theorie) [96] [g/mol]  [g/mol]
POx-1 12 (10) 92 1500 2900 114
POX-2 23 (20) 93 2600 3300 114
POX-3 32 (30) 98 3500 4400 112

a: ermittelt aus *H-NMR-Spektren durch den Vergleich der Signale der EtOx-Seitenkette und des
Initiators; b: Endgruppenfunktionalisierungsrate der Vernetzer ermittelt aus *H-NMR-Spektren unter
Anwendung von Gleichung 19; c: ermittelt aus *H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung
18; d: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluent und einem PMMA-Standard.

Die Betrachtung der Ergebnisse der Charakterisierung zeigte, dass die Synthese der
Polymere im Allgemeinen erfolgreich war. Die Anzahl der ermittelten EtOx-Einheiten lag
etwas Uber den theoretisch erwarteten Werten. Dies war vermutlich auf leichte
Verunreinigungen im Initiator zuriickzuftihren, wodurch es zu einer Verénderung der
Stochiometrie gekommen ist. Die Quantifizierung der Endgruppenfunktionalisierungsraten
ergab hohe Funktionalisierungsgrade der Polymere zwischen 92% und 98%. Die mittels

GPC ermittelten Molekulargewichte der Polymere wichen teilweise deutlich von den
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mittels *H-NMR bestimmten Molekulargewichten ab. Dies war vor allem bei POx-1
deutlich zu erkennen, bei welchem das Molekulargewicht aus der GPC-Messung
(2900 g/mol) fast doppelt so hoch war wie das Molekulargewicht, welches mittels *H-NMR
ermittelt wurde (1500 g/mol). Die starken Unterschiede konnten auf zwei unterschiedliche
Probleme zurtickgefihrt werden. Zum einen waren die verwendeten PMMA-Standards in
der GPC nicht optimal, da diese strukturell und chemisch deutliche Unterschiede zu
Polyoxazolinen aufweisen und sich die zur Berechnung des Molekulargewichts
erhaltenen,Retentionszeiten der Polymere daher nur zum Teil mit denen des Standards
vergleichen lieRen. Zum anderen (berlagerten sich die Signale der Polymere mit den
niedrigen Molmassen teilweise stark mit dem Abbruchsignal der GPC-Messung, wodurch
keine Klar getrennten Signale vorlagen. Diese Signale konnten daher nur sehr unprézise
integriert werden, wodurch es vermutlich zu einer Diskriminierung der kirzeren
Polymerketten gekommen ist. Die Dispersitaten der untersuchten Polymere lagen zwischen
1,12 bis 1,14 und entsprachen somit Werten, welche im Bereich der Erwartungen lagen fir

Polymere, die mittels einer CROP hergestellt wurden.[72172]

Die vollstandig charakterisierten Polyoxazoline sollten nun im Anschluss auf ihre Eignung
als Vernetzer fir die Herstellung von Hydrogelen hin untersucht werden.

4.3. Erste Oxazolin-vernetzte Hydrogele

Die Herstellung und Charakterisierung der Oxazolin-vernetzten Hydrogele erfolgte analog
zu dem Vorgehen in Abschnitt 3.3. Zusammenfassend werden Stammldsungen von
verschiedenen thiolhaltigen Prapolymeren und den Oxazolinvernetzern in 0,01 M PBS-
Puffer angesetzt und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. In Abhéngigkeit der
gewdiinschten Hydrogeleigenschaften kdnnen beliebig funktionalisierte
Prapolymerlésungen  kombiniert ~ werden, um  zum  Beispiel  bestimmte
Kationikkonzentrationen in den spateren Hydrogelen zu realisieren. Diese
Prépolymerlésungen werden dann mit einem Aliquot einer Vernetzerldsung gemischt und
in eine zylindrische Vertiefung Uberfihrt. Nach einiger Zeit setzt dann die Michael-
Addition zwischen den Thiolfunktionalitaten der Prapolymere und der Michael-Akzeptor-
Endgruppen der Vernetzerpolymere ein, wodurch es zur Vernetzung der Polymere kommt
und die Gelbildung eintritt. Die Gele werden abgedeckt und fiir einige Stunden bei
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Raumtemperatur inkubiert, um zu gewéhrleisten, dass die Gelierung vollstandig ablaufen
kann. Im Anschluss werden die fertigen Hydrogele aus den Vertiefungen gelést und vor
der Charakterisierung fr 24 Stunden gequollen. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen
PEGDA-vernetzten Systemen wurden die Oxazolin-vernetzten Hydrogele in einem 0,01 M
PBS-Puffer gequollen, dessen pH-Wert im Nachhinein auf 7,0 eingestellt wurde. Dadurch
sollte verhindert werden, dass es zu einer vermehrten Hydrolyse der terminalen
Esterfunktionalitdten des Vernetzers kommt, bevor die Hydrogele hinsichtlich ihrer
Steifigkeit und ihres Quellverhaltens untersucht werden konnten.

4.3.1. Steifigkeit und Quellverhalten

Die drei ,,proof-of-concept“-Polymere POx-1, POx-2 und POx-3 wurden zur Vernetzung
des zuvor in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen thiolhaltigen Prapolymers Psnl
(Mn = 21,2 kg/mol; AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%) verwendet. Alle Gele wurden als
Triplikate mit einer Gelkonzentration von = 100 mg/mL hergestellt. Die Ergebnisse der
Charakterisierung der Gele sind im Nachfolgenden aufgefiihrt (Tabelle 7). Um die
Eigenschaften der neuen Hydrogelsysteme besser mit denen der PEGDA-vernetzten
Hydrogele vergleichen zu konnen, wurde ein Hydrogel bestehend aus Psnl und
PEGDAGss00 (8 = 100 mg/mL) ebenfalls aufgefuhrt. Auffallig beim Herstellen der Gele war,
dass die Zeit bis zum Eintreten der Gelierung (optisch tberprift durch tube-inversion-Test)
mit Uber 15 Minuten, fur die gewahlte Konzentration hoch war. Die erhaltenen Gele waren
nach Ablauf der Inkubationszeit jedoch durchgehend stabil, sodass sie ohne weitere

Probleme charakterisiert werden konnten.

Tabelle 7: Ubersicht tber die Daten der ersten Oxazolin-vernetzten Hydrogele.

Vernetzer E2 [kPa] QP Gelanteil® [%0]
POx-1 2,7+0,2 13,2+0/4 86 +2
POx-2 3,4+0,2 125+0,1 871
POx-3 40+0,1 12,1+£0,2 903

PEGDA3s500 13,2+0,7 10,0+0,1 94+1

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft,
1% Deformation und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH =7
fur 24 h bei rt; c: ermittelt nach Quellung in H20 fiir 48 h bei rt.

Bei der Betrachtung der Eigenschaften liel3en sich Hydrogele mit einem E-Modul zwischen
2,7 und 4 kPa feststellen. Diese Werte waren, vor allem im Vergleich zu den vorher
untersuchten PEGDA-Systemen, relativ gering. Der direkteste Vergleich zu den PEGDA-

Systemen konnte bei den Hydrogelen durchgefiihrt werden, welche mit POx-3 vernetzt
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wurden, da dieses ein nahezu identisches Molekulargewicht wie PEGDAss00
(Mn, Pox-3 = 3500 g/mol) aufwiesen. Die Steifigkeit des PEGDA-Systems war im Vergleich
zum POx-3 um mehr als den Faktor 3 groBer und wies somit eine deutlich hohere
mechanische Stabilitat auf. Dabei galt es zu beachten, dass auch wenn beide Vernetzer ein
vergleichbares Molekulargewicht aufwiesen, sie sich doch deutlich beztglich ihrer Struktur
unterschieden. PEGDAss00 besal® im Durchschnitt 76 Wiederholungseinheiten in seinem
Polymerrtickgrat, welches in einer linearen Kette als bifunktioneller Vernetzer fungierte.
POx-3 hingegen wies im Durchschnitt 32 Wiederholungseinheiten auf, was selbst bei einer
linearen Anordnung in einer Kette in weniger als der Hélfte der Lange des PEGDA3s00
resultiert hatte. Da die Wiederholungseinheiten beim POx-3 jedoch zusétzlich Uber drei
Polymerarme verteilt waren, konnte bei diesem statistisch gesehen von einem End-zu-End
Abstand  zweier Kettenenden von durchschnittlich 21 Wiederholungseinheiten
ausgegangen werden. Dadurch wirde sich eine effektive Kettenlange fur die Vernetzung
ergeben, welche etwas mehr als einem Viertel der Lange des PEGDAss00 entsprach. Diese
erhohte Kettenldnge des PEGDAssoo sorgte daher vermutlich fir eine wesentlich
effektivere Vernetzung der thiolhaltigen Prapolymere, bei welcher ein hoherer Anteil der
Acrylat-Endgruppen umgesetzt und weniger intramolekulare Vernetzungen ausgebildet

wurden.

Dieser Einfluss der Kettenlange auf die Steifigkeit der Hydrogelsysteme konnte ebenfalls
beim Vergleich der einzelnen POx-Vernetzer untereinander beobachtet werden. POx-1
besall mit durchschnittlich 12 Wiederholungseinheiten die kirzeste Kettenldange, was zum
geringsten E-Modul der Hydrogele von 2,7 kPa fuhrte. Die Hydrogele des mit
durchschnittlich 23 Wiederholungseinheiten langen POx-2 wiesen bereits eine um 26%
erhohte Steifigkeit von 3,4 kPa auf und die Hydrogele aus POx-3 waren mit einem
E-Modul von 4 kPa um 48% steifer als die POx-1-Gele. Der Vergleich der einzelnen
Oxazolinvernetzer untereinander zeigte somit erneut, dass kirzere Vernetzerlangen zu
geringeren mechanischen Festigkeiten der entstehenden Hydrogele fuhrten. Um diesen
Effekt noch einmal genauer zu erldutern, wurde im Nachfolgenden eine schematische
Darstellung der VVernetzungsreaktion zwischen einem thiolhaltigen Prépolymer und einigen
Oxazolinvernetzern mit unterschiedlicher Lange aufgefiihrt (Abbildung 51). Die dabei
aufgefiihrten Oxazolinvernetzer kbnnen zum besseren Verstandnis sinngemaél als die dreli
zuvor beschriebenen Vernetzer POx-1 (grun), POx-2 (blau) und POx-3 (rot) betrachtet

werden.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung des Einflusses der Vernetzerlange auf die VVernetzungseffizienz; rot = langer
Vernetzerarm; blau = mittellanger Vernetzerarm; griin = kurzer Vernetzerarm.

In der Abbildung 51 sollte die Bindungsfindung in Abhangigkeit der Vernetzerléange etwas
Uberspitzt dargestellt werden. Beim langsten Vernetzer (rot) ist die Ausbildung von
Vernetzungspunkten mit drei unterschiedlichen Prapolymerketten gut méglich. Auch wenn
bereits ein oder zwei Vernetzerarme an Thiole gebunden sind, was zu einer deutlichen
Einschrankung der Bewegungsfreiheit des VVernetzers fiihrt, besitzt der dritte Arm aufgrund
seiner Lange noch genug Reichweite, um potenziell ein drittes unterschiedliches
Prapolymer in seiner Ndhe zu erreichen und an dieses zu binden. Dieses Szenario wirde in
einer optimalen Vernetzung der Prapolymere durch den Vernetzer resultieren. Beim
Vernetzer mit mittlerer Lange (blau) andert sich diese Situation bereits etwas. Durch die
Bindung an ein Prépolymer verringert sich die Beweglichkeit des Vernetzers deutlich,
wodurch die ihm zur Verfugung stehende Anzahl an Thiolen reichweitenbedingt, ebenfalls
abnimmt. Es kénnen weniger intermolekulare Vernetzungen stattfinden und die Anzahl an
intramolekularen Michael-Additionen nimmt zu. Dieser Effekt wiirde beim Einsatz des
kirzesten der drei Vernetzer (grin) noch einmal verstérkt auftreten, wodurch kaum noch
intermolekulare Vernetzungen mehr ausgebildet werden und die mechanische Stabilitéat der
Systeme deutlich abnehmen wirde. Die gewdhlte Darstellung ist im Vergleich zu den
hergestellten Vernetzern POx-1, POx-2 und POx-3 etwas (berspitzt, sollte jedoch die
zugrundeliegende These beziiglich des Einflusses der Vernetzerldnge auf die mechanische

Stabilitat der Hydrogele unterstitzen.

Die Vermutung, dass die kirzere Linge der Oxazolinvernetzer, im Vergleich zum

PEGDAG3s00, zu einer weniger effektiven Vernetzung fuhrt, wird durch die Betrachtung der
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Quellwerte der Hydrogelsysteme weiter verstarkt. Die mittels POx-Vernetzung
hergestellten Hydrogele weisen alle einen erhohten Quellwert (12,1 — 13,2) im Vergleich
zu den PEGDA-Gelen (10) auf, wobei der Grad der Quellung mit zunehmender
Vernetzerlange abnimmt. Auch der Vergleich des Gelanteils weist auf eine vollstandigere
Vernetzung der Hydrogele mit zunehmender Lange der Oxazolinvernetzer hin. Der
Unterschied zwischen den einzelnen Oxazolinvernetzern war, mit einem Wert von 86% fiir

den kirzesten und 90% fur den langsten Vernetzer, jedoch relativ gering.

Zusammenfassend lieRen sich mechanisch stabile Hydrogelsysteme herstellen, welche
jedoch im Vergleich zu den zuvor beschriebenen PEGDA-Systemen eine geringe
Steifigkeit aufweisen. Nach der Charakterisierung der Hydrogele galt es nun, die
Abbaubarkeit dieser zu verifizieren. Um die Bedingungen in einer Zellkultur méglichst gut
nachzuahmen, wurden die Gele in einem 0,01 M PBS-Puffer bei 37 °C inkubiert. Die
Erfassung des Abbaus erfolgte analog zu dem Vorgehen in Abschnitt 3.3.6 indem der
E-Modul der Gele zum Zeitpunkt t (Et) prozentual ins Verhaltnis zum Ausgangs-E-Modul
(Eo) gesetzt wurde (Abbildung 52). Die Auswertung sollte einen Eindruck davon liefern,

ob die erhaltenen Systeme ein schnelles und konstantes Abbauverhalten aufweisen.
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Abbildung 52: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Oxazolinvernetzern POx-1, POx-2 und POX-3.
Die Betrachtung der Abbauexperimente zeigte, dass die erhaltenen Hydrogele keinen oder
einen nur sehr schwachen Abbau aufzeigten. Vor allem die Hydrogele aus den beiden
kurzkettigeren Vernetzern POx-1 und POx-2 wiesen nach Uber 30 Tagen Inkubationszeit
einen Verlust im E-Modul von gerade einmal knapp Uber 20% gegeniiber des Eo auf
(volistandige Daten im Anhang, Abschnitt 7.7, Seite 183). Die Abbauraten dieser beiden
Gelsysteme lagen nach 32 Tagen bei durchschnittlich 0,2% des urspriinglichen Eo pro Tag
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(Eo/d). Diese Abbauraten waren sehr gering und lagen sogar deutlich unter der Abbaurate
des PEGDA-Systems, welche in Abschnitt 3.3.6 untersucht wurde, von ungefahr 0,5% Eo/d

Eine mogliche Erklarung fir diese niedrigen Abbauraten kdnnten die geringeren Léngen
der Vernetzerketten gewesen sein, welche bei der Vernetzung zu sehr engmaschigen
Netzwerken gefiihrt haben. Durch diese dichte Vernetzung kdnnte es zu einer verringerten
Zuganglichkeit der Esterfunktionalitaiten gekommen sein, was die Hydrolyse dieser
behindert und als Folge dessen den Abbau verlangsamt hat. Zusatzlich konnte auch die
allgemeine Hydrophilie der VVernetzerketten eine Rolle gespielt haben, da die beiden kurzen
Vernetzer POx-1 und POx-2 aufgrund der vergleichsweise geringen Anzahl an
hydrophilen EtOx-Wiederholungseinheiten nicht besonders hydrophil gewesen sind.
Dadurch wére es denkbar gewesen, dass sich einige hydrophobe Bereiche der
Polymerketten partiell zusammengelagert und die vorliegenden Esterfunktionalitdten somit
zusétzlich abgeschirmt haben. Ein dhnliches Verhalten konnten LuToOLF et al. in ihrer
Arbeit mit PEG-co-Peptid-Konjugaten beobachten.[® Sie konnten dabei zeigen, dass es
durch den Einsatz von hydrophoberen Aminoséauren in den verbindenden Peptiden zu einer
Verringerung der Hydrolysegeschwindigkeit der labilen Esterfunktionalitdten gekommen
ist. Es war moglich, die Abbaugeschwindigkeit ihrer Systeme zu kontrollieren, indem sie
die Hydrophilie der Peptide durch die Auswahl von unterschiedlich hydrophoben

Aminosauren einstellten.

Die Hydrogele, welche durch die Vernetzung mit dem langkettigen POx-3 hergestellt
wurden, wiesen im Vergleich zu den anderen beiden Systemen eine erhohte Abbaurate auf.
Nach 32 Tagen konnte eine durchschnittliche Abbaurate von tber 1,2% pro Tag festgestellt
werden. Diese zunehmende Abbaurate lieR sich vermutlich auf die, durch die grofere
Anzahl an EtOx-Wiederholungseinheiten bedingte, erhéhte Hydrophile und Kettenldnge
des POx-3 zuruckfihren. Diese konnte flir eine weitmaschigere Vernetzung der
Polymerketten und eine hydrophilere Umgebung der labilen Esterfunktionalitaten gesorgt

haben.

Die Ergebnisse dieser ersten ,,proof-of-concept“-Systeme konnten eine allgemeine
Eignung der Oxazolinvernetzer zur Herstellung von hydrolytisch abbaubaren
Hydrogelsystemen bestatigen. Grundlegend konnten mechanisch stabile Hydrogele
erhalten werden, welche ein gewisses Abbauverhalten durch Hydrolyse aufwiesen.

Allerdings galt es an dieser Stelle, das System weiterzuentwickeln und hinsichtlich einer
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spateren Anwendung in Zellexperimenten zu verbessern. Zum einen ware es
winschenswert, ein breiteres Spektrum an Steifigkeiten realisieren zu kdnnen. Zum
anderen ist das bisher festgestellte Abbauverhalten, vor allem hinsichtlich einer spateren
Anwendung in Zellexperimenten, deutlich zu gering. Daflr sollten weitere
Vernetzersysteme mit alternativen Zusammensetzungen und Endgruppen hergestellt und

untersucht werden.

4.4, Optimierung des Vernetzersystems

Die ersten ,,proof-of-concept“-Systeme waren zwar grundlegend funktionabel, wiesen
jedoch noch einige Schwachen auf, welche es im Nachfolgenden zu beheben galt. Ein
Fokus sollte dabei auf der Untersuchung alternativer Endgruppen der Vernetzer liegen. Die
zuvor verwendeten Acrylat-Endgruppen konnten zwar erfolgreich zur Vernetzung der
thiolhaltigen Prapolymere verwendet werden und haben auch ein gewisses Abbauverhalten
aufgewiesen, jedoch war dieser Abbau sehr langsam und ware flr die weitere Forschung
von geringem Interesse gewesen. Zusatzlich schien die Vernetzung mithilfe der Acrylat-
Endgruppen relativ langsam abzulaufen (tcer > 15 Minuten) was in Bezug auf eine spétere
3D-Verkapselung von Zellen zu Problemen fiihren kénnte.

Zusétzlich zu der Untersuchung von alternativen Endgruppenfunktionalitaten sollte auch
der Einfluss der Kettenldnge, alternativer Monomere, sowie der Einsatz von

bifunktionellen Oxazolinvernetzern im Nachfolgenden naher betrachtet werden.
4.4.1. Alternative Endgruppenfunktionalitaten

Durch das Einfuhren von alternativen Endgruppenfunktionalitaten sollten zwei Probleme
gleichzeitig angegangen werden. Zum einen sollte durch das Einfiihren eines besser
zuganglichen Esters der hydrolytische Abbau erleichtert werden und die
Abbaugeschwindigkeit der Hydrogele als Folge dessen zunehmen. Zum anderen sollten die
Acrylat-Endgruppen durch einen reaktiveren Michael-Akzeptor ersetzt werden, um die

Vernetzungsgeschwindigkeit zu erhohen und somit die Gelierungszeit zu verringern.

Um den hydrolytisch labilen Ester zugénglicher zu machen, sollte dieser raumlich weiter
von der Bindungsstelle mit dem thiolhaltigen Prépolymer entfernt werden.

Vorhergegangene Arbeiten an einem alternativen System, welches in dieser Arbeit nicht
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weiter beschrieben wurde, haben gezeigt, dass durch die Positionierung der
Esterfunktionalitaten moglichst weit entfernt vom Vernetzungspunkt die Geschwindigkeit
der Hydrolyse signifikant erh6ht werden konnte. Um dies zu realisieren, sollten einige CH»-
Einheiten als Abstand zwischen dem Ester und der Michael-Akzeptor-Endgruppe

fungieren. Eine grafische Veranschaulichung dieser Idee ist in Abbildung 53 dargestelit.

(@]
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!—POx—oj\/\/\/ ' 3 T !—POx—oj\/\/\/ g

Abbildung 53: Schematische Darstellung des Ansatzes zur Verbesserung der Zugénglichkeit des hydrolytisch labilen
Esters; blau = hydrolytisch labiler Ester, rot = Abstandshalter, orange = Michael-Akzeptor.

Bezuglich der Endgruppe sollte vom Acrylat zu einem reaktiveren Michael-Akzeptor
gewechselt werden. Der Vergleich der Reaktivitaten von verschiedenen Michael-Akzeptor-
Funktionalitditen hat gezeigt, dass sich Acrylate eher im Mittelfeld befinden
(Abbildung 54).1173

Acrylate & Methacrylate &

Maleimide  Vinylsulfone Acrylamide Methacrylamide

O O
o]
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Abbildung 54: Vergleich der Reaktivitaten verschiedener Michael-Akzeptor-Funktionalitaten. (Modifiziert aus [173])

Um die Geschwindigkeit der Vernetzungsreaktion der Oxazolinvernetzer zu erh6hen, sollte
der Wechsel von den Acrylat-Endgruppen zu den reaktiveren Maleimid- oder Vinylsulfon-
Endgruppen untersucht werden. Unter Berlcksichtigung der oben beschriebenen Erhéhung
der Zuganglichkeit der Ester sollte die Einfuhrung der Endgruppe dabei Uber zwei Schritte

erfolgen. Im ersten Schritt sollten die Oxazolinmonomere einer Polymerisation unterzogen
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werden, welche im Anschluss durch Zugabe von 3-Mercaptopropionsaure terminiert wurde
(Schema 7).

e .7 0
Br ©
. / \ " /\| OJJ\/\SH " Jl\/\
Initiator—Br + N _O ———— Initiator+N N.® Initiator4+N O SH
\( MeCN o )~/-o TEA o
rR 120°C,1h R 60 °C,10h

X

Schema 7: Syntheseschema des ersten Schrittes der optimierten Oxazolinvernetzersynthese.

Durch diese Reaktion konnten Polyoxazolin-Prapolymere (POx-SH) erhalten werden,
welche Uber labile Ester- und terminale Thiolfunktionalitaten verfligten. Diese kénnen
dann im Anschluss zundchst einer ausgiebigen Charakterisierung, beztglich
Zusammensetzung und Endgruppenfunktionalisierungsrate, unterzogen werden. Zur
Erlauterung des Vorgehens bei der Charakterisierung mittels *H-NMR-Spektroskopie
wurde im Nachfolgenden das Spektrum eines trifunktionellen POx-SH aus PEtOXx
dargestellt (Abbildung 55). Die Bestimmung der Zusammensetzung erfolgte wie bereits in
Abschnitt 4.2.2 beschrieben durch den Vergleich der Signale der CH»-Einheiten der
Oxazolin-Seitenketten (6) mit den Signalen der benzylischen CH>-Einheiten des
Initiators (2). Die Quantifizierung der Endgruppenfunktionalitaten erfolgte Uber den
Vergleich der Signale der CHz-Einheiten der terminalen Mercaptopropionsaure (5) und der

benzylischen CH2-Einheiten des Initiators (2).
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Abbildung 55: Beispielhaftes *H-NMR-Spektrum eines trifunktionellen POx-SH aus PEtOx in CDCls.

Aufgrund der terminalen Thiolfunktionalitat konnen diese POx-SH als Basis fir die
Einflihrung beliebiger Michael-Akzeptor-Endgruppen genutzt werden. Um am Ende einen
funktionsfahigen Vernetzer zu erhalten, sollten die POx-SH mit bifunktionellen Michael-
Akzeptor-Molekilen (Abbildung 56) umgesetzt werden. Die eine Seite der reaktiven
Molekdle sollte dabei mit den terminalen Thiolfunktionalitdten des POx-SH reagieren,
sodass die zweite Michael-Akzeptor-Funktionalitdt dann flr die spatere Vernetzung der

thiolhaltigen Prapolymere bei der Gelbildung zur Verfligung steht.

O
i
O
1,2-Bis-( Malelmldo)ethan Divinylsulfon
(BME) (DVS)

Abbildung 56: Struktur der beiden bifunktionellen Michael-Akzeptor-Molekile.

Die beiden fir die Funktionalisierung gewéhlten Molekiile waren 1,2-Bis(Maleimido)ethan
(BME) und Divinylsulfon (DVS). Diese sollten aufgrund ihrer erhdhten Reaktivitét als
Michael-Akzeptoren zum einen fur eine effektive Funktionalisierung der POx-SH sorgen
und gleichzeitig eine schnellere Vernetzung bei der spateren Gelbildung ermdglichen. Das
Reaktionsschema der Funktionalisierung wurde im Nachfolgenden exemplarisch fir eine

DVS-Funktionalisierung dargestellt (Schema 8). Die Reaktion mit BME erfolgte analog zu
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dem dargestellten Schema mit BME anstatt DVS als Reaktand und Dimethylformamid
(DMF) als Losungsmittel.

(0] 0 2
Q JJ\/\ S
Jj\/\ " - /\/S\/
3 s ————— > |nitiator+N @) S !
InitiatorN o) SH + \/5\/ CH,Cl, TEA 0

o tt, 4h

Schema 8: Reaktionsschema der Funktionalisierung von POx-SH mit DVS.

Bei der Reaktionsfiihrung wurde darauf geachtet, dass die mogliche Nebenreaktion der
Reaktion von zwei POx-SH an ein bifunktionelles Michael-Akzeptor-Molekil moglichst
unterbunden wird. Dafiir wurde ein Uberschuss des Funktionalisierungsreagenz vorgelegt
und das POx-SH langsam  zugetropft. Durch den  Uberschuss an
Funktionalisierungsreagenz und der hohen Reaktivitat dieses in einer Michael-Addition
sollten  die terminalen  Thiolfunktionalititen  direkt von  ungebundenem

Funktionalisierungsreagenz umgesetzt werden und eine Vernetzung dadurch vermieden

werden.
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Abbildung 57: 'H-NMR-Spektrum des POx-DVS in CDCla.
Das zuvor untersuchte POx-SH wurde durch die Reaktion zu DVS-funktionalisiertem POXx

(POx-DVS) und Maleimid-funktionalisiertem POx (POx-MI) umgesetzt. Die Bestéatigung

des Erfolges der Funktionalisierungsreaktion wurde im Anschluss an die Aufarbeitung
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mittels *H-NMR-Spektroskopie (Abbildung57) (*H-NMR des POx-MI im Anhang;
Seite 198, NMR 23) durchgefiihrt.

Die Quantifizierung der Endgruppenfunktionalisierungsrate erfolgte durch den Vergleich
der Signale der vinylischen Protonen der Vinylsulfon- (2, 3, 4) beziehungsweise Maleimid-
Endgruppen mit den benzylischen Protonen (5) des Initiators. Die Daten der

funktionalisierten Polymere POx-DVS und POx-MI wurden in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Daten der beiden funktionalisierten Oxazolinvernetzer POx-DVS und POx-MI.

EtOx- Eb MpNMR ¢ MnGPC d
Polymer o d
Einheiten? [90] [g/mol] [g/mol]
POx-DVS 48 81 5500 5900 1,11
POx-MI 48 82 5900 6400 1,11

a: ermittelt aus 'H-NMR-Spektren durch den Vergleich der Signale der EtOx-Seitenkette und des
Initiators; b: ermittelt aus 'H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 19; c: ermittelt aus
'H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 18; d: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L LiBr
als Eluent und einem PMMA-Standard.

Durch die Betrachtung der Daten der beiden Vernetzer war ersichtlich, dass die Synthese
als solches erfolgreich abgelaufen ist. Beide Polymere wiesen eine
Endgruppenterminierungsrate von tiber 81% auf, was flr eine ausreichende Vernetzung in
den nachfolgenden Experimenten sorgen sollte. Nichtsdestotrotz sollten die
Reaktionsbedingungen weiter optimiert werden, sodass Funktionalisierungsraten von tber
90% realisiert werden kdnnen. Die Molekulargewichte der Polymere, welche mittels
'H-NMR-Spektroskopie und GPC ermittelt wurden, stimmten im Rahmen der
Abweichungen durch die Verwendung von nicht optimalen Standards bei der GPC Uberein.
Auch die Dispersitaten der Polymere lagen mit einem Wert von 1,11 im Rahmen dessen,
was von Polymeren, welche mittels einer CROP hergestellt wurden, erwartet werden
konnte und wurde zusatzlich als Beweis gesehen, dass die Vernetzung der einzelnen POXx-
SH-Ketten wahrend der Funktionalisierungsreaktion erfolgreich unterbunden werden
konnte, da dies zu einem signifikantem Anstieg der Dispersitaiten und der

Molekulargewichte gefiihrt hatte.[*72174

Die beiden neuen Oxazolinvernetzer POx-DVS und POx-MI sollten nach der
Charakterisierung nun genutzt werden, um durch die Vernetzung des thiolhaltigen
Prapolymers Psul (Mn=21,2 kg/mol; AMor/BMAC =95,9/4,1 mol%) Hydrogele
herzustellen und ihre Eigenschaften beziglich der mechanischen Stabilitdt und des

Abbauverhaltens zu evaluieren. Bei der Verwendung von POx-MI als Vernetzer in der
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Hydrogelherstellung war es jedoch nicht mdglich, homogene Hydrogele zu erhalten. Dies
war auf die sehr hohe Reaktivitat der Maleimid-Endgruppen zurlickzufiihren. Bereits beim
Zugeben des Aliquots der POx-MI-Stammldsung war eine spontane Bildung von
Gelklumpen festzustellen, welche sich auch durch nachtragliches Mischen der Hydrogel-
Losung nicht mehr homogenisieren lielen. Auch das Anpassen des pH-Wertes auf einen
Wert von 7 konnte die Reaktivitat der Maleimid-Endgruppen nicht genug verringern, um
eine spontane Gelierung zu verhindern. Selbst wenn es moglich gewesen waére, die
Hydrogel-Losung zumindest teilweise zu homogenisieren, ware die sehr hohe
Gelierungsgeschwindigkeit in Bezug auf eine spatere Anwendung in Zellexperimenten

nicht praktikabel gewesen.

Um eine Alternative zu dem oben beschriebenen DVS zu haben, sollte an dieser Stelle
zunéchst ein neues Endgruppenmolekil fur die Funktionalisierung hergestellt und
angewendet werden. Aufgrund der Ergebnisse der vorhergegangenen Experimente wurde
ein hybrides Funktionalisierungsreagenz entwickelt, das 5-Maleimido-pentyl-acrylat
(MaPenA), welches tber zwei verschiedene terminale Michael-Akzeptor-Endgruppen
verfiigte (Abbildung 58).

0] 0]
&/\/\/\OJJ\/
\
0

5-Maleimido-pentyl-acrylat
(MaPenA)

Abbildung 58: Struktur des alternativen Funktionalisierungsreagenz 5-Maleimido-pentyl-acrylat (MaPenA).

Die Idee bei dieser Verbindung war es, die hohe Reaktivitat der Maleimid-Gruppe zu
nutzen, um die Funktionalisierungsreaktion an den terminalen Thiolfunktionalitdten des
POx-SH durchzuftihren und dadurch eine quantitative Umsetzung dieser zu erreichen. Die
verbleibenden terminalen Acrylatfunktionalititen des MaPenA sollten dann zur
Vernetzung der thiolhaltigen Prapolymere genutzt werden. Durch die im Vergleich zum
Maleimid  geringere  Reaktivitit  der  Acrylatfunktionalititen  sollte  die
Gelierungsgeschwindigkeit bei der Hydrogelbildung verringert werden und dadurch die
Herstellung von homogenen Hydrogelen ermdglicht werden.

Die Synthese des MaPenA erfolgte Uber vier Syntheseschritte, welche in Schema 9

aufgefuhrt wurden.
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Schema 9: Reaktionsschema zur Synthese von 5-Maleimido-pentyl-acrylat (MaPenA).

Im ersten Schritt der Synthese (A) wurde Maleinséureanhydrid geschiitzt, damit es in den
nachfolgenden Schritten nicht zu ungewinschten Michael-Additionen kommt. Dafir
wurde das Maleinsédureanhydrid in einer Diels-Alder-Reaktion mit Furan umgesetzt. Das
geschutzte  Anhydrid  wurde im  zweiten  Reaktionsschritt (B) in  einer
Kondensationsreaktion mit 5-Aminopentanol zum Kkorrespondierenden geschitzten
5-Maleimido-pentanol umgesetzt. Der dritte Reaktionsschritt (C) war die Umsetzung des
priméren Alkohols unter Schotten-Baumann-Bedingungen zum geschiitzten 5-Maleimido-
pentyl-Acrylat. Dieses wurde im letzten Reaktionsschritt (D) durch eine Retro-Diels-

Alder-Reaktion zum gewdinschten Produkt 5-Maleimido-pentyl-acrylat umgesetzt.

0
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N N’\oJ\/\SH 7
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Schema 10: Reaktionsschema der Funktionalisierung des POx-SH mit MaPenA, um das POx-MaPenA zu erhalten.

Das MaPenA wurde zur Funktionalisierung des POx-SH in einer Michael-Addition
eingesetzt, um den MaPenA-funktionalisierten Vernetzer (POx-MaPenA) zu erhalten
(Schema 10). Der Erfolg der Reaktion wurde mittels *H-NMR-Spektroskopie tiberpriift
(Abbildung 59).
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Abbildung 59: *H-NMR-Spektrum des POx-MaPenA in CDCls.

Fur die Quantifizierung der Endgruppenfunktionalititen wurden die Signale der
vinylischen Wasserstoffatome (2, 3, 4) der Acrylat-Endgruppen mit dem Signal der
benzylischen Wasserstoffatome (5) des Initiators verglichen. Zusatzlich zum H-NMR
wurde das Molekulargewicht und die Dispersitat des Polymers mittels GPC untersucht. Die
Auswertung der Analytik ergab dabei fur das POx-MaPenA folgende Werte:
EtOx-Einheiten = 48, My"NRM = 5900 g/mol, M7 = 6200 g/mol, ® = 1,11, F = 98%.

Zusétzlich zu der zuvor beschriebenen Analytik sollte auch festgestellt werden, ob das in
der Funktionalisierung eingesetzt MaPenA auch wirklich an das Polymer gebunden war
oder ob das H-NMR-Spektrum lediglich ungebundene Riickstinde des Reagenzes
aufgezeigt hat. Um dies zu Gberprifen, wurde eine Probe des POx-MaPenA mithilfe eines
2D-DOSY-NMRs untersucht.

4.4.1. DOSY-NMR-Spektroskopie

Die diffusionsgeordnete Spektroskopie (engl.: Diffusion Ordered SpectroscopY; DOSY)
ist eine weiterentwickelte NMR-Technik, welche erstmals 1992 von et al. beschrieben
wurde.l'”® Bei einem DOSY-NMR wird, im Gegensatz zu einem regularen NMR, ein
graduelles Magnetfeld verwendet.'’®! In einem normalen NMR-Experiment mit

homogenen Magnetfeld sind die Spins aller Molekdile in einer kohdrenten Phase. Bei der
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Verwendung eines graduellen Magnetfeldes hingegen ist die Phase der einzelnen Spins von
ihrer transversalen Position abhangig, wodurch die Spins rdumlich phasencodiert sind.
Unter der Annahme, dass in der untersuchten Probe keine Translationsdiffusion stattfinden
wirde, konnte die rdumliche Phasencodierung durch die Anwendung eines zweiten
Gradientenimpulses mit umgekehrter Polaritat vollstandig negiert werden, ohne einen
Verlust des Signals im NMR zu verursachen. Sollte es jedoch zu einer
Translationsdiffusion eines Teilchens kommen, ist der zweite Gradientenimpuls nicht in
der Lage, die Phase dieses Teilchens wieder auszugleichen, wodurch es zu einer
Abschwachung des NMR-Signals kommt. Die Intensitat eines solchen Signals in einem
DOSY-Experiment lésst sich dabei wie folgend beschreiben:

| ol

I: Intensitat in Anwesenheit eines externen Gradientenimpulses
lo: Intensitat in Abwesenheit eines externen Gradientenimpulses
D: Diffusionskoeffizient
4: Diffusionszeitraum
y: Gyromagnetisches Verhaltnis
o: Dauer des Gradientenimpuls
g: Amplitude des Gradientenimpulses

Gleichung 20: Beschreibung der Signalintensitat eines NMR-Signals in Anwesenheit eines externen Gradientenimpulses.

Durch eine exponentielle Anpassung der Intensitdt I an die Gleichung 20 kann der
Diffusionskoeffizient D des dem korrespondierenden Signal zugehdrigen Teilchens
bestimmt werden. Unter Anwendung der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 21) wére
es zusatzlich moglich, den hydrodynamischen Radius des dem Signal zugehdrigen

Molekils zu bestimmen.

kgT
~ 6mnR,

ks: Boltzmann-Konstante
T: Temperatur

n: dynamische Viskositét des Losungsmittels
Ro: hydrodynamischer Radius

Gleichung 21: Stokes-Einstein-Gleichung.

Bei der Darstellung eines DOSY-NMRs wird ein 'H-NMR-Spektrum gegen die
Diffusionskoeffizienten der jeweiligen Signale aufgetragen, um dadurch ein 2D-Spektrum
zu erhalten. Dadurch ist es moglich zu erkennen, welche Signale einen vergleichbaren
Diffusionskoeffizienten aufweisen und als Folge dessen zu der gleichen Verbindung
gehoren. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Immobilisierung des MaPenA and das
POx-SH wurde ein DOSY-NMR des vermeidlichen POx-MaPenA aufgenommen
(Abbildung 60). In dem dargestellten Spektrum wurde auf der X-Achse das *H-Spektrum
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der Probe aufgefiihrt, entsprechende Diffusionskoeffizienten wurden auf der Y-Achse
aufgetragen. Die roten Flachen stellen dabei die Schnittpunkte zwischen den jeweiligen
Signalen aus dem H-Spektrum und dem dementsprechend  ermittelten
Diffusionskoeffizienten dar. Bei der Betrachtung des DOSY-NMRs war zu erkennen, dass
die Signale der EtOx-Wiederholungseinheiten (A, 2, C) des Polymers einen &hnlichen
Bereich an Diffusionskoeffizienten aufwiesen von um die 2-e2°m2/s. Dadurch war zu
erkennen, dass die Signale der Wiederholungseinheiten alle einer Art von Polymer mit
einer engen Molmassenverteilung zuzuordnen waren. Bei einem Polymer mit einer breiten
Molmassenverteilung ware der Bereich der den jeweiligen Signalen der
Wiederholungseinheiten  zugeordneten  Diffusionskoeffizienten wesentlich  breiter
gewesen. Hatte ein Gemisch aus beispielsweise zwei Polymeren mit unterschiedlichen
Molekulargewichten aber vergleichbarer Zusammensetzung vorgelegen, so waren zwei

komplett unterschiedliche Diffusionskoeffizienten-Bereiche erkennbar gewesen.
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Abbildung 60: Bearbeitetes DOSY-NMR-Spektrum des POx-MaPenA.

Um zu tiberpriifen, ob die im *H-NMR gemessenen Acrylat-Signale (a, b, c) am Polymer
immobilisiert waren, wurde die Diffusionskoeffizienten dieser mit denen der EtOx-
Wiederholungseinheiten (A, B, C) verglichen. Da die Signale einen vergleichbaren
Diffusionskoeffizienten wie die Signale der EtOx-Einheiten aufgewiesen haben, konnte
von einer erfolgreichen Immobilisierung gesprochen werden. Um den Erfolg der

Herstellung des POx-DVS zu verifizieren, wurde ein DOSY-NMR gemessen und
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ausgewertet (Abschnitt 7.8, Seite 199). Die Auswertung des Spektrums konnte den
ebenfalls erfolgreichen Ablauf der Herstellung des POx-DVS bestatigen.

4.4.2. Evaluation der neuen Vernetzer

Als Ergebnis der Weiterentwicklung der ersten ,,proof-of-concept“-Vernetzersysteme
konnten die beiden Vernetzer POx-DVS und POx-MaPenA erfolgreich hergestellt und
charakterisiert werden. Dabei wurde die Endgruppen der Vernetzer angepasst, um die zuvor
unter Abschnitt 4.4 beschrieben Strukturelemente erfolgreich einzubauen (Abbildung 61).

POx-DVS

o] ]
1]
N OJ'I\/\S/\/?,)J
EO
B = hydrolytisch labiler Ester
X

I = Abstandshalter
POx-MaPenA m = Michael-Akzeptor

£

Abbildung 61: Ubersicht tiber die Struktur der neuen Vernetzerpolymere POx-DVS und POx-MaPenA.

Um ihren Einfluss auf die spateren Hydrogele zu evaluieren, sollten sie in den
nachfolgenden Experimenten zur Vernetzung des thiolhaltigen Prépolymers Pshl
(Mn = 21,2 kg/mol; AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%) verwendet werden. Die Herstellung
der Gele sollte analog zu der zuvor beschriebenen Prozedur (Abschnitt 4.3, Seite 77)
erfolgen. Dabei wurden Hydrogele mit zwei unterschiedlichen Gewichtskonzentrationen
von =100 mg/mL und 200 mg/mL hergestellt. Um den vorzeitigen hydrolytischen Abbau
der Esterfunktionalitaten zu verringern, wurden die Hydrogele nach der Gelierung in einem
0,01 M PBS-Puffer gequollen, dessen pH-Wert nachtraglich auf 7 eingestellt worden ist.
Die Gele wurden im Anschluss auf ihre Steifigkeit sowie ihr Quellverhalten hin untersucht
(Tabelle 9). Zum Vergleich wurden auch die zuvor ermittelten Daten der Hydrogele aus
POx-3 (M"MR = 3 5 kg/mol, EtOx-Einheiten = 32) sowie PEGDAssoo aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Ubersicht {iber die Eigenschaften der Hydrogele aus den Vernetzern POx-DVS und POx-MaPenA.

Vernetzer p [mg/mL] E? [kPa] Q
100 24+01  132+03P
POX-DVS
200 100+05  9,1+0,1°
100 23+02  133+05P
POx-MaPenA
x-hiaren 200 110+01  8,6+0.4P
POX-3 100 40+01  121+025
100 132+07 100+01¢
PEGDAss0 200 375+12  7.2+01°

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft,
1% Deformation und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit
pH = 7 flir 24 h bei rt; c: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mitpH =7,4
fur 24 h bei rt.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Vernetzung des thiolhaltigen Prapolymers mit
den beiden neuen Vernetzern POx-DVS und POx-MaPenA zur Bildung von stabilen
Hydrogelen gefiihrt hat. Die E-Module der dabei erhaltenen Gele lagen bei 2,3 und 2,4 kPa
fiir die niedriger konzentrierten Gele (5 = 100 mg/mL) und bei 10 und 11 kPa flr die héher
konzentrierten Gele (=200 mg/mL). Der Vergleich der neuen Hydrogele mit denen,
welche zuvor mit dem Vernetzer POx-3 hergestellt worden sind, zeigte eine Abnahme des
E-Moduls der neuen Systeme um 33% (POx-DVS) bis 40% (POx-MaPenA).

Diese Verringerung der Gelsteifigkeit konnte als moglicher Hinweis fir eine erhdhte
Hydrolyselabilitat der neuen Vernetzer gesehen werden. Da die Vernetzungsreaktion bei
einem leicht alkalischen pH-Wert von 7,4 durchgefihrt wurde wére es denkbar gewesen,
dass ab diesem Zeitpunkt bereits die Hydrolyse einiger Vernetzer-Endgruppen eingesetzt
hat. Auch wenn die Gele nach der Vernetzung zum Quellen in eine Pufferlésung Gberflihrt
wurden, welche nachtraglich auf einen pH-Wert von 7 eingestellt worden ist, musste davon
ausgegangen werden, dass wahrend der Reaktionszeit von 8 bis 10 Stunden, welche einen
moglichst vollstandigen Umsatz der Funktionalitdten in einer Michael-Addition
gewahrleisten sollten, bei einem pH-Wert von 7,4 ein hydrolytischer Abbau stattgefunden
hat. Diese Vermutung schien sich beim Vergleich der Quellwerte der Hydrogele weiter zu
bestarken. Die Hydrogele, welche mit POx-DVS und POx-MaPenA vernetzt wurden,
wiesen erhéhte Quellwerte von 13,2 und 13,3 auf, im Vergleich zu den Gelen aus POx-3
mit einem Quellwert von 12,1. Diese erhéhte Quellung wies auf eine weniger dichte oder
unvollstandigere Vernetzung hin, welche ebenfalls durch die Hydrolyse der Vernetzer
verursacht worden sein konnte. Ein weiterer Faktor, welcher zu der geringeren

Gelsteifigkeit ~ gefiihrt haben konnte, war  die leicht  verringerte
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Endgruppenfunktionalisierungsrate des POx-DV'S von 81%. Auch wenn die Stéchiometrie
der beiden Hydrogelkomponenten vor der Vernetzung entsprechend den ermittelten
Endgruppenfunktionalisierungsraten angepasst wurde, musste davon ausgegangen werden,
dass statistisch gesehen ein Teil der eingesetzten Vernetzer nicht trifunktionell war,
sondern nur bi- oder monofunktionell. Diese Vernetzer mit unvollstandiger
Endgruppenfunktionalisierung, koénnten fur eine weniger enge Vernetzung der
Polymerketten gesorgt haben und wiirden bei einer moglichen Hydrolyse, im Vergleich zu

den vollstandig funktionalisierten Vernetzern, friher zu einem Vernetzungsverlust fuhren.

Auch wenn die Hydrogele, welche mit den neuen Vernetzern POx-DVS und POXx-
MaPenA hergestellt worden sind, ber einen geringeren E-Modul verfugten als die zuvor
hergestellten Hydrogele, so konnte dies doch als mdglicher Erfolg gesehen werden, da es
ein Indiz fur eine deutlich héhere Abbaugeschwindigkeit der Gele war. Diese galt es nun
durch Abbauexperimente zu verifizieren. Daflr wurden die Hydrogele wie zuvor in
Abschnitt 3.3.6 (Seite 48) beschrieben in 0,01 M PBS-Puffer bei 37 °C inkubiert. Das E-
Modul der Gele zum Zeitpunkt t (Et) wurde prozentual ins Verhaltnis gesetzt zum E-Modul
zum Zeitpunkt t = 0 (Eo). Die Experimente wurden fir die Gele aus den Vernetzern POx-
DVS (blau) und POx-MaPenA ( ) fur beide Gelkonzentrationen durchgefuhrt
(Abbildung 62).

E;[%]
o—MaPenA 100 mg/mL
100 4 —e—MaPenA 200 mg/mL
] o—DVS 100 mg/mL
80 A o—DVS 200 mg/mL
60 - 2.3
40 A
20 1 N .
4 ) ° or
0 . . . . o . . . . . . o] : 0
0 10 20 30 40 50 60
t[d]

Abbildung 62: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Oxazolinvernetzern POx-DVS und POx-MaPenA.

Die Ergebnisse der Abbauexperimente haben gezeigt, dass die Abbaugeschwindigkeit der

Hydrogele deutlich gesteigert werden konnte im Vergleich zu den zuvor untersuchten
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Systemen (POx-1, POx-2, POx-3, Abbildung 52, Seite 81). Vor allem die Hydrogele aus
POx-DVS zeigten einen deutlichen Hydrolyse-bedingten Abbau auf von durchschnittlich
4,3% (DVS 100 mg/mL) und 1,7% pro Tag (DVS 200 mg/mL). Selbst fur die héher
konzentrierten Hydrogele lag die Abbaugeschwindigkeit somit deutlich Uber dem zuvor

ermittelten Wert fir POx-3 von 1,2% pro Tag.

Fur die Hydrogele, welche mit POx-MaPenA vernetzt wurden, ergaben sich fur beide
Gelkonzentrationen Uber den Messzeitraum von 60 Tagen Abbaugeschwindigkeiten von
1,3% pro Tag. Auffallig dabei war, dass vor allem die Hydrogele aus POx-MaPenA
innerhalb der ersten 20 Tage einen deutlich schnelleren Abbau aufgewiesen haben (2,65%
bei 100 mg/mL und 1,7% bei 200 mg/mL) als danach. Eine mogliche Erklarung dafur ist,
dass bei der Polymerisation trotz der sehr engen Molmassenverteilung einige
Polymerketten entstehen, welche langer sind als der Durchschnitt. Entsprechend der zuvor
aufgestellten Hypothese, dass eine hohere Kettenlange zu hydrophileren Polymeren mit
zuganglicheren Esterfunktionalitdten flhrt, konnte dies als mdgliche Erklarung fur diese
Beobachtung dienen. Analog zu den Gelen aus POx-MaPenA konnte bei den Hydrogelen
aus POx-DVS (f =200 mg/mL) ein &hnliches Verhalten festgestellt werden. Die Gele
wiesen eine Abbaurate von 3,1% pro Tag innerhalb der ersten 21 Tage auf, welche danach
auf 0,9% fur den Rest der Messungen gefallen ist. Der Abbau der Systeme lief3 sich dadurch
in zwei verschiedene Phasen unterteilen, welche sich  bezlglich ihrer
Abbaugeschwindigkeiten unterschieden. In der ersten Phase wurden zundchst die
Vernetzerketten hydrolysiert, welche etwas langer als der Durschnitt waren. Sie waren
etwas hydrophiler und hatten zugénglichere Esterfunktionalitaten, was zu einem schnellen
Abbau gefihrt hat. In der zweiten Phase wurde das Netzwerk nun hauptsachlich von den
kiirzeren Vernetzerketten zusammengehalten, welche dementsprechend hydrophober
waren und Uber weniger zugéangliche Ester verfugten. Dies resultierte in niedrigeren
Abbaugeschwindigkeiten, welche eher mit der Abbaugeschwindigkeit der zuvor
untersuchten Hydrogele aus POx-3 vergleichbar waren. Diese Beobachtungen deckten sich
zum Teil mit den Untersuchungen von BOWMAN et al., welche festgestellt haben, dass der
Einbau von unterschiedlich langen hydrolytischen labilen Ester-Einheiten in ihre PEG-
Netzwerke, zu einer exponentiell verlangsamten Hydrolyse dieser fiihrte.l’"178 Die
Hydrolyse der untersichten Netzwerke lief dabei zu Beginn sehr schnell ab, jedoch wurde
der vollstandige Abbau gegen Ende der Untersuchungen durch einzelne hydrophobere

Ester-Einheiten signifikant verlangsamt.
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Zusammengefasst lieR sich somit sagen, dass es moglich war, durch die Optimierung der
Endgruppenfunktionalitaten der Vernetzersysteme, Hydrogele herzustellen, welche eine
deutlich erhohte Abbaugeschwindigkeit aufgewiesen haben. Vor allem das neu entwickelte
Vernetzersystem POx-DVS schien, bezuglich einer spateren Anwendung in
Zellexperimenten, sehr vielversprechend zu sein. Durch die Erhéhung der
Hydrolyselabilitdt kam es jedoch zu einer Verringerung der Steifigkeit der Hydrogele,
welches sich in spateren Experimenten durch den Einsatz hoherer Gelkonzentrationen
ausgleichen lassen konnte.

Durch das erfolgreiche Etablieren der hydrolytisch labilen Endgruppe des POx-DVS
konnten nun in den nachfolgenden Experimenten zwei unterschiedliche

Endgruppensysteme angewendet werden (Abbildung 63).

(0] O O
I
N OJ\/ N O)l\/\s/\/g\/
X X

POX-"X"-A POx-"X"-MPDVS
Abbildung 63: Struktur der beiden etablierten Endgruppen (rot) fir die Oxazolinvernetzersynthese.
Zum einen wurden die Acrylat-Endgruppen (als POx-“X“-A bezeichnet) angewendet, die
fir die Herstellung stabiler Hydrogele genutzt werden kdnnen und einen langsamen
hydrolytischen Abbau aufweisen. Als Alternative dazu wurde die Mercaptopropionséure-
Divinylsulfon-Endgruppe (als POx-“X“-MPDVS bezeichnet) angewendet, welche
Hydrolyse bedingt zu etwas weniger steifen Gelen fuhrt, welche daflr eine erhdhte

Abbaugeschwindigkeit aufweisen.

4.5. Variation der Vernetzerparameter

Durch das Einflihren der alternativen Vernetzer-Endgruppe (MPDVS) war es erstmals
moglich, Hydrogele mit einer erhohten Abbaugeschwindigkeit herzustellen. Um in
zukinftigen Arbeiten im Optimalfall bereits vor der Synthese eine Vorhersage tber die
spateren Hydrogeleigenschaften treffen zu konnen, galt es den Einfluss weiterer

Vernetzerparameter genauer zu untersuchen. Dafur sollte der Einfluss der Vernetzerlange,
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der Einsatz von bifunktionellen Vernetzern und Copolymerriickgrate genauer untersucht

werden.
4.5.1. Einfluss der Vernetzerlange

Basierend auf den vorhergegangenen Untersuchungen mit POx-DVS sollte der Einfluss
der Kettenldnge des Vernetzers auf die mechanischen Eigenschaften und das
Abbauverhalten untersucht werden. Dazu wurden zunéchst vier verschiedene
Oxazolinvernetzer mit variierenden EtOx-Wiederholungseinheiten hergestellt und
charakterisiert (Abbildung 64).

A~

|
O
b X = 32 (POx-4)

55 (POX-5)
81 (POx-6)
104 (POx-7)

Abbildung 64: Struktur der untersuchten Oxazolinvernetzer mit variierenden EtOx-Wiederholungseinheiten.

Die Daten fur die hergestellten Vernetzer wurden in der nachfolgenden Tabelle 10

aufgefuhrt.

Tabelle 10: Ubersicht iiber die Daten der Oxazolinvernetzer mit variierenden Kettenlangen.

EtOx- Fo  MWRe  MoPcd
Polymer  Einheiten®  [%6]  [g/mol]  [g/mol]
POX-4-MPDVS 32 85 3600 3900 113
POX-5-MPDVS 55 87 6600 7500 1,14
POX-6-MPDVS 81 79 7700 9300 1.0
POX-7-MPDVS 104 84 11100 11000 1,13

a: ermittelt aus 'H-NMR-Spektren durch den Vergleich der Signale der EtOx-Seitenkette und des
Initiators; b: ermittelt aus *H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 19; c: ermittelt aus
'H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 18; d: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L LiBr
als Eluent und einem PMMA-Standard.

Die Synthese der Vernetzer mit variierenden EtOx-Wiederholungseinheiten konnte
erfolgreich durchgefuhrt werden. Die Molekulargewichte und Dispersitaten der Polymere
waren im Rahmen der Erwartungen. Die Endgruppenfunktionalisierungsraten lagen mit
Werten von 79% bis 87% in einem Bereich, welcher fir eine Anwendung in der
Hydrogelherstellung ausreichend war. Die etwas niedrigere Funktionalisierungsrate des
POx-6-MPDVS von 79% sowie die leichte Erhéhung des mittels GPC bestimmten
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Molekulargewichts und Dispersitat, waren ein Hinweis darauf, dass es bei der
Funktionalisierung der Vernetzer-Prapolymere mit DVS zu einer partiellen Vernetzung
gekommen ist. Diese Vernetzung schien jedoch nur zu einem geringen Mal3e stattgefunden
zu haben, wodurch das erhaltene Polymer trotzdem als Vernetzer in den nachfolgenden

Experimenten eingesetzt werden konnte.

Die erhaltenen Polymere wurden zur Vernetzung des in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen
thiolhaltigen  Prdapolymers Psul (Mn =21,2 kg/mol;  AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%)
verwendet. Es wurden Hydrogele aus den vier Vernetzern in drei unterschiedlichen
Gelkonzentrationen (= 100/150/200 mg/mL) hergestellt und bezlglich ihrer
mechanischen Eigenschaften und ihres Quellverhaltens untersucht. Die dabei ermittelten

Daten wurden in der nachfolgenden Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Eigenschaften der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierenden Kettenlangen.

Vernetzer S [mg/mL] E? [kPa] QP
100 14+0,1 85+£0,2
POx-4-MPDVS 150 42+0,2 51+£0,1
200 8,1+£04 41x0,2
100 1,7+£0,2 8,1+0,1
POx-5-MPDVS 150 52+0,2 49x0,2
200 9,0+£0,2 3,3+£0,2
100 34+04 8,6 £0,2
POx-6-MPDVS 150 8,8+£0,2 52+0,1
200 15,1+0,2 3,9+£0,2
100 32+0,1 9,3+0,2
POx-7-MPDVS 150 9,0£0/4 54+0,1
200 16,2+ 0,5 40x+0,3

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft, 1% Deformation
und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH = 7 fir 24 h bei rt.

Um den Vergleich der E-Module der verschiedenen Hydrogele visuell anschaulicher zu

gestalten, wurden diese in der nachfolgenden Abbildung 65 grafisch dargestellt.
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Abbildung 65: Ubersicht tiber die E-Module der Hydrogele aus den Vernetzern mit unterschiedlichen Vernetzerlangen.

Der Vergleich der einzelnen E-Module zeigte, dass durch den Einsatz von Vernetzern mit
langeren Polymerarmen Hydrogele erhalten wurden, welche (ber eine erhohte Steifigkeit
verfiigten. Vor allem die Gele aus den Vernetzern POx-6-MPDVS und POx-7-MPDVS
wiesen eine deutlich erhéhte Steifigkeit auf im Vergleich zu den kurzkettigen Vernetzern.
Die Hydrogele (# =100 mg/mL) aus POx-6-MPDVS zum Beispiel waren mit einem
E-Modul von 3,4 kPa um gut 100% steifer als die Gele aus POx-7-MPDVS mit einem
E-Modul von 1,7 kPa. Im Vergleich der Hydrogele aus den beiden kurzkettigen Vernetzern,
wiesen die Gele aus POx-5-MPDVS um 11% (5 = 200 mg/mL) bis 22% (# = 100 mg/mL)
erhdhte Steifigkeit auf. Der Unterschied der Gelsteifigkeit zwischen den Hydrogelen aus
den beiden langkettigen Vernetzern (POx-7MPDVS/POx-8-MPDVS) war weniger
signifikant und lag fur alle untersuchten Konditionen bei weniger als 10%.

Als mogliche Erklarung fur die Erhéhung der Hydrogelsteifigkeit bei der Verwendung von
langkettigen Vernetzerketten konnte erneut die erhdhte Vernetzungseffizienz gesehen
werden, wie sie bereits in Abschnitt 4.3.1 (Seite 78 ff) beschrieben wurde. Kurzgefasst
fiihrte eine hohere Kettenldnge der Vernetzer zu flexibleren Polymerarmen mit erhdhter
Reichweite. Diese erhohte Reichweite ermdglichte im Laufe der Vernetzungsreaktion die
Ausbildung von intermolekularen VVernetzungspunkten, welche einen positiven Beitrag zur
effektiven Vernetzung der Hydrogele leisteten. Bei den kurzkettigen Vernetzern hingegen
kam es im Laufe der Vernetzung durch die geringere Reichweite der Vernetzerarme
vermutlich zu einem verringerten Umsatz der Funktionalitdten oder zur vermehrten

Ausbildung von intramolekularen Vernetzungspunkten (Abbildung 51, Seite 80). Diese
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intramolekularen Vernetzungspunkte verbrauchten dadurch reaktive Kettenenden, ohne

einen signifikanten Beitrag zur Stabilitat des Netzwerks zu leisten.

Bezuglich des Quellwertes konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen  Vernetzerlangen festgestellt werden. Durch die vermutlich
Vernetzungseffizienz-bedingten Unterschiede im E-Modul der Hydrogele wéren zwischen
den verschiedenen Vernetzerlangen groRere Unterschiede zu erwarten gewesen. Die Gele
aus den kirzeren Vernetzern (POx-4-MPDVS/POx-5-MPDVS) wiesen wahrscheinlich
eine weniger effiziente Vernetzung und dementsprechend eine weniger hohe
Vernetzungsdichte auf, was im Vergleich zu den langkettigen VVernetzern in einer erhéhten
Quellung resultierte. Gleichzeitig hatte die geringere Lange der Vernetzer aber auch zur
Ausbildung eines engmaschigeren Netzwerkes gefiihrt, da der durchschnittliche Abstand
zwischen zwei Vernetzungspunkten kirzer gewesen wére als beim Einsatz eines
langkettigen Vernetzers. Bei den Hydrogelen aus den langkettigen Vernetzern
(POx-6-MPDVS/POx-7-MPDVS) kam es vermutlich zum Auftreten der gegenteiligen
Effekte. Hier fuhrte die erhohte Kettenldnge zu einer effektiveren Vernetzungsreaktion,
was in dichter vernetzten Hydrogelen resultierte. Gleichzeitig war jedoch der
durchschnittliche Abstand zwischen zwei Vernetzungspunkten erhoht, was zur Ausbildung
von weitmaschigeren Netzwerken geflihrt hat. Diese beiden gegensatzlichen Effekte haben
dazu geflhrt, dass die Quellwerte der Hydrogele aus den verschiedenen Vernetzern

innerhalb der gleichen Gelkonzentration ahnliche Werte aufgewiesen haben.

Neben dem Einfluss der Vernetzerlange auf die mechanischen Eigenschaften und das
Quellverhalten galt es auch, die Verédnderungen des Abbauverhaltens der Gele zu
untersuchen. Daflr wurden die erhaltenen Hydrogele in Abbauexperimenten, analog zu
Abschnitt 3.3.6 (Seite 48), untersucht. Aufgrund der hohen Menge an Daten wurden die

Ergebnisse zur besseren Ubersicht in der Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Ubersicht (iber die Daten der Abbauexperimente der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender
Vernetzerlange.

Vernetzer B [mg/mL] ts0962 [d] tio? [d]  Eo/d®¢ [%0]
100 10 30 3,0
POx-4-MPDVS 150 24 55 2,0
200 37 -d 1,3
100 12 26 3,3
POx-5-MPDVS 150 17 35 2,7
200 23 44 25
100 13 24 3,7
POx-6-MPDVS 150 14 29 2,7
200 19 60 21
100 10 25 3,7
POx-7-MPDVS 150 14 36 2,7
200 15 45 2,5

a: Zeitpunkt, ab welchem der Et 50% des Eo entsprach; b: Zeitpunkt, ab welchem der E: 10% des Eo entsprach;

c: gemittelte prozentuale Abnahme des E-Moduls im Vergleich zum Eo innerhalb der ersten 30 Tage der
:\;Iglssung; d: konnte nicht ermittelt werden, da der E: bis zum Ende der Messung (t = 95 d) noch tiber 10% des Eo
Um die erhaltenen Ergebnisse der Abbauexperimente in numerische Werte umzusetzen,
wurden fur die untersuchten Gele im Nachfolgenden die drei Kennzahlen tsoos, ti00, SOWie
Eo/d® verwendet. Die beiden ersten Werte beschreiben die Zeit t, nach welcher die
Hydrogele einen E-Modul erreicht haben, welcher 50% (tsov) beziehungsweise 10% (t109)
ihres urspriinglichen E-Moduls (Eo) entsprachen. Der Wert tsoss wurde gewahlt, da bei der
spateren Anwendung der Hydrogele in Zellexperimenten unter anderem das Verhalten der
Zellen in Abhéangigkeit des E-Moduls untersucht werden kénnte. Bei einer Verringerung
der Steifigkeit um die Hélfte des Ursprungswertes wére es daher denkbar, dass eine
Reaktion der Zellen auf diese Verdnderung sichtbar wére. Der Wert tio% sollte im
nachfolgenden Vergleich den Zeitpunkt reprasentieren, an welchem die Gele kaum noch
mechanische Stabilitat aufwiesen. Alternativ dazu waére auch ein Wert toy, denkbar
gewesen, bei welchem die Hydrogele vollstdndig abgebaut vorgelegen hétten, jedoch
wiesen einige Gelsysteme einen Abbau auf, welcher nicht vollstandig oder gegen Ende des
Messzeitraum nur noch sehr langsam erfolgte, sodass die Werte des tow eine
Vergleichbarkeit der verschiedenen Messungen erschwert hatten. Der Wert Eo/d*
beschreibt die durchschnittliche Abnahme des E-Moduls im Vergleich zum Ausgangs-E-
Modul (Eo) pro Tag innerhalb der ersten 30 Tage des Messzeitraums. Dieser Wert sollte
einen Vergleich der prozentualen Abbauraten der Hydrogele ermdglichen. Da einige
untersuchte Systeme gegen Ende des Messzeitraums einem signifikant langsameren Abbau

unterlagen, wurde fir eine bessere Vergleichbarkeit der Werte die Abbauraten innerhalb
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der ersten 30 Tage ermittelt. Die gewahlten Werte dienen nur dem qualitativen Vergleich
der einzelnen Gele untereinander. Flr einen detaillierteren Vergleich mussten die
Abbaugraphen der einzelnen Gele direkt miteinander verglichen werden (siehe
Abschnitt 7.7, Seite 183ff).

Um einen Eindruck Uber die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gelen zu erhalten,
wurden die Werte fiir tios, und Eo/d® in der Abbildung 66 gegen die Gelkonzentration

aufgetragen.
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Abbildung 66: Ubersicht tber die ti% und die Abbaurate Eo/d® der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierenden
Vernetzerlangen.

Beztiglich der Abbaurate innerhalb der ersten 30 Tage konnte festgestellt werden, dass
diese mit zunehmender Kettenldnge ebenfalls zugenommen hat. Als Beispiel lag der Wert
fiir Eo/d*® der Hydrogele (5 = 100 mg/mL) aus POx-7-MPDVS bei 3,7% und somit 23%
tber dem von den Hydrogelen aus POx-4-MPDVS von 3%. Auffallig war, dass die Gele
aus dem Vernetzer POx-4-MPDVS (ber alle Konzentrationen hinweg eine
unterdurchschnittlich hohe Abbaurate aufgewiesen haben. Dies hat sich vor allem bei den
Hydrogelen mit einer Gelkonzentration von 200 mg/mL gezeigt, welche auch nach
95 Tagen keinen vollstandigen Abbau aufgewiesen haben. Diese Beobachtung konnte mit

den Ergebnissen aus den Abbauexperimenten der ersten Oxazolin-vernetzten Hydrogelen

104



Variation der Vernetzerparameter

(Abbildung 52, Seite 81) verglichen werden. Bereits in diesen Experimenten hat sich
gezeigt, dass kirzere Polymerarme vermutlich zu einer engmaschigeren Vernetzung
gefuhrt haben, wodurch die Zugénglichkeit der labilen Esterfunktionalitaten verringert und
als Folge dessen der Abbau der Gele sehr stark verlangsamt wurde.? Der Vergleich der
langkettigen Vernetzer (POx-5/6/7-MPDVS) hat gezeigt, dass oberhalb einer bestimmten
Lange (in diesem Fall 55 EtOx-Einheiten) die Zunahme der Abbaugeschwindigkeit
stagnierte. Unabhangig von der Gelkonzentration waren die Unterschiede der drei Systeme
deutlich weniger signifikant als zwischen den langkettigen Systemen (POx-5/6/7-
MPDVS) und dem kurzkettigen System (POx-4-MPDVS).

Beim Vergleich der Hydrogele mit verschiedenen Gelkonzentrationen lief3 sich feststellen,
dass die hoher konzentrierten Gele eine deutlich geringere Abbaugeschwindigkeit
aufwiesen. Dies lag im Rahmen der Erwartungen, da die hoheren Gelkonzentrationen zur
Ausbildung von dichteren Netzwerken gefiihrt haben, wodurch die Zugénglichkeit der
labilen Esterfunktionalitaten verringert worden ist und der Hydrolyse-bedingte Abbau

dementsprechend verlangsamt wurde.

Aus den Ergebnissen der Abbauexperimente lasst sich zusammenfassend feststellen, dass
sich die Abbaugeschwindigkeit der Hydrogele durch die Léange der Vernetzerpolymere
anpassen lasst. Es konnte beobachtet werden, dass ab einer Vernetzerlange von 55 EtOx-
Wiederholungseinheiten die Zunahme der Abbaugeschwindigkeit deutlich stagnierte. Der
Einsatz von kurzkettigen Vernetzern (32 EtOx-Einheiten) sollte bezilglich einer
Anwendung in Zellexperiment vermieden werden, da die erhaltenen Systeme eine
Vernetzungseffizienz-bedingte geringe Steifigkeit und eine niedrige
Abbaugeschwindigkeit aufgewiesen haben.

4.5.2. Einsatz von Copolymeren

Eine weitere Mdglichkeit, die Eigenschaften der Vernetzer zu verandern, war der Einsatz
von Copolymersystemen. Der Gedanke dabei war, das amphiphile EtOx durch das
hydrophilere MetOx zu ersetzen, wodurch die erhaltenen Vernetzer hydrophiler werden
sollten. Dies sollte dann fur eine bessere Solvatisierung der Ketten in Wasser sorgen und
dadurch die Hydrolyse-bedingte Abbaugeschwindigkeit erhdhen. Um den Einfluss der
Copolymerzusammensetzung mit den vorhergegangenen Systemen vergleichen zu kdnnen,

sollten erneut dreiarmige Oxazolinvernetzer mit TBMB als Initiator hergestellt werden. Als
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Endgruppe wurde die MPDVS-Endgruppe gewahlt, da diese in den vorhergegangenen

Experimenten zu einer erhdhten Abbaugeschwindigkeit geflhrt hatte.

Im Nachfolgenden sollte eine Reihe von EtOx/MetOx-Copolymeren mit einem MetOx-
Anteil von bis zu 100 mol% hergestellt und charakterisiert werden. Bei der Aufarbeitung
der Polymere traten jedoch einige Probleme auf, welche zu Ausbeuten von teilweise unter
10% geflihrt haben. Beim Einsatz von 3-Mercaptopropionsdure (MPP) als
Terminationsreagenz in der CROP miissen die Polymere nach der Polymerisation mehrfach
mit verschiedenen wassrigen Losungen gewaschen werden, um Ruckstdnde des MPPs zu
entfernen. Die zunehmende Hydrophilie der Polymere bei steigendem MetOx-Anteil flhrte
dazu, dass die Polymere beim Waschen von der organischen in die wassrige Phase
gewechselt haben und sich somit nicht mehr von den MPP-Resten trennen lieen. Um
trotzdem einen ersten Eindruck ber den Einfluss der Copolymerzusammensetzung auf die
spateren Hydrogele zu erhalten, wurden drei unterschiedliche Vernetzersysteme mit einem
MetOx-Anteil von bis zu 45 mol% hergestellt und miteinander verglichen (Abbildung 67).

@] 0]
— p— 1]
N N _OJI\/\S/\/E\.‘%
bo ’=o
X y 32/0 (POx-4)
xly = 27/7 (POx-8)
a stat. 18/15 (POx-9)

Abbildung 67: Struktur der Oxazolinvernetzer mit variierender Copolymerzusammensetzung.
Die drei Polymere (POx-4-MPDVS, POx-8-MPDVS und POx-9-MPDVS) wurden
analog zu den vorhergegangenen Experimenten hergestellt. Die Quantifizierung der
Zusammensetzung erfolgte mittels *H-NMR-Spektroksopie, indem die Signale der
CHoa-Einheiten des EtOx (11) und die Signale der CHs-Einheiten des MetOx (12) mit den
benzylischen Signalen des Initiators (5) verglichen wurden (Abbildung 68).
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Abbildung 68: *H-NMR-Spektrum von POx-9-MPDVS in CDCls.
Zusatzlich zu der Bestimmung der Zusammensetzung wurde auch das Molekulargewicht
sowie die Dispersitat der Oxazolinvernetzer mittels GPC ermittelt. Die vollstdndigen
Ergebnisse der Charakterisierung wurden in der nachfolgenden Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Ubersicht tber die Daten der Oxazolinvernetzer mit variierender Copolymerzusammensetzung.
b MnNMR c MnGPC d

F
Polymer  EtOx/MetOx? %] [g/mol] [g/mol] d
POx-4-MPDVS 32/0 85 3600 3900 1,13
POx-8-MPDVS 2717 84 3600 3800 1,12
POx-9-MPDVS 18/15 82 3400 4100 1,09

a: ermittelt aus *H-NMR-Spektren durch den Vergleich der Signale der EtOx- und MetOx-Seitenketten
und des Initiators; b: ermittelt aus *H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 19; c: ermittelt
aus 'H-NMR-Spektren unter Anwendung von Gleichung 18; d: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L
LiBr als Eluent und einem PMMA-Standard.

Beim Betrachten der Daten der Charakterisierung konnte festgestellt werden, dass die
Synthese der neuen Systeme erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Die Polymere wiesen
eine vergleichbare Lange von 32 bis 34 Wiederholungseinheiten auf und besal3en eine
niedrige Dispersitat. Der Vergleich der Molekulargewichte, welche mittels *H-NMR und
GPC bestimmt wurden, wiesen hohe Ubereinstimmungen auf. Lediglich bei POXx-9-
MPDVS war ein deutlicher Unterschied des ermittelten Molekulargewichts von ungeféhr
700 g/mol festzustellen. Dieser Unterschied kam vermutlich durch den erhéhten MetOx-
Anteil des Polymers zustande. Da die Bestimmung des Molekulargewichts bei der GPC
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durch den Vergleich mit einem Polymer-Standard erfolgte, ist die Genauigkeit der Messung
stark vom verwendeten Standard abhangig. Aufgrund der im Vergleich zum MetOx
geringeren Hydrophilie des PMMA waren die zur Berechnung des Molekulargewichts
verwendeten Kalibrierfunktionen vermutlich wenig geeignet fur MetOx-Polymere, was zu

den Unterschieden zwischen den NMR- und GPC-Ergebnissen gefiihrt hat.

Die aufgefuhrten Polymere wurden im Anschluss zur Herstellung von Hydrogelen mit
einer Gelkonzentration von 100, 150 und 200 mg/mL genutzt. Als thiolhaltiges Prapolymer
wurde hierbei das zuvor in Abschnitt 3.2.3 (Seite 24 ff.) beschriebene Psul
(Mn = 21,2 kg/mol;  AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%) verwendet. Nach Ablauf der
Vernetzungsreaktion wurden die Gele flir 24 Stunden in 0,01 M PBS-Puffer gequollen,
welcher nachtraglich auf einen pH-Wert von 7 eingestellt worden ist. Die Gele wurden im
Anschluss bezuglich ihrer Steifigkeit und ihres Quellverhaltens untersucht. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen wurden in der Tabelle 14 aufgefuhrt.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender Copolymerzusammensetzung.

Vernetzer B [mg/mL] E2 [kPa] QP
100 14+0,1 8,5x0,2
POx-4-MPDVS 150 42+0,2 51x0,1
200 8,104 4,1+0,2
100 1,2+£0,1 9,1+£0,3
POx-8-MPDVS 150 45%+0,3 55+£0,1
200 8,9+£0,5 44+0,1
100 14+0,2 9,7+0,1
POx-9-MPDVS 150 42+0,2 53x0,1
200 8,7x04 42+0,2

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft, 1% Deformation
und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH = 7 fir 24 h bei rt.

Der Vergleich der E-Module der verschiedenen Gele hat gezeigt, dass diese innerhalb der
gleichen Gelkonzentration vergleichbare Werte aufwiesen, mit Unterschieden von
maximal 10%. Dies hat gezeigt, dass das Einbringen eines MetOx-Anteils in den Vernetzer
von bis zu 45 mol% zu keiner signifikanten Veranderung der Gelsteifigkeit fuhrt. Bei der
Betrachtung der Quellwerte der Hydrogele lieR sich ein ahnliches Verhalten feststellen. Die
Quellwerte der Gele aus dem Vernetzer mit dem hochsten MetOx-Anteil (POx-9-MPDVS)
waren im Vergleich zum reinen EtOx-Vernetzer (POx-4) zwar um gut 14% hoher, jedoch
war dies nur bei einer einzelnen Gelkonzentration (# = 100 mg/mL) der Fall, wodurch hier

eher von einer Ausnahme auszugehen war.
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Um zu Uberprifen, ob die Erhéhung der Hydrophilie der Vernetzer einen Einfluss auf das
Abbauverhalten der Gele hat, wurde dieses in Abbauexperimenten in 0,01 M PBS-Puffer
bei 37 °C untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente wurden im Nachfolgenden fur die
Gele mit einer Konzentration von 100 und 200 mg/mL aufgefiihrt (Tabelle 15,
Abschnitt 7.7 Seite 185 ff.).

Tabelle 15: Ubersicht (iber die Daten der Abbauexperimente der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender
Copolymerzusammensetzung.

Vernetzer  B[mg/mL]  tsos? [d] tiwP [d]  Eo/d¢ [%0]

100 10 30 3,0
POX-4-MPDVS 27 P L3
100 16 33 2,7
POX-8-MPDVS 23 o1 >
100 14 23 3,7
POX-9-MPDVS 19 58 24

a: Zeitpunkt, ab welchem der E: 50% des Eo entsprach; b: Zeitpunkt, ab welchem der E: 10% des Eo
entsprach; c: gemittelte prozentuale Abnahme des E-Moduls im Vergleich zum Eo innerhalb der ersten
30 Tage der Messung; d: konnte nicht ermittelt werden, da der E: bis zum Ende der Messung (t = 95 d)
noch lber 10% des Eo lag.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Abbauexperimente war es moglich, deutliche
Unterschiede zwischen den Werten der verschiedenen Hydrogele festzustellen. Die
Abbaugeschwindigkeit der Gele innerhalb der ersten 30 Tage (Eo/d®) ist mit zunehmendem
MetOx-Anteil im Vernetzer signifikant gestiegen. Dies wurde vor allem bei den
Ergebnissen der Gele mit erhdhter Gelkonzentration (5 = 200 mg/mL) deutlich. So lag die
Abbaugeschwindigkeit (Eo/d*°) beim Vernetzer mit 45% MetOx-Anteil (POx-9-MPDVS)
mit einem Wert von 2,4% fast 85% Uber dem Wert vom Vernetzer ohne MetOx-Anteil
(POx-4-MPDVS) von 1,3%. Dies wurde als Zeichen dafur gesehen, dass die erhthte
Hydrophilie der Vernetzerketten zu einer gesteigerten Solvatisierung geftihrt hat, was eine
schnellere Hydrolyse der Hydrogele verursachte. Bei den Gelen mit einer geringeren
Gelkonzentration (4 = 100 mg/mL) war dieser Unterschied zwischen den Vernetzern mit
hohem (POx-9-MPDVS) und keinem MetOx-Anteil (POx-4-MPDVS) ebenfalls
erkennbar (Zunahme des Eo/d® um 23%), jedoch war dieser deutlich weniger stark
ausgepragt als bei den hoher konzentrierten Gelen. Vermutlich war dies auf die, durch die
Konzentration bedingte, niedrigere Netzwerkdichte der Hydrogele zurtickzufiihren, welche
eine bessere Solvatisierung der Ketten erlaubte, was sich auch in der starkeren Quellung

der Hydrogele widerspiegelte.
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Durch den Einsatz von Copolymeren war es somit moglich Vernetzerpolymere
herzustellen, welche durch ihre erhdhte Hydrophilie einen starkeren hydrolytischen Abbau
aufwiesen. Da die mechanische Stabilitat der Hydrogele dabei jedoch nicht negativ
beeinflusst wurde, kann der Einsatz von Copolymeren als eine weitere Moglichkeit

betrachtet werden, die Abbaugeschwindigkeit der Systeme zu kontrollieren.
4.5.3. Einsatz von bifunktionellen Vernetzern

Als weitere Mdoglichkeit, die Vernetzereigenschaften zu modifizieren, wurde die Synthese
und der Einsatz von bifunktionellen Vernetzerpolymeren evaluiert. Durch den Wechsel von
tri- zu bifunktionellen Vernetzern wére es denkbar gewesen, dass der Einsatz der
bifunktionellen Polymere zur Ausbildung von weitmaschigeren Netzwerken fuhrt. Diese
erhdhte Maschenweite sollte dann eine bessere Zuganglichkeit der hydrolytisch labilen
Esterfunktionalitaten der Vernetzer ermoglichen und in einem schnelleren Abbau

resultieren.

Zur Synthese wurde erneut das amphiphile EtOx als Monomer gewahlt und in einer CROP
mit 1,4-Dibrom-2-buten (DBB) umgesetzt. Die Terminierung erfolgt dabei entweder durch
den Einsatz von Acrylsaure (Schema 11) zur Erzeugung von Acrylat-Endgruppen, oder
durch den Einsatz von 3-Mercaptopropionséure und anschlieRender Funktionalisierung mit
DVS zur Erzeugung von MPDVS-Endgruppen (Schema 12).

(0]
\ 1. MeCN )j\/
N& O °
Br\/\/\Br + Ny 120°C,1h X N (0)
2. TEA (0]
Acrylsaure
60 °C, 10 h X

Schema 11: Syntheseschema der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit Acrylat-Endgruppe.

/ \ 1. MeCN
NG Ny O __ 120°C,1h J\/\
X Br *
T 2T1eA CHZCIZ
3-Mercaptopropionsaure TEA, DVS
60 °C, 10 h rt, 10 h

Schema 12: Syntheseschema der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit MPDVS-Endgruppe.

Im Anschluss an die Synthese wurden die erhaltenen Polymere mithilfe von *H-NMR-
Spektroskopie und GPC bezlglich ihres Molekulargewicht,
Endgruppenfunktionalisierungsrate und Dispersitat charakterisiert. Die Ermittlung der

Zusammensetzung und der Funktionalisierungsrate im *H-NMR erfolgte dabei durch den
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Vergleich des Signals der allylischen CH-Gruppen des Initiators (4) mit dem CH.-Signal
der EtOx-Seitenketten (8) und den allylischen Wasserstoffatomen der Michael-Akzeptor-
Endgruppe (1, 2, 3) (Abbildung 69).
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Abbildung 69: *H-NMR-Spektrum von POx-10 in CDCls.

Basierend auf der Auswertung wurden die Daten und die Struktur der erhaltenen
bifunktionellen Oxazolinvernetzer im Nachfolgenden zusammengefasst (Tabelle 16,
Abbildung 70).

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Daten der bifunktionellen Oxazolinvernetzer.

oo EtOx- Fb MaNMRE M GPCd .
OVMET " Einheiten®  [96] [g/mol]  [g/mol]
POX10 31 quant. 3300 3500 1,09
POX11 50 99 5200 5600 1,11
POX-12-MPDVS 33 77 3800 4400 1,16
POx-13-MPDVS 53 82 5800 6300 1,13

a: ermittelt aus *H-NMR-Spektren durch den Vergleich der Signale der EtOx- und MetOx-Seitenketten
und des Initiators; b: Endgruppenfunktionalsierungsrate der Vernetzter ermittelt aus *H-NMR-Spektren
unter Anwendung von Gleichung 19; c: ermittelt aus *H-NMR-Spektren unter Anwendung von
Gleichung 18; d: ermittelt durch GPC mit DMF + 5 g/L LiBr als Eluent und einem PMMA-Standard.

Die Auswertung der analytischen Daten hat ergeben, dass die Synthese der bifunktionellen
Vernetzer erfolgreich durchgeftihrt werden konnte. Die ermittelten Molekulargewichte der
Polymere aus NMR und GPC stimmten, unter Berticksichtigung der zuvor bereits mehrfach

beobachteten Abweichungen durch die Verwendung eines fir Polyoxazoline nicht
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optimalen Polymerstandards, gut tberein und die Dispersitaten der Polymere lagen mit
Werten von unter 1,2 im Rahmen der Erwartungen fir Polymere, welche mittels einer
CROP hergestellt wurden.[*”*] Bei der Betrachtung der Endgruppenfunktionalisierungsrate
der beiden Vernetzer mit Acrylat-Endgruppe (POx-10/11) konnten zum Teil quantitative
Umsetzungsraten ermittelt werden, was fiir eine optimale Terminierung gesprochen hat.
Bei den Vernetzern mit MPDVS-Endgruppe (POx-12/13-MPDVS) lag die
Funktionalisierungsrate bei 77% und 82%. Als mdgliche Erklarung dafiir kdnnte eine nicht
vollstandige Termination der Polymere durch die 3-Mercaptopropionséaure sein. Die
dadurch verringerten Funktionalisierungsraten konnten durch die unerwinschte
Nebenreaktion bei der DVS-Funktionalisierung, bei welcher zwei Thiol-Endgruppen durch
ein DVS-Molekil miteinander vernetzt werden, weiter verringert worden sein. Zusétzlich
ware es denkbar, dass es beim Aufarbeiten der Polymere nach der DVS-Funktionalisierung
durch mehrere Waschvorgange mit verschiedenen wassrigen Ldsungen zur Hydrolyse
einiger Esterfunktionalititen gekommen ist, was zu einem zusatzlichen Verlust an
Endgruppen gefihrt hatte. Da die Endgruppenfunktionalisierungsraten der Vernetzer mit
MPDVS-Endgruppe auch nach mehrmaligem Abdndern der Synthese- und
Aufarbeitungsprozeduren nicht weiter erhoht werden konnten, wurden die Polymere POXx-
12/13-MPDVS im Anschluss trotzdem zur Synthese einiger Hydrogele genutzt, um ihren
Einfluss auf die Hydrogeleigenschaften zu untersuchen.

X
N R x=31(P0Ox-10)
© 50 (POx-11)
33 (POx-12)
, 53 (POx-13)

O
i_OJj\y POx-"X"
R= 0O

o]
1]

’_OJ\/\S/\/ﬁxﬁ POX-"X"-MPDVS
o)

Abbildung 70: Struktur der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit variierender Endgruppe und L&nge.

Die Herstellung und Charakterisierung der Hydrogele erfolgten dabei analog zum
Abschnitt 3.3 (Seite 26 ff.), wobei die Gele hierbei erneut nach dem vollstandigen Ablauf
der Vernetzungsreaktion fir 24 Stunden in 0,01 M PBS-Puffer bei einem pH-Wert von 7
gequollen sind. Zur Vernetzung wurde das thiolhaltige Prapolymer Psul
(Mn = 21,2 kg/mol; AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%) verwendet, wobei Gele mit einer
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Gelkonzentration von 100, 150 und 200 mg/mL hergestellt werden sollten. Die erhaltenen
Gele wurden dann bezlglich ihres E-Moduls und ihres Quellverhaltens untersucht. Die

dabei erhaltenen Daten wurden in der Tabelle 17 aufgefihrt.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzern.

Vernetzer B [mg/mL] E2 [kPa] QP

100 3,0x0,1 11,0+£0,3

POx-10 150 57x0,3 8,3x0,1

200 135+0,5 6,2+0,1

100 1,3+£0,1 132+0,1

POx-11 150 4905 9,9+£0,6

200 8,5x0,6 85%0,3

100 0,3+0,1 23,609

POx-12-MPDVS 150 20x0,1 8,60,3
200 42+0,2 6,4+0,2

100 05x0,1 179+0/4

POx-13-MPDVS 150 3,1+0,3 11,1+£05
200 53+£04 8,4+0,3

a: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten bei 1% Normalkraft, 1% Deformation
und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH = 7 fur 24 h bei rt.

Um den Vergleich der E-Module visuell zu erleichtern, wurden diese in der Abbildung 71

gegen die Gelkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 71: Ubersicht (iber die E-Module der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzern.

Zundchst erfolgte der Vergleich der beiden Vernetzer mit Acrylat-Endgruppe (POx-10/11).
Beziiglich des E-Moduls wiesen die Hydrogele, welche mit dem langkettigen Vernetzer
(POx-11) hergestellt wurden, eine geringere Steifigkeit auf als die Hydrogele aus dem
kurzkettigen Vernetzer. Dies war gegenldufig zu den vorher gemachten Beobachtungen
beim Vergleich der dreiarmigen Vernetzer mit variierender Kettenlange (Abschnitt 4.5.1,
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Seite 99 ff.), welche gezeigt haben, dass beim Einsatz von langkettigen Vernetzern die
E-Modul der erhaltenen Gele zunehmen. Dies wurde auf die vermutlich erhohte
Vernetzungseffizienz der langkettigen Vernetzer zurlickgefuhrt und wére als solches auch
bei den bifunktionellen Vernetzern zu erwarten gewesen. Da dies jedoch nicht der Fall war,
konnte an dieser Stelle vermutet werden, dass der langkettige Vernetzer (POx-11) eine
erhdhte Zugénglichkeit der hydrolytisch labilen Esterfunktionalitdten aufwies. Diese
kénnten bereits bei der Herstellung der Gele zu einem signifikanten Abbau der Vernetzer
gefiihrt haben, wodurch die Hydrogele zum Zeitpunkt der Charakterisierung einen
verringerten E-Modul aufwiesen. Diese Vermutung wird durch die Betrachtung der
Quellwerte der Hydrogele noch weiter bestérkt, welche bei den Gelen aus dem langkettigen
Vernetzer (POx-11) um 20% bis 37% hoher ausfallen als bei denen aus dem kurzkettigen
Vernetzer (POx-10).

Die Betrachtung der Hydrogele aus den beiden Vernetzern mit der MPDVS-Endgruppe
(POx-12/13-MPDVS) zeigte, dass diese eine deutlich geringere Steifigkeit aufwiesen als
die Gele aus den Vernetzern mit Acrylat-Endgruppe (POx-10/11). Dies zeigte sich vor
allem bei den Gelen mit einer niedrigen Konzentration (f = 100 mg/mL). So lagen die
E-Module der Hydrogele aus den Vernetzern mit MPDVS-Endgruppe bei 0,3 kPa (POx-
12-MPDVS) und 0,5 kPa (POx-13-MPDVS) was gerade einmal 10% bis 17% der
Steifigkeit der Gele aus POx-10 (3 kPa) entsprach. Diese sehr geringen Werte liel3en
vermuten, dass die Verwendung der hydrolytisch labilen MPDVS-Endgruppe zur Bildung
von Vernetzern gefuhrt hat, welche schon wéhrend der Hydrogelherstellung einen
signifikanten Abbau erfahren haben. Dies wurde erneut durch Betrachtung der Quellwerte
der Gele bestérkt, welche vor allem bei den niedrig konzentrierten Gelen, im Vergleich zu
einigen vorher untersuchten Systemen, erhdhte Werte aufwiesen. Der Vergleich zwischen
den beiden MPDVS-funktionalisierten Vernetzern hat gezeigt, dass der Einsatz des
langkettigen Vernetzers (POx-13-MPDVS) zur Ausbildung von steiferen Hydrogelen
gefiihrt hat, wie es zuvor auch bei der Verwendung der dreiarmigen Vernetzersysteme
beobachtet wurde. Es wurde vermutet, dass der vorzeitige Abbau wahrend der Gelierung
beide Systeme in einem &hnlichen Mal} betroffen hat, wodurch die erhéhte Steifigkeit der
Hydrogele auf die hohere Vernetzungseffizienz des langkettigen Vernetzers (POx-13-
MPDVS) zurtickgefuhrt werden konnte.

Nachdem die Auswertung der Geleigenschaften auf eine erhohte Hydrolyselabilitat der

bifunktionellen Vernetzer hingewiesen hat, galt es, diese im Anschluss in
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Abbauexperimenten genauer zu untersuchen. Dafiir wurden die Gele wie zuvor auch schon
beschrieben in 0,01 M PBS-Puffer bei 37 °C inkubiert und die Veranderung des E-Moduls
im Laufe der Zeit protokolliert. Die Ergebnisse dieser Experimente wurden in der
Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18: Ubersicht iber die Abbaudaten der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzern.

Vernetzer B [mg/mL] ts0962 [d] tio? [d]  Eo/d®¢ [%0]
100 13 24 3,6
POx-10 150 13 34 1.2
200 12 36 1.2
100 3 10 1,7
POx-11 150 5 17 5,0
200 7 22 3,1
100 _d _d _d
POx-12-MPDVS 150 19 55 14
200 - e - e - e
100 2 7 12,5
POx-13-MPDVS 150 3 10 1,7
200 3 14 45

a: Zeitpunkt, ab welchem der Et 50% des Eo entsprach; b: Zeitpunkt, ab welchem der E: 10% des Eo entsprach;
c: gemittelte prozentuale Abnahme des E-Moduls im Vergleich zum Eo innerhalb der ersten 30 Tage der
Messung; d: Proben waren zu weich, um reproduzierbare Messerergebnisse zu erzeugen und wurden daher
verworfen; e: konnte nicht ermittelt werden, da der E: bis zum Ende der Messung (t = 65 d) noch uber 80% des
Eo lag.

Zur besseren Ubersicht wurden die Werte fiir Eo/d® und tios in der Abbildung 72 fiir die
Gele aus den Vernetzern POx-10/11 und POx-13-MPDVS aufgefihrt. Bei der
Durchfihrung und Auswertung der Abbauexperimente der Hydrogele aus POXx-12-
MPDVS sind mehrere Probleme aufgetreten. Die niedrig konzentrierten Gele
(# = 100 mg/mL) waren mit einem Ausgangs-E-Modul (Eo) von 300 Pa so weich, dass sie
bereits nach 24 Stunden Inkubationszeit kaum noch auf das Rheometer Gberfuhrt werden
konnten. Die erhaltenen Messwerte wiesen dabei Schwankungen zwischen zwei einzelnen
Messungen von bis zu 120% auf, sodass die Gele fur weitere Messungen verworfen
wurden. Die Gele mit héheren Konzentrationen (# = 150/200 mg/mL) wiesen im Laufe der

Abbauexperimente einen unvollstandigen oder nur sehr langsamen Abbau auf.

Der Vergleich des Abbaus der Hydrogele aus den Vernetzern mit Acrylat-Endgruppe
(POx-10/11) hat gezeigt, dass der Einsatz des langkettigen Vernetzers (POx-11),
unabhdngig von der Gelkonzentration, zu einem schnelleren hydrolytischen Abbau fihrte.
Diese Ergebnisse decken sich mit der zuvor in Abschnitt 4.5.1 beschriebenen Vermutung,

dass eine erhohte Kettenldnge der Vernetzer zu einer besseren Zuganglichkeit der labilen
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Esterfunktionalitaten fuhrt und dadurch in einem schnelleren Abbau resultierte. Die sehr
hohe Abbaurate (Eo/d*® = 7,7%) der niedrigkonzentrierten Hydrogele (8 = 100 mg/mL) aus
POx-11 schienen die zuvor bei der Quantifizierung des E-Moduls aufgestellte These einer
bereits bei der Gelierung partiell auftretenden Hydrolyse der Vernetzerpolymere zu

bekraftigen.
Eo/d3° [%] mPOx-10
151 mPOX-11
#POx-13-MPDVS
10
5
Ly, [d]
40 -
30 -
20 1
10
0
100 150 200
B [mg/mL]

Abbildung 72: Ubersicht tber die tio% und die Abbaurate Eo/d® der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzern,

Die Vergleiche der Hydrogele aus dem Vernetzer POx-13-MPDVS zeigten, dass diese im
Vergleich zu den Hydrogelen aus POx-10/11 mit Abbauraten (Eo/d®’) von bis zu 12,5%
pro Tag einen noch deutlich schnelleren Abbau aufgewiesen haben. Die Zeiten bis zum
beinahe vollstandigen Abbau (t10%) der Hydrogele aus POx-13-MPDVS waren mit Werten
von 7 bis 14 Tagen deutlich schneller als jedes bis zu diesem Zeitpunkt untersuchte
Hydrogelsystem. Die Kombination eines bifunktionellen Vernetzers mit einer
angemessenen Kettenlange und labiler MPDVS-Endgruppe sorgte dabei flr eine gute
Hydrophilie des Systems und eine erhdhten Zuganglichkeit der Esterfunktionalitaten.
Erganzend gibt es zu erwdhnen, dass im Rahmen dieser Arbeit noch weitere
Untersuchungen an alternativen bifunktionellen Vernetzern mit zusatzlich erhohter
Kettenlange (78 EtOx-Einheiten) oder MetOx-Anteilen von bis zu 40 mol% durchgefihrt

worden sind. Aufgrund der vermutlich sehr hohen Hydrolyselabilitat der Systeme konnten
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jedoch nur Hydrogele mit sehr geringen E-Modulen erhalten werden, welche in dieser

Arbeit nicht weiter beschrieben wurden.
4.5.1. Vergleich der Eigenschaften mit der Literatur

Durch die Variation der Vernetzerparameter war es moglich, eine Reihe von Hydrogelen
herzustellen, welche sich beziglich ihrer Steifigkeit und ihres Abbauverhaltens
unterschieden. Dabei gelang es, ein breites Spektrum an verschiedenen Steifigkeiten sowie
Abbaugeschwindigkeiten zu realisieren. Als Beispiel dafuir wurde in der Abbildung 73 eine
Ubersicht tiber die Eigenschaften einer Auswahl an Hydrogelen mit einer Konzentration

von f = 100 mg/mL dargestellt.

E,/d* [%]
o [0} «© @ o ©
0 2 4 6 8 10 12 14
E [kPa]
(@] oe @ [ ] o (<]
0 1 2 3 4 5

Abbildung 73: Ubersicht iiber die E-Module und Abbaugeschwindigkeiten eine Auswahl von Hydrogelen mit einer

Konzentration von =100 mg/mL, welche durch den Einsatz verschiedener Oxazolinvernetzer gebildet wurden;

Vernetzer welche zur Bildung der Hydrogele genutzt wurden: blau = POx-3, = POx-8-MPDVS, lila = POx-10,
= POx-6-MPDVS, turkise = POx-DVS, rot = POx-11, grau = POx-13-MPDVS.

Die E-Module der dargestellten Hydrogele deckten einen Bereich von 0,7 bis 4 kPa ab. Die

Steifigkeiten der Gele war damit mit einer Vielzahl von in der Literatur beschriebenen

Systemen mit einer dhnlichen Gelkonzentration vergleichbar,[163179.180]

Ein alternatives System, welches Hydrogele (5 = 100 mg/mL) mit einer hohen Steifigkeit
von 10 bis 30 kPa erzeugen konnte, wurde von FARRUGIA et al. 2013 beschrieben.[7]
Dabei wurden Polyoxazoline ber Vinyl-Seitenketten mit niedermolekularem
Dithiothreitol in einer photoinitiierten Thiol-En Click-Reaktion vernetzt. Die erhaltenen
Hydrogele verfligten zwar (ber eine hohe mechanische Stabilitat, waren jedoch aufgrund
der Struktur der eingesetzten Komponenten nicht abbaubar. Aulierdem wére es denkbar,
dass es durch den Einsatz von niedermolekularen Verbindungen in der Photovernetzung zu

einer negativen Beeinflussung von Zellen bei einer 3D-Verkapselung kommen kdnnte.
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Bezlglich des hydrolytischen Abbaus lassen sich die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Hydrogele am besten einem von DARGAVILLE et al. beschriebenem System
vergleichen.[*®Y Dieses verwendet Oxazolin-Copolymere mit Vinyl-Seitenketten, welche
durch bifunktionelle Thiole mit labilen Esterfunktionalitdten im Ruckgrat in einer
photoinitiierten Thiol-En Click-Reaktion vernetzt werden. Diese Gele (f = 100 mg/mL)
wiesen in einem PBS-Puffer bei pH-Wert von 7,4 eine vollstdndigen Abbau nach ungeféhr
60 Tagen auf, was deutlich langsamer ist als die Abbaugeschwindigkeit der in dieser Arbeit
entwickelten Hydrogele.

In der Literatur werden neben den Oxazolin-basierten Systemen auch diverse PEG-basierte
Hydrogele beschrieben, welche Uber kontrollierbare mechanische Eigenschaften und
Abbaugeschwindigkeiten verfiigen.®%821 Dapei sind vor allem die Arbeiten von ZUsTIAK
etal. zu erwéhnen, welche 4-armige PEG-Acrylate mit verschiedenen PEG-Diester-
Dithiol-Vernetzern umgesetzt haben (Abbildung 74).[182-184]

A B

4-arm PEG Vernetzer
“'&" Liganden i
+D_ + <« >» « »
4‘-§ > « » a« »
Zellen

Abbildung 74: Schematische Darstellung des Hydrogelsystems von ZusTiAK et al.; A: 4-arm PEG wird mit bioaktiven
Liganden funktionalisiert; B: Funktionalisiertes PEG wird mit bifunktionellen abbaubaren PEG-Vernetzern in der
Anwesenheit von Zellen umgesetzt; C: Zellen sind in einem dreidimensionalen biofunktionalisiertem Hydrogel
eingeschlossen (modifiziert aus [184),

[

Es war ihnen dabei mdéglich, durch den Einsatz von Vernetzern mit unterschiedlicher Lange
und Endgruppen-Architektur eine direkte Kontrolle Uber die Steifigkeit und
Abbaugeschwindigkeit der Gele zu erhalten, wobei E-Module von 3 bis 30 kPa und
Abbauzeiten von 1 - 14 Tagen realisiert werden konnten.[82181 Durch das Einbringen von
biomimetischen Peptidsequenzen war es ihnen zusatzlich méglich die Biokompatibilitat
der Systeme fir eine 2D- und 3D-Anwendungen signifikant zu erhéhen und in ersten
Experimenten erfolgreich zu etablieren.[*®! Die Systeme von ZusTiAK et al. zeichnen sich
daher durch ihre hohe Flexibilitat und Praktikabilitat aus und sind mit den in dieser Arbeit
beschriebenen Systeme durchaus vergleichbar. Da die Systeme jedoch hauptséchlich auf

PEG basieren, bestehen beztglich einer invivo Anwendung weiterhin Bedenken
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hinsichtlich immunologischer Reaktionen, wie sie mittlerweile vermehrt in der Literatur

beschrieben werden.[137:138]

Der Vergleich mit der Literatur hat somit gezeigt, dass das in dieser Arbeit entwickelte
Hydrogelsystem durch den Einsatz von variablen Oxazolin-basierten Vernetzern eine
auflergewohnlich hohe Flexibilitat beztiglich des Abbauverhaltens aufweist, wie sie aktuell
fiir wenige vergleichbare Systeme beschrieben werden konnten. Um die Anwendbarkeit
des Systems fiir die biomedizinische Forschung zu bestétigen, galt es noch Untersuchungen

beziiglich der Biokompatibilitat der Materialien sowie der Abbauprodukte durchzufthren.

4.6.  Gemischte Vernetzersysteme

Der Einsatz der verschiedenen Oxazolin-basierten Vernetzer hat gezeigt, dass die
Steifigkeit der erhaltenen Hydrogele im Vergleich zu den vorher behandelten PEGDA-
Systemen zwar deutlich niedriger ausfallen, jedoch bezuglich der Abbaugeschwindigkeit
eine deutliche VVerbesserung aufweisen. Um die Bandbreite an mdglichen Geleigenschaften
noch einmal zu erweitern, war es denkbar, Hydrogele herzustellen, welche eine
Kombination aus Oxazolin-Vernetzern und PEGDAss00 nutzen. Dabei sollte der PEGDA-
Anteil zur Erhohung der Steifigkeit der Systeme genutzt werden, wohingegen der
Oxazolin-Anteil eine Kontrolle tber die Abbaugeschwindigkeit der Hydrogele erlauben
sollte (Abbildung 75).

PoX Hydrolyse

) )

POX

Abbildung 75: Schematische Ubersicht iiber den selektiven Abbau von Hydrogelen mit gemischten Vernetzern.

Um das Potential einer solchen Kombination zu testen, wurde eine Reihe von Gelen mit
einer Gelkonzentration von 100 mg/mL angesetzt und beztiglich ihres E-Moduls und ihres
Quellgrades charakterisiert. Als thiolhaltige Prépolymer diente erneut das PsHl
(Mn = 21,2 kg/mol; AMor/BMAC = 95,9/4,1 mol%), dessen Thiolfunktionalitdten durch
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ein Vernetzer-Gemisch aus PEGDAssoo und POx-10/11 umgesetzt wurden. Der
Stoffmengenanteil der Oxazolin-Vernetzer in den Gemischen wurde in 25% Schritten von
0 mol% bis 100 mol% variiert (Tabelle 19).

Tabelle 19: Ubersicht iber die Daten der Hydrogele mit variierenden POx-Anteilen.

Vernetzer POx-Anteil [mol%]  E?2 [kPa] QP

0 7,1+0,2 78+04

25 55+0,2 8,4+0,1

POx-10 50 3,6+0,2 88+04
75 2601 9,2+0,1

100 15+0,2 9,8+0,1

0 6,1+0,3 79+0,1

25 51+0,2 8,3+0,1

POx-11 50 39+04 90+04
75 2,4+£0,1 9,3+0,1

100 1,2+0,1 11,4+£0,2

a:ermittelt  in  rheologischen  Oszillationsexperimenten  bei 1% Normalkraft,
1% Deformation und 1 Hz; b: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH =7
fir 24 h bei rt.

Zunéchst galt es herauszufinden, wie die Variation des POx-Anteils die Steifigkeit der
Systeme beeinflusst und inwiefern dies eine vorhersage der E-Module in zukinftigen
Experimenten ermdglichen konnte. Die Betrachtung der Ergebnisse der beiden Gelreihen
ergab einen annéherungsweise linearen Zusammenhang zwischen der Gelsteifigkeit und
dem POx-Anteil im Vernetzer (Abbildung 76). Als Beispiel dafiir wurde die Gelreihe mit
variierendem POx-11-Anteil genauer betrachtet. Die Steifigkeit des Gels ohne POx-11
(0 mol%) betrug 6,1 kPa wohingegen das Gel, welches nur mit POx-11 vernetzt wurde
(100 mol%), eine Steifigkeit von 1,2 kPa aufgewiesen hat. Zwischen dem E-Modul der
beiden Gele lag somit eine Differenz von 4,9 kPa. Die Verwendung von 25 mol% POx-11
im Vernetzer-Gemisch fuhrte zu Gelen mit einem E-Modul von 5,1 kPa was im Vergleich
zum Gel ohne POx-11 (0 mol%) eine Abnahme von 1 kPa war. Diese Abnahme entsprach
20% bezogen auf die Differenz der E-Module (4,9 kPa) der beiden Gele mit maximal
unterschiedlicher Vernetzer-Mischung (0 mol% und 100 mol%). Dieser Trend fiihrt sich
auch fur die anderen beiden Gele in der Messreihe fort. Die Gele mit einem POx-11-Anteil
von 50 mol% und 75 mol% wiesen E-Module von 3,9 kPa und 2,4 kPa auf, was einer
Abnahme der Steifigkeit bezogen auf die Differenz der 0 mol%- und 100 mol%-Gele, von
45% und 76% entsprach. Die Betrachtung der Messreihe mit den Hydrogelen, welche mit
einem variablen POx-10-Anteil hergestellt worden sind, haben einen vergleichbar linearen

Trend bezlglich der Veranderung des E-Moduls gezeigt.
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Abbildung 76: Ubersicht tber die E-Module der Hydrogele in Abhéngigkeit des POx-10/11-Anteils der Vernetzer.
An dieser Stelle konnte gezeigt werden, dass der E-Modul der Hydrogelsysteme durch den
Einsatz von Gemischen aus Oxazolin-Vernetzern mit PEGDAss00 gezielt gesteuert werden
kann. Es galt jedoch noch zu klaren, inwiefern sich der Einsatz der Gemische auf die
Abbaugeschwindigkeit der Gele auswirkt. Um dies zu uberprifen, wurden die Gele mit
variierendem POx-11-Anteil in Abbauexperimenten genauer untersucht. Dabei wurden die
Gele aus POx-11 gewdhlt, da diese in den vorhergegangenen Experimenten einen
signifikant schnelleren Abbau aufgewiesen haben als die Gele aus POx-10. Die Gele
wurden analog zu den vorhergegangenen Abbauexperimenten in 0,01 M PBS-Puffer mit
einem pH-Wert von 7,4 bei 37 °C fur 28 Tage inkubiert. Die dabei ermittelten Werte fur
tsov (Zeit bis zum Verlust von 50% des Eo) und Eo/d?® (prozentualer Verlust im Vergleich

zum Eo pro Tag innerhalb von 28 Tagen) wurden in der Tabelle 20 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Ubersicht iiber Abbaudaten der Hydrogele mit variierenden POx-11-Anteilen.
Vernetzer POx-Anteil [mol%] tsos? [d] Eo/d® P [%0]

0 =€ 1,1
25 25 1,9
POx-11 50 19 2,1
75 14 2,4
100 7 4,0

a: Zeitpunkt, ab welchem der Et 50% des Eo entsprach; b: gemittelte prozentuale
Abnahme des E-Moduls im Vergleich zum Eo innerhalb der ersten 28 Tage der
Messung; c: Et lag nach Ablauf des Messzeitraum noch tiber 50% des Eo.

Zur grafischen Unterstiitzung wurden zusétzlich der Verlauf der Abbauexperimente in der
Abbildung 77 dargestellt.
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Abbildung 77: Abbaugraphen der Hydrogele mit verschiedenen POx-11-Anteilen der Vernetzer.

Die Ergebnisse der Abbauexperimente zeigten, dass die Abbaugeschwindigkeit
malgeblich durch den eingesetzten POx-11-Anteil bestimmt wird. Es konnte festgestellt
werden, dass schon der Einsatz von 25 mol% POx-11, im Vergleich zu den reinen
PEGDAGss00-Gelen  (POx-11, 0mol%), zu einer deutlichen Erhéhung der
Abbaugeschwindigkeit (Eo/d?®) von tiber 70% gefiihrt hat. Diese Steigerung schien im
Vergleich zu den Werten der Hydrogele mit 50 und 75 mol% von 90% und 118% relativ
hoch, sollte jedoch die grundlegende Mdglichkeit zur Kontrolle der Abbaugeschwindigkeit
der Hydrogele durch das Einbringen eines gewissen Anteils von POx-Vernetzern

bestatigen.

Auch wenn die hier gezeigten Experimente nur exemplarisch fur ein einzelnes
Vernetzersystem durchgefihrt wurden, so konnten sie dennoch zeigen, dass der Einsatz
von verschiedenen Polymergemischen genutzt werden kann, um die Eigenschaften der

spateren Hydrogele mal3geblich zu beeinflussen.

4.7. Gelmorphologie

Um einen Uberblick tiber die Morphologie der porésen Struktur innerhalb der Oxazolin-
vernetzen Hydrogele zu erhalten, wurden diese analog zu Abschnitt 3.3.5 (Seite 44 ff.)
mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Zum Vergleich wurden dabei
Aufnahmen von vier verschiedenen Hydrogelsystemen mit unterschiedlichen Vernetzern

oder Gelkonzentrationen exemplarisch dargestellt (Abbildung 78).
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Abbildung 78: REM-Bilder von Querschnitten verschiedener Hydrogele; zur Gelierung eingesetzte Vernetzer und
Gelkonzentrationen: A: POx-5-MPDVS, =100 mg/mL; B: POx-5-MPDVS g =200 mg/mL; C: POX-13-MPDVS,
B =150 mg/mL; D: PEGDAss00, # = 100 mg/mL.

Bei der Betrachtung der beiden Hydrogelsysteme aus dem dreiarmigen Vernetzer
POx-5-MPDVS (55 EtOx-Einheiten) (A, B) lieRRen sich gleichméaliige pordse Strukturen
feststellen, mit PorengréRen zwischen 15 und 40 um. Die Morphologie der Gele wies dabei
groBe Ahnlichkeiten zu dem Hydrogel auf, welches mit PEGDAss00 vernetzt worden
war (D). Die Aufnahmen des Hydrogels, welches mit dem bifunktionellen Vernetzer POx-
13-MPDVS (53 EtOx-Einheiten) (C) hergestellt wurde, zeigten eine &hnlich homogen
porose Struktur wie die anderen Gele. Die Poren in der Aufnahme C schienen, im Vergleich
zu den anderen Gelen, teilweise kollabiert und zusammengebrochen zu sein. Dies war
vermutlich auf die beim Gefriertrocknen auftretenden spannungsbedingten Krafte
zuruckzufiuhren. Die Morphologie der drei verschiedenen Oxazolin-vernetzten
Hydrogelsysteme wies somit, unabh&ngig von der Gelkonzentration oder Art des
Vernetzers, eine gleichmaRige pordse Struktur auf, welche in guter Ubereinstimmung mit

verschiedenen Systemen in der Literatur steht.!186:18]
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4.8. Einsatz in Zellexperimenten

Die Untersuchung der neuen Oxazolin-vernetzten Hydrogelsysteme in Zellexperimenten
sollte die allgemeine Eignung dieser fiir biomedizinische Anwendungen verifizieren. Die
Préaparation der Gele erfolgte analog zu dem in Abschnitt 3.4 (Seite 49 ff.) beschriebenen
Prozess zur Herstellung von 2D- und 3D-Hydrogelen. Zur Untersuchung des Einflusses der
Geleigenschaften wurden erneut COS-7-Zellen verwendet.

4.8.1. Untersuchung in 2D-Experimenten

Zunéchst sollte das Verhalten der Zellen gegentber den Hydrogelen in einigen 2D-
Zellexperimenten untersucht werden. Daflir wurden die Hydrogele zunéchst analog zu den
vorhergegangenen  Zellexperimenten  (Abschnitt 3.4, Seite 49) prépariert. Kurz
zusammengefasst wurden jeweils 200 pL der Hydrogel-Ldsungen in die Vertiefungen von
p-Dishes (35 mm) der Firma Ibidi tberfuhrt und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wurde ein Milliliter einer Zellsuspension (100.000 bis 120.000
Zellen pro mL) auf die Gele aufgetragen. Nach 15 Minuten Inkubationszeit unter
Kulturbedingungen (37 °C, 5% COz) wurde dem Dish ein zusatzlicher Milliliter Kultur-
Medium hinzugeflgt und vor der weiteren Untersuchung fir weitere 24 Stunden unter

Kulturbedingungen inkubiert.

Zunéchst wurden eine Reihe Hydrogele betrachtet, welche durch Vernetzung des
thiolhaltigen Prapolymers Psul mit POx-5-MPDVS (trifunktionell, 55 EtOx-Einheiten,
MPDVS-Endgruppe) hergestellt worden sind. Um drei unterschiedliche Festigkeiten zu
realisieren, wurden Gele mit einer Konzentration von 100, 150 und 200 mg/mL hergestellt.
Zum Vergleich wurde zusétzlich ein PEGDA-vernetztes Hydrogel mit kationischer
Funktionalisierung hergestellt, welches in vorhergegangenen Experimenten bereits
Zelladhasion aufgewiesen hat. Exemplarische Aufnahmen der Gele wurden in der
Abbildung 79 dargestellt.
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Abbildung 79: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf verschiedenen Hydrogelen 24 Stunden nach Aufbringen der
Zellen; verwendeter Vernetzer und Eigenschaften der Gele: A:POx-5, E=1,7kPa; B:POx-5, E =52 kPg;
C: POx-5, E =9 kPa; D: PEGDAss00, E = 14,7 kPa, Ckat = 90 pmol/mL.

Die Auswertung der Aufnahmen der beiden Oxazolin-vernetzten Hydrogele mit geringer
Gelkonzentration (A, B) zeigte, dass die Zellen keine signifikante Adh&sion an die
Geloberflache aufwiesen. Die Zellen schwammen zum GroRteil im Zellmedium Uber den
Gelen und aggregieren zum Teil miteinander. Diese Beobachtung deckte sich mit den
vorhergegangenen Untersuchung mit den PEGDA-vernetzte Hydrogelen und der Literatur,
welche gezeigt haben, dass COS-7-Zellen erst ab einer gewissen Steifigkeit (13 - 15 kPa)
an die Geloberflachen adharierten.l**!1 Die E-Module der beiden niedriger konzentrierten
Gele (A, B) lagen mit Steifigkeiten von 1,7 kPa und 5,2 kPa deutlich unter diesen Werten,
sodass eine Adhésion nicht stattgefunden hat. Auf der Aufnahme des Gels mit der hochsten
Konzentration (5 = 200 mg/mL) (C) war zu erkennen, dass sich eine signifikante Anzahl
der Zellen auf der Oberflache des Gels abgesetzt hatte. Die Morphologie der Zelle wies
dabei jedoch eine sehr kleine und runde Form auf, welche auf eine sehr schwache Adhdsion
der Zellen hingewiesen hat. Der Vergleich der Zellmorphologie auf Gel C mit den Zellen
auf dem kationischen PEGDA-Gel (D) hat gezeigt, dass die COS-7-Zellen bei erhohter
Adhasion eine verflachte und gestreckte Morphologie aufwiesen, was sich auch mit der

Literatur deckte.** Die Verflachung der Zellen fiihrte bei D zusétzlich zu einer Erhohung
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des Kontrasts der Aufnahme, da sich die Zellen besser in einer Ebene fokussieren liel3en
(erkennbar an weniger ,,hellen* Stellen in den Aufnahmen). Die geringere Adhésion der
Zellen auf C war erneut auf die geringe Steifigkeit des Hydrogels zurtickzuftihren, dennoch
war sie an dieser Stelle unerwartet, da die COS-7-Zellen in vorhergegangenen
Experimenten auf PEGDA-Gelen keinerlei Adhasion aufgewiesen haben. Eine mogliche
Erklarung konnten die chemischen und strukturellen Unterschiede der Vernetzerpolymere
gewesen sein. PEG ist daflr bekannt, dass es aufgrund seiner Struktur mit einer Hydrathdlle
umgeben ist, wodurch es zu einer Passivierung der Polymeroberfliche kommt.[®8 Durch
diese Passivierung konnten die Zellen bei den weniger steifen Gelen nicht an diese
adhérieren. Selbst bei den steiferen PEGDA-Gelen war es, ohne die Anwesenheit von
kationische Ladung and der Geloberflache, nicht mogliche eine Adhédsion der COS-7-
Zellen zu erreichen. Auch wenn PEtOx dhnliche ,,Stealth-Eigenschaften wie PEG
aufweisen soll, so kénnte dieser Effekt weniger stark ausgepragt sein, wodurch die
Geloberflache der Oxazolin-vernetzten Hydrogele weniger stark passiviert war.15%
Dadurch konnte es den Zellen moglich gewesen sein auf den vergleichsweise weichen
Geloberflachen zumindest teilweise zu adhdrieren, auch ohne die Anwesenheit von

kationischer Ladungen.

Um zu uberprifen, ob die Adhésion der COS-7-Zellen an die Geloberflachen durch das
Einbringen von kationischer Ladung in die Gele erhéht werden kann, wurden eine weitere
Reihe an Oxazolin-vernetzten Gelen hergestellt, welche eine d&hnliche Steifigkeit
aufgewiesen haben, wie die zuvor untersuchten ungeladenen Oxazolin-Hydrogele
(Abbildung 80). Bei der Betrachtung der Aufnahmen war zu erkennen, dass sogar auf dem
Hydrogel mit der geringsten Steifigkeit (A, E = 1,7 kPa) zumindest eine teilweise Adhésion
der Zellen an die Geloberflache festgestellt werden konnte. Die eingesetzte
Kationikkonzentration im Gel (ckat =45 pmol/mL) entsprach dabei der Konzentration,
welche in den vorhergegangenen Experimenten mit den PEGDA-Hydrogelen mindestens
notwendig war, um eine Adhésion der Zellen an die Geloberflache zu erméglichen. Anhand
der Morphologie der Zellen auf Gel A war zu erkennen, dass diese teilweise nur sehr
schwach an der Geloberflache adhariert waren. Zwar konnten keine grof3eren Mengen an
aggregierten Zellen im Nahrmedium Gber den Gelen festgestellt werden, jedoch waren die
Zellen auf den Gelen immer noch sehr klein und rund, was in der Aufnahme durch den

geringen Kontrast der Zellen erkennbar war.
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Abbildung 80: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf verschiedenen Oxazolin-vernetzten Hydrogelen 24 h nach
aufbringen der Zellen; verwendeter Vernetzer und Eigenschaften der Gele: A: POx-5, E = 1,8 kPa, Ckat = 45 pmol/mL;
B: POx-5, E = 5,3 kPa, ckat =90 pmol/mL; C: POx-5, E = 9,6 kPa, Ckat = 90 umol/mL; D: vergroBRerte Aufnahme von
Gel C; E: einzelne, nicht-adharente COS-7-Zelle.

Bei Betrachtung der Aufnahme des Hydrogels mit mittlerer Steifigkeit (B, E = 5,3 kPa)
konnte im Vergleich zum Gel A einer etwas hohere Adhéasion der Zellen an die
Geloberflache festgestellt werden, was an der leicht verflachten Morphologie und dem
besseren Kontrast der Zellen erkennbar war. Zusatzlich konnten keine signifikanten
Mengen an zelluldren Aggregaten im Nahrmedium Uber den Gelen festgestellt werden, was
die Vermutung bezuglich der zusatzlich erhdhten Adhésion bestatigte. Auf den Aufnahmen
des Gels mit dem hdochsten E-Modul (C, E = 9,6 kPa) konnte eine nahezu vollstandige
Adhésion der Zellen an die Geloberfléche festgestellt werden. Die Morphologie der Zellen
wies dabei eine deutlich verflachte und gestreckte Form auf und der Kontrast der Zellen
war deutlich erhéht. Zur Bestatigung der morphologischen Veranderung der COS-7-Zellen,
wurde eine zusétzliche Aufnahme mit einer erhohten VergrofRerung aufgefiihrt (D). Auf
dieser war deutlich die veranderte Morphologie der Zellen zu erkennen, was die Adhdsion
der Zellen bestatigte. Zum besseren Vergleich wurde eine nur zum Teil adhérierte Zelle (E)
markiert, welche die morphologischen Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Graden der Adhé&sion verdeutlichte. Der Vergleich der Aufnahmen von Gel C mit den
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Aufnahmen eines PEGDA-Gels mit vergleichbarem E-Modul und Kationikkonzentration
(Abbildung 40, Seite 58, Aufnahme A) hat erneut gezeigt, dass die COS-7-Zellen auf dem
Oxazolin-vernetzten Hydrogel bereits eine signifikante Adhé&sion aufwiesen, wohingegen
die Zellen auf den PEGDA-Gelen erst ab einer deutlich hoheren Gelsteifigkeit adhariert
waren. Dies schien die zuvor aufgestellte Hypothese der im Vergleich zu den Oxazolin-
Systemen erhohten Passivitat der PEGDA-Gele noch einmal zu bestarken. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte dies jedoch nicht vollstandig geklart werden und sollte daher Inhalt
zukinftiger Arbeiten sein.

4.8.2. Validierung der Biokompatibilitat

In den vorhergegangenen Experimenten zur Untersuchung des Zellverhalten in 2D
schienen die verwendeten Hydrogelsysteme zundchst keinen signifikant negativen Effekt
auf die Zellen auszutiben, was auf eine gute Biokompatibilitdt der Systeme vermuten lieR.
Um dies zu verifizieren, wurden die vorhergegangenen 2D-Experimente an einigen
exemplarischen Oxazolin-vernetzten Hydrogelsystemen wiederholt und die Viabilitat der
Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit mithilfe einer Live-Dead-Féarbung untersucht. Die
Durchfuhrung erfolgte dabei analog zu den in Abschnitt 3.4.1 (Seite 53 ff.) durchgefihrten
Experimenten an den PEGDA-Systemen. Kurz zusammengefasst wurde das Nahrmedium
uber den Zellen aspiriert und diese dann mit einer Calcein-AM/EthD-I11-Farbel6sung
uberschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 45 Minuten bei Raumtemperatur wurde die
Farbelosung durch einen PBS-Puffer ersetzt und die Zellen anschlielend unter dem

Mikroskop bei verschiedenen Wellenlangen untersucht.

Die Betrachtung der Aufnahmen der verschiedenen 2D-Zellexperimente zeigte eine hohe
Biokompatibilitat der eingesetzten Oxazolin-vernetzten Hydrogelsysteme (Abbildung 81).
Auf allen vier untersuchten Gel-Systemen (A - D) konnte eine hohe Anzahl lebendiger
( ) Zellen festgestellt werden. Vereinzelt lieRen sich auch tote Zellen (rot) oder
Fragmente dieser feststellen, jedoch handelte es sich dabei nur um eine nicht signifikante
Anzahl. Da das Nahrmedium vor dem Auftragen der FéarbelGsung aspiriert werden musste,
war davon auszugehen, dass ein GroRteil der nicht an das Hydrogel adhé&rierten Zellen,
zusammen mit dem Nahrmedium entfernt worden war. Dadurch war es nicht maoglich,
einen quantitativen Vergleich zwischen der Anzahl an lebenden und toten Zellen zu treffen.
Der Vergleich mit den vorhergegangenen Aufnahmen der Gele, bei welchen das

Né&hrmedium nicht aspiriert wurde, wies eine dhnliche hohe Zelldichte auf und zeigte nur
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vereinzelt Aggregate von nicht adhérierten Zellen im Medium. Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass die grundlegende Biokompatibilitat der untersuchten Systeme

sehr hoch war.
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o

Abbildung 81: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf Oxazolin-vernetzten Hydrogelen nach der Anfarbung mit
einem Life-Dead-Kit. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM ( ) und tote Zellen mit EthD-III (rot) angeférbt;
verwendeter Vernetzer und Eigenschaften der Hydrogele: A: POx-5, E = 9 kPa; ckat = 0 pmol/mL; B: POx-5, E = 1,8 kPa,
Ckat = 45 pmol/mL; C: POx-5, E = 5,3 kPa,ckat = 90 pmol/mL; D: POx-5, E = 9,9 kPa, ckat = 90 pmol/mL.

Da die verwendeten Systeme beim Einsatz in Zellexperimenten einen hydrolytischen
Abbau erfahren, galt es, neben der Biokompatibilitat der vernetzten Hydrogele, auch die
Toxizitat der Abbauprodukte zu untersuchen. Daflir wurde ein exemplarisches
Hydrogelsystem aus Psul und POx-13-MPDVS hergestellt und durch das Inkubieren in
einer Natronlaugeldsung mit einem pH-Wert von 10 tiber drei Tage hydrolytisch abgebaut.
Die entstandenen Polymerlésungen wurden im Anschluss gefriergetrocknet, wodurch ein
weilles Pulver aus abgebautem Hydrogel erhalten wurde. Dieses Pulver wurde dann in
Nahrmedium geldst, um ein Hydrogel-Medium zu erhalten. Nach dem Ldsen musste der
pH-Wert des Hydrogel-Mediums dabei aufgrund von NaOH-Rickstanden auf 7,4
nachjustiert werden. Um die Biokompatibilitdt des Hydrogelpulvers zu untersuchen,
wurden zundchst COS-7-Zellen auf einer Zellkulturplatte aus Polystyrol kultiviert, bis die

Platten eine Zell-Konfluenz von mindestens 50% aufgewiesen haben. Im Anschluss wurde
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das Nahrmedium in den Platten aspiriert und mit einem Milliliter eines Hydrogel-Mediums
ersetzt. Fur die Experimente wurden insgesamt drei unterschiedliche Hydrogel-Medien mit
einer Gelkonzentration von 10, 20 und 40 mg/mL hergestellt. Nach der Zugabe des
Hydrogel-Mediums wurden die Zellen fir weitere 24 Stunden unter Kulturbedingungen
inkubiert und im Anschluss mithilfe einer Live-Dead-Farbungen auf ihre Viabilitét hin
untersucht (Abbildung 82).

Abbildung 82 Ausgewahlte Aufnahmen der Viabilitatstests in Gegenwart der Hydrogel-Medien mit unterschiedlicher
Konzentration; Konzentration der Hydrogel-Medien: A: 10 mg/mL; B: 20 mg/mL; C: 40 mg/mL; D: 0 mg/mL, reines
Kultur-Medium wurde verwendet.

Die Aufnahmen der Zellen zeigten, dass die Anwesenheit der abgebauten
Hydrogelriickstande zu keiner signifikanten Veranderungen der Zellzahl oder Morphologie
gefiihrt hat, wodurch ein starker toxischer Einfluss der Abbauprodukte ausgeschlossen
werden konnte. Die Auswertung war an dieser Stelle jedoch rein qualitativ, da die
Aufnahmen nur von einigen wenigen reprasentativen Stellen auf den Kulturplatten gemacht
wurden und keine ausgiebigen Viabilitats-Assays durchgefihrt wurden. Sollten in
weiterfiihrenden Untersuchungen Zweifel an der Biokompatibilitat der Systeme auftreten,

waére eine Durchfuihrung solcher quantitativen Viabilitats-Experimente empfehlenswert.
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4.8.3. Untersuchung in 3D-Experimenten

Nachdem die neuen Oxazolin-vernetzten Hydrogelsysteme bereits in 2D-Experimenten
genauer untersucht wurden, sollte an dieser Stelle auch die Eignung fiir einen Einsatz in
3D-Verkapselungs-Experimenten evaluiert werden. Daflir wurden COS-7-Zellen analog zu
der Durchfuhrung in Abschnitt 3.4 (Seite 49ff.) in einem Hydrogel aus Psnl, Psu4 und
POx-6-MPDVS ( = 100 mg/mL, E = 3,7 kPa, cxat = 45 pmol/mL) eingeschlossen und fur
24 Stunden unter Kulturbedingungen inkubiert. Um den gleichmaRigen Einschluss und die
Viabilitat der Zellen zu tberprifen, wurden die Zellen im Anschluss mithilfe einer Live-

Dead-Farbung angefarbt und mikroskopisch untersucht (Abbildung 83).

Abbildung 83: Zoom durch verschiedene Ebenen eines 3D-Hydrogels, welches mit POx-6-MPDVS vernetzt worden ist
und folgende Eigenschaften besitzt: =100 mg/mL, E = 3,7 kPa, Ckat = 45 umol/mL; Zellen wurden mit Live-Dead-
Féarbung griin (lebendig) und rot (tot) angefarbt; Pfeile weisen auf Zellen hin, welche sich in der jeweiligen Ebene im
Fokus befinden.

Die in Abbildung 83 aufgefiihrten Aufnahmen zeigen die identische Position eines 3D-
Hydrogels, in welcher durch die verschiedenen Ebenen fokussiert worden ist. Dabei sind
stetig neue Zellen in den Fokus getreten (gelbe Pfeile), was gezeigt hat, dass die Zellen
gleichmé&Rig in allen drei Dimensionen des Gels verteilt waren. Anhand der griin-Farbung

der Zellen in den Aufnahmen konnte festgestellt werden, dass der Grofteil 24 Stunden nach
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Einschluss in das Hydrogel lebendig waren. Gleichzeitig konnte nur eine geringe Anzahl
an toten Zellen (rot) oder deren Fragmente festgestellt werden, was dafur spricht, dass die
Art der Préparation und die Hydrogele selbst keinen signifikant negativen Einfluss auf die
Viabilitat der Zellen ausgeubt haben. Bezlglich der Morphologie wiesen die COS-7-Zellen
eine kugelartige Form auf. Der Vergleich mit der Literatur hat gezeigt, dass COS-7-Zellen
bei einer 3D-Verkapselung keine strukturellen Besonderheiten ausbilden, sondern in dieser

kugelférmigen Morphologie vorliegen,[125:189.190]
4.8.4. Einfluss des Abbauverhaltens auf die Zellen

Nachdem die Eignung der Oxazolin-vernetzten Hydrogele fur den Einsatz in 24-
Stunden-Zellexperimenten bestétigt werden konnte, galt es dies auch fir langere
Inkubationszeiten zu 0berprufen. Dafir sollten Hydrogele aus zwei verschiedenen
Oxazolin-basierten Vernetzern hergestellt und tber einen Versuchszeitraum von sieben
Tagen untersucht werden. Neben der Betrachtung der Zellmorphologie sollte auch die

Viabilitat der Zellen qualitativ mithilfe einer Live-Dead-Farbung tberprift werden.

Als Vernetzer wurden dabei das POx-13-MPDVS (bifunktionell, 52 EtOx-Einheiten) und
POx-5-MPDVS (trifunktionell, 55 EtOx-Einheiten) verwendet. Das POx-13-MPDVS
wurde aufgrund seiner sehr hohen Abbaugeschwindigkeit (bei p =150 mg/mL,
Eo/d® = 7,7%) ausgewahlt, wohingegen das POx-5-MPDVS als eine langsamer
abbauende (bei S =150 mg/mL, Eo/d®* =2,7%) Alternative dienen sollte. Um die
Wechselwirkungen der COS-7-Zellen mit der Gelmatrix zu erhéhen, wurden verschiedene
Gele hergestellt, welche zum Teil mit kationischer Ladung und dem biomimetischen RGD-
Peptid funktionalisiert worden sind. Zur Herstellung der Hydrogele wurden die
thiolhaltigen Prapolymere Psnl, Psu4 und PsiRGD verwendet. Das PstRGD basiert auf
einem System, welches zuvor von BoLDUAN beschrieben wurde.®% Die Synthese sowie
analytische Daten des Polymers sind in Abschnitt 6.4.1(Seite 155 ff.) aufgefuhrt.

Um Hydrogele zu erhalten, welche auch nach dem Ablauf der maximalen Inkubationszeit
von sieben Tagen noch eine ausreichend hohe Steifigkeit aufweisen, um der mechanischen
Belastung der Live-Dead-Féarbung Stand zu halten, wurden Gele mit einer Konzentration
von 150 mg/mL hergestellt. Die Daten der verwendeten Hydrogele wurden in der

Tabelle 21 zusammengefasst.
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Tabelle 21: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele fiir die 7-Tage-Zellexperimente.

Vernetzer Ckat|Cpep? [mMol/mL] EP [kPa] Qc
0|0 52+0,2 8,5+0,2
POx-5-MPDVS 45)0 5304 88+0,3
45|10 3,9¢ 8,1¢
0j0 3,1+0,3 11,1+05
POx-13-MPDVS 45)0 35+0,1 10,6 £0,3
45|10 2,8¢ 11,8¢

a: Kationikkonzentration (ckat) und Peptidkonzentration (cpep) der Hydrogele ermittelt aus dem Volumen der Gele
und der eingesetzten Menge an funktionalisierten Polymeren; b: ermittelt in rheologischen Oszillationsexperimenten
bei 1% Normalkraft, 1% Deformation und 1 Hz; c: ermittelt nach Quellung in 0,01 M PBS-Puffer mit pH = 7 fiir 24 h
bei rt; d: Messung wurden aufgrund der geringen vorhandenen Menge des PstRGD nur einmal exemplarisch fiir ein
Gel durchgefhrt.

Fur die Untersuchung des Einflusses der Abbaugeschwindigkeit der Hydrogele in den
7-Tage-Experimenten wurden die Gele analog zu der in Abschnitt 3.4 beschriebenen
Methodik préapariert. Da die COS-7-Zellen nach der Anwendung der Live-Dead-Féarbung
nur bedingt weiter inkubiert werden konnen, wurden fir jeden Messzeitpunkt (1, 3 und
7 Tage) jeweils ein Gel hergestellt. Um einen ersten Eindruck Uber die erfolgreiche
Préaparation der Gele zu erhalten, wurden nach den ersten 24 Stunden Inkubationszeit
Aufnahmen der Zellen gemacht, bevor diese mit der Live-Dead-Féarbung behandelt worden
sind. Im Nachfolgenden wurden exemplarisch die Aufnahmen der Hydrogele, welche mit
POx-5-MPDVS vernetzt wurden, dargestellt (Abbildung 84). Als negativer Vergleich
wurde ein zusatzliches Hydrogel vor der Betrachtung unter dem Mikroskop fur funf

Minuten mit 90%iger-Ethanol-Ldsung versetzt, um die Zellen in dem Gel zu téten.

Die Betrachtung der Aufnahmen hat gezeigt, dass in allen drei POx-5-MPDVS Hydrogelen
(A, B, C) die Zellen gleichmaRig in allen drei Dimensionen der Gele verteilt waren. Es
konnten keine unregelmaligen Zelleinschliisse oder anderweitige UnregelmaRigkeiten
festgestellt werden. Die Morphologie der Zellen wies eine gleichméRige runde Form auf
und es konnten keine signifikanten Zellaggregate festgestellt werden. Auf den Aufnahmen
des mit Ethanol behandelten Gels (D) lieBen sich hingegen nur noch tote Zellen oder deren
Fragmente erfassen. Zwischen den verschiedenen nicht behandelten Gelen (A, B, C)
konnten trotz der unterschiedlichen Geleigenschaften bezlglich Konzentration an
kationischen Funktionalitdten und Peptiden, keine signifikanten Unterschiede in der
Zellmorphologie festgestellt werden. Dabei wére es denkbar gewesen, dass die Zellen nach
24 Stunden Inkubationszeit noch zu eng von der Gelmatrix umschlossen waren und
dadurch nicht genug Bewegungsfreiheit aufgewiesen haben, um mdogliche besondere

Strukturen auszubilden.
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Abbildung 84: Exemplarische Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POX-5-MPVDS nach 24 Stunden Inkubationszeit;
Funktionalisierung der Gele: A: Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat/Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL;
D: Hydrogel wurde vor der Aufnahme fur funf Minuten mit einer 90%iger-Ethanol-Lsung behandelt.

Zur Beurteilung der Zellviabilitdt wurden die Gele nach einer ersten Untersuchung mit
einer Live-Dead-Farbung behandelt. Um eine mdoglichst vollstandige Farbung der Zellen
zu ermdglichen, wurde die Inkubationszeit der Farbelésung von 45 Minuten auf eine
Stunde erhoht. Die anschlieBende Untersuchung der Zellen lieR3 jedoch erkennen, dass die
Féarbung nicht erfolgreich abgelaufen ist, da es nicht mdglich war lebende und tote Zellen
in den Aufnahmen eindeutig zu unterscheiden. Auch bei einer erneuten Wiederholung der
Experimente konnte die Farbung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, was die
Vermutung aufgebracht hat, dass die verwendeten Farbereagenzien kontaminiert waren
oder aus anderen Griinden nicht mehr funktionsfahig waren. Aufgrund von
Lieferschwierigkeiten und mangelnder Zeit, erfolgte die weitere Auswertung der

Zellexperimente daher ohne Live-Dead-Férbung.
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Abbildung 85: Exemplarische Aufnahmen von COS-7-Zellen in 3D-Hydrogelen nach 24 Stunden Inkubationszeit;
Vernetzer und Funktionalisierung der Gele: Au13: POX-5-MPDVS, Au: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL;
A2: Ckat|Cpep = 450 umol/mL;  As: CkatlCpep = 45|10 umol/mL;  Bi3: POx-13-MPDVS,  Bui: Ckat/Cpep = 0|0 pmol/mL;
B2: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; Bs: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.

Um mdgliche Unterschiede zwischen den Gelen aus den beiden verschiedenen Vernetzern
POx-5-MPDVS und POx-13-MPDVS feststellen zu kénnen, wurden in der Abbildung 85,
exemplarische Aufnahmen der Gele nebeneinander aufgefuhrt. Die Reihe A1-3 zeigte dabei
die Hydrogele, welche mit POx-5-MPDVS vernetzt wurden und die Reihe Bi-3 zeigte die
Hydrogele aus POx-13-MPDVS. Der direkte Vergleich der beiden Hydrogelreihen wies
erneut keine signifikanten Unterschiede auf. Dabei war die Morphologie der betrachteten
Zellen innerhalb der verschiedenen Gele vergleichbar, unabhdngig der Anwesenheit von

kationischer Funktionalisierung (A2|B2) oder zusétzlichem biomimetischen RGD-Peptid
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(As|Bs). Auf den exemplarischen Aufnahmen der Gele mit kationischer Ladung und
Peptiden (As|B3) schien die GroRe der Zellen zwar leicht erhéht, jedoch war dies auf die
Auswahl der exemplarischen Aufnahmen zurtickzufiihren und nicht exklusiv fiir diese Art
der Gelfunktionalisierung. Die geringen Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gelreihen konnte an dieser Stelle mit der kurzen Inkubationszeit von 24 Stunden erklart
werden. Trotz der unterschiedlich hohen Abbaugeschwindigkeiten der beiden
verschiedenen Vernetzerpolymere sollte der Steifigkeitsunterschied zwischen den beiden
Hydrogelsystemen zu diesem Zeitpunkt noch nicht sehr hoch gewesen sein.

Im weiteren Verlauf der Experimente sollten die Hydrogele aus dem Vernetzer POx-13-
MPDVS aufgrund der sehr hohen Abbaugeschwindigkeit dieser in den vorhergegangenen
Experimenten (Eo/d*® =7,7%) im Vergleich zu den Gelen aus POXx-5-MPDVS
(Eo/d* =2,7%) einen signifikant erhohten Steifigkeitsverlust erfahren. Um die
Unterschiede zwischen den beiden Gelsystemen genauer zu betrachten, wurden in der
Abbildung 86 exemplarische Aufnahmen der kationisch funktionalisierten Hydrogele aus
POx-13-MPDVS (A1-7) und aus POx-5-MPDVS (B1-7) nach einer Inkubationszeit von 1,
3 und 7 Tagen miteinander verglichen. Dabei ergab der Vergleich der Aufnahmen, dass
selbst nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen keine signifikanten morphologischen
Unterschiede zwischen den beiden Gelreihen festgestellt werden konnte. Diese
Beobachtung deckte sich auch mit den Aufnahmen der Gele mit Peptid und ohne
Funktionalisierung (Abschnitt 7.9, Seite 204 ff.). Da die Zellen auch nach 7 Tagen
Inkubationszeit immer noch eine Morphologie aufgewiesen haben, welche mit der
Morphologie von gesunden Zellen in 3D vergleichbar war, konnte die zuvor bereits

beschriebene Biokompatibilitat der Systeme erneut bestatigt werden.[*?%

Die genauere Untersuchung der schnell abbauenden Hydrogele aus POx-13-MPDVS nach
7 Tagen Inkubationszeit haben gezeigt, dass sich die COS-7-Zellen, aufgrund des zu
diesem Zeitpunkt weit fortgeschrittenen Abbaus, innerhalb der Gele zum Teil bewegen
konnten. Unter Beriicksichtigung der zuvor ermittelten Abbaugeschwindigkeiten der
POx-13-MPDVS-Hydrogele, sollten diese nach 7 Tagen Inkubation Uber 50% ihres
ursprunglichen E-Moduls verloren haben, was gleichzeitig zu einer erhéhten Quellung und
verringerten Vernetzungsdichte gefiihrt haben sollte. Durch diese Verringerung der
Steifigkeit und Vernetzungsdichte war es den Zellen dann mdéglich, sich auch innerhalb der
Hydrogelmatrix zu bewegen. Die Betrachtung der Aufnahmen der langsam abbauenden

Hydrogele aus POx-5-MPDVS haben gezeigt, dass die Zellen nach 7 Tagen
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Inkubationszeit keinerlei Beweglichkeit innerhalb der Gele aufgewiesen haben. Aufgrund
der niedrigen Hydrolysegeschwindigkeit der Gele waren sie zu diesem Zeitpunkt noch zu

steif und zu eng vernetzt, sodass es den Zellen nicht mdglich war, sich innerhalb dieser zu

bewegen.

Abbildung 86: Exemplarische Aufnahmen von COS-7-Zellen in 3D-Hydrogelen nach 1-7 Tagen Inkubationszeit;
Bezeichnung A/Bx entspricht Aufnahmen zum Zeitpunkt x (mit Werten von x = 1/3/7 Tagen); Vernetzer und
Funktionalisierung ~ der  Gele:  Ai7: POx-5-MPDVS, Ckat|Cpep = 45|0 pumol/mL; Bi1.7: POx-13-MPDVS,
Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL.

Unter Berlcksichtigung der verschiedenen Experimente konnte zusammenfassen gesagt
werden, dass der Einsatz der neuartigen Oxazolin-vernetzten Hydrogelsysteme erfolgreich
war. Die Biokompatibilitdt des neuen Hydrogelsystems, sowie deren Abbauprodukte
konnten in verschiedenen Untersuchungen fur einen Einsatz in 2D- und 3D-Experimenten

verifiziert werden. Aufgrund der hohen Flexibilitat des Hydrogelsystems hinsichtlich der
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mechanischen Eigenschaften, der Funktionalisierungsart sowie des Abbauverhaltens kann
dieses als Plattform fir zukinftige Forschungen genutzt werden, um prézise

biomedizinische Fragestellungen anzugehen.

4.9. Zusammenfassung Oxazolinvernetzer

Mittels CROP war es mdglich, eine Reihe von verschiedenen bi- und trifunktionellen
Vernetzern auf der Basis von 2-Ethyl- und 2-Methyl-Oxazolin herzustellen und mithilfe
von H/DOSY-NMR-Spektroskopie und GPC zu charakterisieren. Dabei konnten eine
Reihe von verschiedenen Vernetzern erhalten werden, welche sich beztglich ihrer Lange,
Zusammensetzung sowie ihrer Anzahl und Art der Endgruppen unterschieden. Neben der
Verwendung von Acrylséure-Endgruppen fand vor allem die neu entwickelte MPDVS-
Endgruppe Anwendung, welche aufgrund ihrer Struktur fir eine effektive Vernetzung und
einer erhohte Hydrolyselabilitat der Systeme sorgte.

Um den Einfluss der jeweiligen Vernetzerparameter auf die mechanischen Eigenschaften
und das Abbauverhalten der Hydrogele abschétzen zu konnen, wurden verschiedene
Reihen an Hydrogelen hergestellt und deren Eigenschaften miteinander verglichen. Bei der
Variation der Lange der Vernetzer hat sich gezeigt, dass die Verwendung von zunehmend
langerkettigen Vernetzern zur Bildung von Hydrogelen mit einem erhdhten E-Modul von
bis zu 16,2 kPa gefiihrt hat, was auf eine Zunahme der Vernetzungseffizienz
zurlickzufuhren war. Bezlglich des hydrolytischen Abbaus fihrte der Einsatz von
langkettigen Vernetzern zu einer leichten Erhéhung der Abbaugeschwindigkeit von bis zu
23%. Der Einsatz von Copolymeren aus MetOx und EtOx hat gezeigt, dass durch das
Einbringen von bis zu 45 mol% MetOx die Hydrophilie der Vernetzersysteme deutlich
gesteigert werden konnte, ohne dabei die Steifigkeit der Hydrogele mafRgeblich zu
verandern. Diese erhdhte Hydrophilie hat vor allem bei der Verwendung von hohen
Gelkonzentrationen (4 = 200 mg/mL) zu einer Zunahme der Abbaugeschwindigkeit der
Gele von bis zu 85% gefuhrt. Um die hydrolytische Labilitadt der Vernetzer weiter zu
erhdhen wurden der Einsatz von bifunktionellen Vernetzern untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die Verwendung dieser im Vergleich zu trifunktionellen
Vernetzern tendenziell zu der Ausbildung von Hydrogelen mit einem verringerten E-Modul
fiihrte. Dies war jedoch zum Teil auf die deutlich erhohte Hydrolyselabilitat der Vernetzer

zurlickzufuhren und resultierte in Abbauraten der Hydrogele von bis zu 12,5% des
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E-Moduls pro Tag. Um die Flexibilitat des Systems zu verdeutlichen, wurden zusétzliche
Untersuchungen beziglich einer Kombination des Oxazolin-Vernetzers mit den zuvor
beschriebenen PEGDA3s00-Systemen angestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich
das E-Modul (7,1 - 1,2 kPa) und die Abbaugeschwindigkeit (1,1% - 4% pro Tag) der

Hydrogele durch Variation der Verhaltnisse der beiden Vernetzersysteme einstellen lief3.

Durch den Einsatz der Oxazolin-vernetzten Hydrogele in 2D- und 3D-Zellexperimenten
mit COS-7-Zellen konnte die Biokompatibilitat der Hydrogele und deren hydrolytischer
Abbauprodukte erfolgreich nachgewiesen werden. Erste Untersuchungen am
Adhésionsverhalten der COS-7-Zellen haben gezeigt, dass bereits durch den Einsatz
geringer Mengen an kationischer Funktionalisierung (cxat = 45 pmol/mL) die Adhé&sion der
Zellen an die Geloberflache signifikant erhoht werden konnte. Fir eine erfolgreiche
Zelladhasion waren dabei im Vergleich zu den zuvor untersuchten PEGDA-Systemen
wesentlich geringere Gelsteifigkeiten von maximal 9,2 kPa notwendig. Bezlglich einer
3D-Zellanwendung war es mdoglich, die Eignung der Systeme in einer Reihe von
Experimenten zu verifizieren. Die verwendeten Oxazolin-Hydrogele erlaubten dabei einen
gleichmé&Rigen Einschluss der Zellen in allen drei Dimensionen der Gele, ohne zu einer
signifikanten Verringerung der Zellviabilitat zu fihren. Durch den Einsatz der Hydrogele
in 7-Tage Experimenten konnten erste Eindriicke tber das Verhalten der COS-7-Zellen in

den Gelen beziglich einer Langzeitkultivierung gewonnen werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblicke

Ziel dieser Arbeit war es, auf Grundlage des von BOLDUAN entwickelten thiolhaltigen
Polymersystems Hydrogele herzustellen und deren Eigenschaften bezuglich einer
biomedizinischen Anwendungen hin zu optimieren.® Dabei sollten zwei unterschiedliche
Vernetzersysteme evaluiert werden, wobei der Fokus auf der Untersuchung des
Vernetzereinflusses auf die spateren Hydrogeleigenschaften lag.

Im ersten Ergebniskapitel dieser Arbeit (Kapitel 3, Seite 17 ff.) wurde die Verwendung des
Polyethylenglykol-basierten Vernetzers PEGDAss00 beschrieben (Abbildung 87). Bei der
Untersuchung dieses Systems stand dabei vor allem die Optimierung des

Herstellungsprozesses und der Geleigenschaften im Fokus.

o 0
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Abbildung 87: Ubersicht iber den Aufbau des PEGDAssoo-vernetzen Hydrogelsystems.

Durch die Variation der Verhaltnisse zwischen den Thiolen des Prapolymers und den
Acrylat-Endgruppen des PEGDAass00 in der Michael-Addition konnten die Steifigkeit und
das Quellverhalten der Gele malRgeblich beeinflusst werden. Dabei wurde festgestellt, dass
bei einem Thiol zu Acrylat-Verhéltnis von 0,7 Hydrogele gebildet wurden, welche nicht
nur Uber eine hohe Steifigkeit verfligten, sondern auch einen Gelanteil von bis zu 94%
besalRen. Um ein besseres Verstandnis Uber die Systeme zu erhalten, wurden der Einfluss
der Gelkonzentration und der Kationikkonzentration auf die Eigenschaften der Gele
genauer untersucht. Durch die Variation der Gelkonzentrationen (5 = 40 - 300 mg/mL) war
es dabei maoglich, Hydrogele herzustellen, welche einen E-Modul zwischen 1,4 und 51 kPa
aufgewiesen haben (Abbildung 88). Durch den Einsatz von hoheren Gelkonzentrationen ist
es dabei zur Ausbildung von dichteren Polymernetzwerken gekommen, was in einer
zunehmenden Gelsteifigkeit resultiert hat. Da das E-Modul in einem ndherungsweise
linearen Verhaltnis zur Gelkonzentration lag, wére es moglich gewesen, die Steifigkeit der
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Gele fir eine gewiinschte Anwendung prazise einzustellen. Durch das Einbringen variabler
Mengen an kationischer Komponente in die Hydrogele, konnte eine Zunahme der
Gelsteifigkeit um bis zu 30% im Vergleich zu den ungeladenen Systemen beobachtet
werden (Abbildung 88). Diese Zunahme wurde auf die Ausbildung von physikalischen
Vernetzungspunkten, durch lon-lon-Wechselwirkungen zwischen den quartéaren

Ammoniumgruppen des TMAEA und Phosphationen des PBS-Puffers, zuriickgefiihrt.[**°]
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Abbildung 88: Ubersicht iiber die Hydrogeleigenschaften der PEGDAssoo-Gele in Abhangigkeit der eingesetzten Gel-
und Kationikkonzentration.

Um einen Eindruck tber die hydrolytische Abbaubarkeit der PEGDA-Systeme zu erhalten,
wurde ein exemplarisches Hydrogelsystem fir ber 60 Tage unter Kulturbedingungen
inkubiert. Uber den gesamten Messzeitraum haben die Gele dabei einen durchschnittlichen
Abbau von 0,5% des E-Moduls pro Tag erfahren, was in grober Ubereinstimmung mit der

Literatur liegt.[11812]

Um die Eignung der Hydrogele fir einen Einsatz in verschiedenen biomedizinischen
Anwendungen zu prifen, galt es, die PEGDA-Systeme in Zellexperimenten mit COS-7-
Zellen auf ihre Biokompatibilitit und mdgliche Zell-Gel-Wechselwirkungen zu
untersuchen (Abbildung 89). Mithilfe einer Live-Dead-Farbung konnte dabei die hohe
Biokompatibilitdt der PEGDA-Systeme fir eine 2D- und 3D-Anwendungen bestétigt
werden. Unter Verwendung einer Reihe von Gelen mit variierendem E-Modul und
Kationikkonzentration konnte zuséatzlich das Adhasionsverhalten der COS-7-Zellen gezielt
untersucht werden. Dabei wurde festgestellt, dass unterhalb einer gewissen
Grenzsteifigkeit und ohne die Anwesenheit von kationischen Funktionalitaten keine
signifikante Zelladh&sion an die Geloberflache stattgefunden hat. Wiesen die Gele

hingegen eine ausreichende Steifigkeit (E ~ 15 kPa) auf und enthielten mindestens
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45 pumol/mL kationischer Funktionalitaten, konnte eine deutliche Adhé&sion der Zellen
beobachtet werden. Ahnliche Voraussetzungen beziiglich der Hohe des E-Moduls fiir die

erfolgreiche Adhésion von COS-7-Zellen wurde ebenfalls von XiA et al. beschrieben.3!
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Abbildung 89: Ubersicht tiber einige Ergebnisse der Zellexperimente mit den PEGDA-Systemen.
Das zweite Ergebniskapitel dieser Arbeit (Kapitel 4, Seite 65 ff.) beschaftigte sich mit der
Entwicklung eines neuen Oxazolin-basierten Vernetzersystems (Abbildung 90). Durch das
Einflhren von hydrolytisch labilen Endgruppen war es dabei mdglich, Vernetzer

herzustellen, welche uber eine kontrollierbare Abbaubarkeit verfugten.

(SR
RN SO

O

A

Abbildung 90: Ubersicht tber die Struktur der neuen Oxazolin-basierten Vernetzersysteme.

Zunéchst wurde die Funktionsfahigkeit der Systeme anhand von ersten ,,proof-of-concept*
Polymeren evaluiert. Dabei wurden trifunktionelle Oxazolinvernetzer mit 12 bis 32
Wiederholungseinheiten EtOx und Acrylsaure-Endgruppen hergestellt und mittels
'H-NMR-Spektroskopie und GPC charakterisiert. Durch die Vernetzung von thiolhaltigen
Prépolymeren mittels Michael-Addition konnten Hydrogele erhalten werden mit einem
E-Modul von bis zu 4 kPa (# = 100 mg/mL). Da die Gele aus den ersten Vernetzern jedoch
kaum hydrolytischen Abbau aufwiesen, galt es, die Systeme weiter zu optimieren. Eine
signifikante Erhdhung der hydrolytischen Abbaugeschwindigkeit konnte dabei durch das
Einfiihren einer Mercaptopropionsdure-Divinylsulfon-Endgruppe (MPDVS) erreicht

werden.
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Im Rahmen der Arbeit wurde der Einfluss der verschiedenen Vernetzerparameter auf die
Hydrogeleigenschaften untersucht. Daflir wurden Vernetzer mit variabler Lange,
Copolymerzusammensetzung und Anzahl an Endgruppen hergestellt und zur Synthese von
Hydrogelen genutzt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Erhdhung der L&nge der
Vernetzer aufgrund der erhohten Vernetzungseffizienz zur Ausbildung von steiferen
Hydrogelen fuhrt, welche eine erhéhte Abbaurate aufwiesen. Der direkte Vergleich eines
langkettigen Vernetzers (POx-6-MPDVS, 81 EtOx-Einheiten) zu einem Kurzkettigen
(POx-4-MPDVS, 32 EtOx-Einheiten) hat gezeigt, dass die mithilfe des langkettigen
Vernetzers gebildeten Hydrogele ein um durchschnittlich 113% erhoéhtes E-Modul
aufgewiesen haben. Beziglich der Copolymerzusammensetzung konnte durch das
Substituieren von EtOx mit dem hydrophileren MetOx eine signifikante Erhohung der
Abbaugeschwindigkeit festgestellt werden, ohne dabei die Steifigkeit der Gele zu
verandern. Der Vergleich von zwei Hydrogelsystemen aus einem reinen EtOx-Vernetzer
(POX-4-MPDVS) und einem Vernetzer mit 45 mol% MetOx-Anteil (POx-9-MPDVS) hat
gezeigt, dass das Einbringen des MetOx zu einem bis zu 85% schnelleren hydrolytischen
Abbau geflhrt hat. Durch den Einsatz von bifunktionellen Vernetzern war es moglich, die
Abbaugeschwindigkeit der Gele weiter zu erhéhen, wobei Abbauraten von bis zu 12,5%
des E-Moduls pro Tag erzielt werden konnten. Durch Variation der verschiedenen
Vernetzerparameter war es letzten Endes mdglich, Hydrogele herzustellen, welche ein
breites Spektrum an méglichen Steifigkeiten und Abbaugeschwindigkeiten abdeckten
(Abbildung 91).

E,/d® [%]
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Abbildung 91: Ubersicht tiber die E-Module und Abbaugeschwindigkeiten eine Auswahl von Hydrogelen mit einer

Konzentration von £ =100 mg/mL, welche durch den Einsatz verschiedener Oxazolinvernetzer gebildet wurden;

Vernetzer welche zur Bildung der Hydrogele genutzt wurden: blau = POx-3, = POx-8-MPDVS, lila = POx-10,
= POx-6-MPDVS, turkise = POx-DVS, rot = POx-11, grau = POx-13-MPDVS.

Um das Spektrum der realisierbaren Geleigenschaften zu erweitern, wurden erste
Untersuchungen  beziiglich gemischter Oxazolin-PEGDA-Systeme  durchgefiihrt
(Abbildung 92). Durch Variation des Oxazolin-Anteils in der Vernetzerkomponente der
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Hydrogele war es maglich, den E-Modul auf Werte zwischen 7,1 und 1,2 kPa einzustellen.
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass sich die Abbaugeschwindigkeit der Hydrogele
durch die Variation des Oxazolin-Anteils im Vernetzer auf Werte zwischen 1,1% und 4%

beziiglich des Verlustes des E-Moduls pro Tag einstellen liel3.
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Abbildung 92: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Untersuchung der gemischten POx-PEGDA-Systeme.
Um die Eignung der neuen Oxazolin-vernetzten Hydrogelsysteme fur einen Einsatz in der
biomedizinischen Forschung zu tberprifen, sollte zuletzt noch die Biokompatibilitat der
Hydrogele und deren Abbauprodukte mithilfe von Zellexperimenten an COS-7-Zellen
untersucht werden (Abbildung 93). Dabei wurde die Viabilitdt der Zellen durch

Anwendung einer Live-Dead-Férbung qualitativ ermittelt.

Abbildung 93: Exemplarische Auswahl einiger Aufnahmen der durchgefilhrten Zellexperimente mit COS-7-Zellen;
A: Zellen, welche innerhalb eines 3D-Hydrogels gleichméRig eingeschlossen wurden. Die Pfeile heben einzelne Zellen
hervor, welche sich in der aktuellen Ebene im Fokus befinden; B: Aufnahme von COS-7-Zellen auf einem 2D-Hydrogel,
Zellen wurden mithilfe einer Live-Dead-Farbung griin (lebendig) oder rot (tot) gefarbt.

In 2D- und 3D-Experimenten war es dadurch mdglich, die hohe Biokompatibilitat der
Hydrogelsysteme und ihrer Abbauprodukte nachzuweisen. Bei der Untersuchung des
Zellverhaltens in einigen 2D-Experimenten konnte eine Adhé&sion der Zellen an die
Oberflache der Gele beobachtet werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
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Adhéasion der Zellen erneut in Abhéngigkeit zum E-Modul und der kationischen
Funktionalisierung der Gele stand. Durch den Einsatz von Hydrogelen mit einer Steifigkeit
von 9,2 kPa und einer Kationikkonzentration von 45 umol/mL konnte eine beinahe
vollstandige Adhasion der COS-7-Zellen an die Oberflache der Gele hervorzurufen. Durch
den Einsatz von Hydrogelen in 7-Tage Experimenten konnten erste Eindriicke Uber das
Verhalten von COS-7-Zellen in den Gelen bezlglich einer Langezeitkultivierung

gewonnen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit war es moglich, ein Hydrogelsystem zu prasentieren, welches
sich durch eine hohe Flexibilitdt bezuglich der mechanischen Eigenschaften und des
Abbauverhaltens auszeichnet. Diese Eigenschaften konnten im Rahmen zukunftiger
Untersuchungen, zum Beispiel durch das Einfuhren alternativer Monomere in das
Polymerrtickgrat, noch erweitert werden. Um eine noch bessere Kontrolle Uber die
Geleigenschaften zu erhalten, wére es weitergehend von Interesse, die Kombination von
weiteren Vernetzersystemen zu evaluieren. Dabei ware es mdglich, die Kombination
verschiedener Oxazolin-basierter Vernetzersysteme kategorisch zu untersuchen und
dadurch den Einsatz von PEG weiter zu verringern. Auch wenn erste Untersuchungen
bezuglich des Zellverhaltens in 2D- und 3D-Experimenten bereits erfolgt sind, gilt es, die
dabei erhaltenen Erkenntnisse weiter zu vertiefen. Aufgrund der guten Kontrolle (ber die
mechanischen und chemischen Eigenschaften der Hydrogele und deren Abbauverhalten,
konnten sie dabei in Zukunft fir die Klarung préziser zellbiologischer Fragestellungen
genutzt werden. Neben genaueren Untersuchungen zur Langzeit-Viabilitat der Zellen in 3D
konnten aufgrund der Abbaubarkeit der Hydrogele auch die Untersuchung der Zellmotilitat

in Abhéngigkeit des Degradationsfortschritts von Interesse sein.
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6. Experimenteller Teil
6.1. Allgemeines

6.1.1. Hilfssoftware

Zur Erstellung der verwendeten Strukturen, wurde das Programm ChemBioDraw Ultra 20
der Firma Perkin Elmer verwendet. Die Bearbeitung von Abbildungen, erfolgte mithilfe
der Software GIMP Version 2.8.14, sowie Microsoft Paint 3D. Die erhaltenen Spektren,
wurden mit dem Programm ACD-Labs 12 ausgewertet. Die Verwaltung der Literatur
erfolgt mithilfe des Programms Mendeley. Die Auswertung der Mikroskopieaufnahmen

erfolgte mithilfe der Software Fiji (Fiji Is Just ImageJ).

6.1.2. NMR-Spektroskopie

Die in dieser Arbeit enthaltenen *H/DOSY-NMR- und **C-NMR-Spektren, wurden mit FT-
NMR-Geréten der Firma BRUKER des Typen DPX-300 (300 MHz) und DRX-500
(500 MHz) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen & der jeweiligen Signale
wurde in ppm (engl: parts per million; Teile pro Millionen) und die Kopplungskonstanten
J in Hz (Hertz) angegeben. Die Multiplizitdten der Signalpeaks wurden wie folgend
abgekdrzt: (s) = Singulett, (d) = Duplett, (t) = Triplett, (g) = Quartett, (m) = Multiplett,
(dd) = Duplett vom Duplett, (td) = Triplet vom Duplett.

6.1.3. Gel-Permeations-Chromatographie

Die GPC-Messungen wurden mit einem selbstgebauten GPC bestimmt. Die Messungen
wurden Uber zwei Saulen der Firma PSS GRAM mit DMF/(LiBr(5 g/L)) als Laufmittel bei
einer Fliegeschwindigkeit von 1 mL/min durchgefiihrt. Als Detektor wurde ein RI-
Detector-Smartline-2300 der Firma Knauer verwendet. Als Referenz wurde mit einem
PMAA-Standard der Firma PSS kalibriert

6.1.4. RP-HPLC

Die Aufreinigung der Peptide erfolgte mithilfe eines RP-HPLC-Systems der Firma Knauer.
Zur Aufreinigung dienten eine Vorséule Eurosphere 11 300-10 C18A und eine Sdule

146



Experimenteller Teil

Eurosphere 11 100-10 C18 der Firma Knauer. Als Laufmittelgemisch wurde H20/MeCN

(+ 0,1 % TFA) verwendet mit einer FlieRgeschwindigkeit von 20 mL/min.
6.1.5. UV-Vis-Spektroskopie

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

6.1.6. Rheologie

Die rheologischen Oszillationsexperimente in dieser Arbeit wurden mit einem Gemini
Advanced Rheometer der Firma Bohlin Instruments durchgefiihrt. Fir die Messungen
wurde ein Platte-Platte-System von Malvern Instruments mit 20 mm Durchmesser
verwendet. In Abhé&ngigkeit ihrer Eigenschaften, wiesen die gemessenen Gele einen
Durchmessen von durchschnittlich 15 bis 20 mm und eine Dicke von 2 bis 4 mm auf. Alle
Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Es wurden stets mindestens
20 Messpunkte pro Gel aufgenommen (ber einen Zeitraum von knapp 2 Minuten. Zur
Bestimmung der jeweiligen Module wurden die Messergebnisse der einzelnen Messungen
gemittelt.

6.1.7. Ellman’s Assay

Fiir ein Ellman’s Assay wurde eine Polymerstammldsung aus entgastem Ellman’s Puffer
(0,2 M Phosphatpuffer mit pH 8) mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt.
Gleichzeitig wurde eine Stammlésung des Ellman’s Reagenzes 5,5°-Dithiobis-2-
nitrobenzoesdure in entgastem Ellman’s Puffer mit einer Konzentration von 4 mg/ml
hergestellt. Die Messproben wurden aus jeweils 1,25 mL entgastem Ellman’s Puffer,
125 pL Polymerstammldsung und 25 pL Ellman’s Reagenz-Stammldsung angesetzt. Die
Proben wurden mithilfe eines UV-Vis-Spektrometers bei einer Wellenldnge von 412 nm
vermessen. Mithilfe der gemessenen Extinktion konnte unter Bericksichtigung der
Verdinnung und des molaren Extinktionskoeffizienten des detektierten 2-Nitro-5-
thiobenzoat-Anions  von  ea120m = 14150 L molicm™  die  Konzentration an freien
Thiolgruppen im Polymer berechnet werden. Alle Messproben wurden in Tripletts

hergestellt und jede Probe des Tripletts jeweils drei Mal gemessen.
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6.1.8. Rasterelektronenmikroskopie

Die in dieser Arbeit gezeigten Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie wurden von
Herrn Volker Brandt im Zentrum fir Elektronenmikroskopie und Materialforschung
(ZEMM) erstellt. Die Messungen wurden an einem Rasterelektronenmikroskop H-S4500
FEG der Firma Hitachi durchgefihrt. Zur Préparation der Proben wurden die Hydrogele
fir mindestens 24 Stunden in Wasser gequollen und anschlieRend gefriergetrocknet. Die
getrockneten Gele wurden dann vor der Messung in flissigem Stickstoff eingefroren und
vorsichtig in der Mitte durchgebrochen. Die dadurch erhaltenen Bruchstiicke wurden mit

dem Querschnitt nach oben auf der Messplatte mithilfe von Kleber fixiert.
6.1.9. Live-Dead-Farbung

Die Durchfuhrung der Live-Dead-Férbung erfolgte durch Anwendung des ,,Live/Dead Cell
Staining Kit II“ der Firma PromoCell. Fir die Anfarbung der Zellen wurde eine
Férbelosung aus einem 0,01 M PBS-Puffer und den Reagenzien Calcein-AM (4 uM) und
EthD-111 (2 pM) verwendet. Die Herstellung dieser Farbelosung erfolgte durch das
Mischen von 10 mL eines 0,01 M serumfreien PBS-Puffers mit 5 puL einer 4 mM Calcein-

AM-Stamml6sung und 20 pL einer 2 mM EthD-I11-Stammldsung bei Raumtemperatur.

Vor der Auftragung der Farbelésung auf die Zellen wurde das Kultur-Medium Gber diesen
vorsichtig aspiriert und die Gele zwei Mal mit jeweils 1 mL 0,01 M PBS-Puffer gewaschen.
Im Anschluss wurden die Gele mit jeweils 1,5 mL der Farbeldsung tberschichte und flr
45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vor der Untersuchung der Zellen, mithilfe von
Fluoreszenz-Mikroskopie, wurde die Farbelésung aspiriert und mit 2 mL eines 0,01 M
PBS-Puffers ersetzt. Die Erfassung der lebenden Zellen (griin) erfolgte durch Anregung bei
einer Wellenlange von 485 nm und die der toten Zellen bei einer Wellenldnge von 586 nm.

Die Betrachtung der Zellen und die Erstellung der gezeigten Aufnahmen erfolgten an einem
EVOS FL Mikroskop mit einem 20x Objektiv und einem Standard Fluoreszenz-Filter-Set.
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6.2. Monomersynthesen

6.2.1. N,N’-Bis(methacryloyl)cystamin
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Schema 13: Reaktionsschema der Synthese von N,N’-Bis(methacryloyl)cystamin.

Es wurde NaOH (6,89 g, 172 mmol, 2 eq.) in 100 mL H20O in einem Rundkolben vorgelegt
und Cystamin Dihydrochlorid (9,69 g, 43,1 mmol, 0,5 eq.) hinzugegeben. Die Ldsung
wurde auf 0 °C gekdihlt. Dann wurde Methacryloylchlorid (9 g, 86,1 mmol, 1 eq.) in 15 mL
DCM gel6st und der Reaktionslésung zugetropft. Diese wurde im Anschluss ber Nacht
bei RT geruhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abgenutscht und anschlieend mit 0,5 M
HCI und Wasser gewaschen. Der Feststoff wurde tiber Nacht am Hochvakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus Ethylacetat aufgereinigt. Das
gewinschte Produkt konnte als weier Feststoff erhalten werden (12,8 g, 44,5 mmol, 52%).

1H-NMR: (200 MHz, Chloroform-d): & (ppm) = 1.97 (m, 6H, CHz), 2.89 (t, 3J = 6 Hz, 4H,
S-CH?2), 3.66 (q, 3J = 6 Hz, 4H, NH-CH?2), 5.36 (m, 2H, C=CHz), 5.75 (m, 2H, C=CHp>).
6,58 (s, 1H, NH).

13C-NMR: (50 MHz, Chloroform-d): § (ppm) = 18,6; 37,7; 38,7; 120,0; 139,6; 168,7.
6.2.2. Trimethylaminoethylacrylat
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Schema 14: Reaktionsschema der Synthese von Trimethylaminoethylacrylat.

Frisch destilliertes Dimethylaminoethylacrylat (10,7 mL, 69,8 mmol, 1eq.) wurde in
20 mL trockenem Toluol geldst und auf 0 °C gekihlt. Methyltrifluoromethansulfonat
(8,81 mL, 80,3mmol, 1,15eq.) wurde in 15mL trockenem Toluol gel6st, der
Reaktionsldsung zugetropft und diese dann fur 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung
wurde filtriert, mit kaltem Toluol gewaschen und bei vermindertem Druck getrocknet. Das

gewiinschte Produkt konnte als braunes Ol erhalten werden (21,5 g, 69,8 mmol, quant.).
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'H-NMR: (500 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) = 3,14 (s, 9H, CH3), 3,71 (p, 3J = 0,2 Hz, 2H,
N-CHz), 4,55 (m, 23 =0,2 Hz, 2H, O-CH?2), 6,04 (dd, ®J =5 Hz; 23 =10 Hz , 1H, CH=CHH),
6,22 (dd, 33 = 10 Hz; 2J = 20 Hz, 1H, CH=CHH), 6,40 (dd, 3] = 1,5 Hz; 2J =10 Hz, 1H,
CH=CH.,).

13C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds): § (ppm) = 52,9; 58,1; 127,9; 132,5; 164,9.

6.2.3. Poly(ethylenglykol)diacrylat (PEGDA3s00)
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Schema 15: Reaktionsschema der Synthese von PEGD Aasoo.

Poly(ethylenglykol) [Mn=3400g/mol] (10g, 2,94 mmol, 1leq.) wurden in 75ml
trockenem Dichlormethan vorgelegt. Triethylamin (1,6 mL, 11,8 mmol, 4 eq.) wurde
hinzugegeben und die Loésung auf 0 °C gekuhlt. Acryloylchlorid (0,96 mL, 11,8 mmol,
4 eq.) wurden in 5 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und ber 10 Minuten zur
Reaktionsldsung zugetropft und diese dann fur 4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionsldsung wurde zwei Mal mit geséattigter Natriumcarbonat-L6sung gewaschen, die
organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und auf circa 15mL am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das Polymer wurde in einem 20-fachem Uberschuss aus
kaltem Diethylether geféllt und im Hochvakuum getrocknet. Das gewinschte Produkt

konnte als weiler Feststoff erhalten werden. (9,81 g, 2,8 mmol, 95,3%).

IH-NMR: (500 MHz; CDCls): ¢ (ppm) = 3,47 — 3,65 (m, 4H, O-CH2-CH>-0), 3,78 — 3,83
(m, 4H, O=C-O-CH-CH>), 4,30 (t, 2J = 4 Hz, 4H, O=C-0-CH2), 5,83 (d, 2J = 7,5 Hz, 2H,
CH=CHy), 6,14 (dd, %J = 7,5 Hz; 2J = 15 Hz, 2H, CH=CHH), 6,41 (d, 2J = 10 Hz, 2H,
CH=CHH).

150



Experimenteller Teil

6.2.4. 1,2-Bis(Maleimido)ethan
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Schema 16: Reaktionsschema der Synthese von 1,2-Bis(Maleimido)ethan.
Maleinsdaureanhydrid (10,8 g, 110 mmol, 2,2 eq.) wurde in Eisessig (15 mL/g Amin)
vorgelegt. Ethylendiamin (39, 49,9 mmol, 1eq.) wurden dem Reaktionsgemisch
zugegeben und dieses dann flr vier Stunden zum Reflux erhitzt. Die Essigsaure wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die
organische Phase wurde zwei Mal mit jeweils geséattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung, 1 M Salzsdure und geséattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen in dieser
Reihenfolge. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum
getrocknet. Das gewinschte Produkt konnte als beigefarbener, kristalliner Feststoff
erhalten werden (7,89 g, 35,8 mmol, 71,8%)

H-NMR: (500 MHz; CDCls): ¢ (ppm) = 3,73 (s, 4H, CH>), 6,68 (s, 4H, CH=CH).
6.2.5. 4,10-dioxatricyclo[5.2.1.0%%]dec-8-en-3,5-dion
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Schema 17: Reaktionsschema der Synthese von 4,10-dioxatricyclo[5.2.1.026]dec-8-en-3,5-dion.

Maleinsaureanhydrid (8 g, 81,6 mmol, 1 eq.) und Furan (5,55 g, 81,59 mmol, 1 eq.) wurden
in 30 mL Diethylether gel6st und tGber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene
Feststoff wurde abgenutscht und mit Diethylether gewaschen und anschlielend im
Hochvakuum getrocknet, das gewiinschte Produkt konnte als kristalliner weiRer Feststoff
erhalten werden (12,3 g, 74,1 mmol, 91%).[*1]

IH-NMR: (500 MHz; CDCls): d (ppm) = 3,41 (s, 2H, CH=CH), 5,68 (s, 2H, O-CH-C),
6,81 (s, 2H, CH-C=0).
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6.2.6. (4R,7S)-2-(5-hydroxypentyl)-3a,4,7,7a-
tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion
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Schema 18:  Reaktionsschema der Synthese von (4R,7S)-2-(5-hydroxypentyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-
epoxyisoindol-1,3(2H)-dion.

5-Aminopentanol (7,7 g, 74,6 mmol, 4 eq.) wurden in 30 mL Methanol gelost. 4,10-
dioxatricyclo[5.2.1.02,6]dec-8-en-3,5-dion (3,1 g, 187 mmol, 1eq.) wurden der
Reaktionsldsung hinzugegeben und diese dann fir vier Stunden bei 80 °C bis zum Sieden
erhitzt. Die Reaktionslosung wurde mit 45 mL Dichlormethan verdiinnt und anschlieRend
je zwei Mal mit jeweils 50 mL 2 M Salzsaurel6sung und gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen. Die organische Phase wurde uUber Magnesiumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum

getrocknet. Das Produkt konnte als braunes Ol erhalten werden (3,46 g, 13,8 mmol, 74%).

IH-NMR: (500 MHz; CDCls): § (ppm) = 1,35 (m, 2H, CH2-(CH2)2-OH), 1,6 (m, 4H, CH2-
CH2-OH/CH2-CH,-N), 2,84 (s, 2H, CH=CH), 3,5 (t, 2J = 7,5 Hz, 2H, CH2-N) 3,62 {(t,
2) =7,5Hz, 2H, CH2-OH), 5,27 (s, 2H, O-CH-C), 6,51 (s, 2H, CH-C=0).

6.2.7. 5-((4R,7S)-1,3-dioxo-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-
2H-4,7-epoxyisoindol-2-yl)pentyl-acrylat
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Schema 19: Reaktionsschema der Synthese von 5-((4R,7S)-1,3-dioxo-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-2H-4,7-epoxyisoindol-2-
yl)pentyl-acrylat.

(4R,7S)-2-(5-hydroxypentyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion

(3,1 g,12,3 mmol, 1 eq.) wurde in 60 mL Dichlormethan aufgenommen und Triethylamin
(3,78 mL, 27,1 mmol, 2,2 eq.) hinzugegeben. Acryloylchlorid (1,6 mL, 24,7 mmol, 2 eq.)
wurden in 10 mL Dichlormethan aufgenommen und unter Eisbadkiihlung unter Riihren der

Reaktionsldsung hinzugetropft. Die Reaktion wurde tber Nacht bei Raumtemperatur
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geriihrt. Die Reaktionslésung wurde zwei Mal mit jeweils 40 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-L6sung und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und
das Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet. Nach einer s&ulenchromatographischen
Aufreinigung Uber Kieselgel mit Ethylacetat/Dichlormethan (1:1) als Laufmittelgemisch
konnte das Produkt als leicht gelber, kristalliner Feststoff erhalten werden (2,61 g,
8,55 mmol, 69%).

IH-NMR: (500 MHz; CDCls): § (ppm) = 1,36 (m, 2H, CH2-(CH2)2-0), 1,6 (m, 2H, CH2-
CH2-N), 1,68 (m, 2H, CH2-CH,-0), 2,83 (s, 2H, CH=CH), 3,48 (t, 2] = 7,5 Hz, 2H, CH.-
N) 4,12 (t, 2] = 7,5 Hz, 2H, CH2-0-C=0), 5,26 (s, 2H, O-CH-C), 5,81 (d, 2J = 10 Hz, 1H,
HHC=CH-C=0), 6,1 (dd, 3] = 10 Hz, 2J = 15 Hz, 1H, H,C=CH-C=0), 6,39 (d, 2 = 7,5 Hz,
1H, HHC=CH-C=0), 6,51 (s, 2H, 0=C-CH-CH-C=0).

6.2.8. 5-Maleimido-pentyl-acrylat
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Schema 20: Reaktionsschema der Synthese von 5-Maleimido-pentyl-acrylat.
5-((4R,75)-1,3-diox0-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-2H-4,7-epoxyisoindol-2-yl) pentyl-acrylat
(2,59, 8,19 mmol, 1 eq.) wurden in 40 mL Toluol geldst. Die Reaktionslésung wurde fir

12 Stunden bei 110°C zum Reflux erhitzt. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt saulenchromatigraphisch tiber Kieselgel
aufgereinigt mit Cyclohexan/Ethylacetat (9:1) als Laufmittelgemisch. Das gewiinschte

Produkt konnte als beiger kristalliner Feststoff erhalten werden (1,82 g, 7,67 mmol, 94%)

IH-NMR: (500 MHz; CDCls): ¢ (ppm) = 1,37 (m, 2H, CH2-(CH2)2-0), 1,63 (m, 2H, CH2-
CH2-N), 1,7 (m, 2H, CH2-CH,-0), 3,53 (t, 2J = 7,5 Hz, 2H, CH2-N) 4,14 (t, 2J = 7,5 Hz,
2H, CH2-0-C=0), 5,82 (d, 2J=10Hz, 1H, HHC=CH-C=0), 6,11 (dd, 3J=10 Hz,
2 =15 Hz, 1H, H,C=CH-C=0), 6,4 (d, 2J=7,5Hz, 1H, HHC=CH-C=0), 6,69 (s, 1H,
0=C-CH-CH-C=0).

LR-MS (ESI): C12H15NOs, 237,1 (exakt), berechnet 238,11 [M-H]*, gefunden 238,0.
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6.3. Festphasensynthese

Zur Synthese der Peptide wurde eine Festphasensynthese an einem 2-Chlortritylchlorid-
Harz (2-CTC) nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt.[!*2 Um eine méglichst hohe
Beladung des Harzes zu erreichen, wird dieses vor der Kopplung mit der ersten Aminoséure
reaktiviert. 1g des Harzes wurde in ein Peptidsynthesegefall eingefullt. Zur
Konditionierung wurde das Harz fiir 5 min in 10 mL DMF gequollen und anschlieBend drei
Mal mit je 10 mL DCM gewaschen. Dann wurde dem Harz eine Ldsung aus 0,17 mL
Thionylchlorid in 10 mL DCM zugegeben und fur 1 h geschwenkt. Danach wurde das Harz
zwei Mal mit je 10 mL DMF und drei Mal mit 10 mL DCM gewaschen. Fmoc-Glycin-OH
(1427 mg, 4,8 mmol, 3eq.) wurde in 10mL DCM gel6st und zusammen mit
Diisopropylethylamin (DIPEA) (1,36 mL, 8 mmol, 5eq.) hinzugegeben. Nach 5 min
Schwenken wurde zuséatzliches DIPEA (0,68 mL, 4 mmol, 2,5 eq.) hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fur 1 h geschwenkt. Das Losungsmittel wurde abfiltriert und das Harz
fur 15 min in 1 mL MeOH geschwenkt. Das Harz wurde im Anschluss drei Mal mit je
10 mL DCM, zwei Mal mit je 10 mL DMF, zwei Mal mit je 10 mL DCM und drei Mal mit
je 10 mL MeOH gewaschen. Danach wurde das Harz Uber Nacht im Hochvakuum

getrocknet.

Zur Bestimmung der Beladung des Harzes mit Aminoséure wurden Duplikate von 5-10 mg
Harz in einen Eppendorfgefal gefillt. Das Harz wurde fur 20 min jeweils mit 1 mL einer
Losung aus 20 %(v/v) Piperidin in DMF behandelt. Danach wurde das Gemisch
zentrifugiert und 100 pL des Uberstands in 10 mL DMF gegeben. Die Extinktion dieser
Ldsung wurde bei 301 nm bestimmt. Aus der Extinktion konnte mithilfe der nachfolgenden
Gleichung 22 die Beladung des Harzes berechnet werden.'%?l Die Beladung des Harzes

betrug 0,78 mmol/g.

Extinktion - 101
7,8 - Einwage [mg]

Harzbeladung =

Gleichung 22: Berechnung der Harzbeladung bei der Peptidsynthese.

Der weitere Aufbau des Peptids erfolgte ber die Wiederholung der nachfolgenden
Schritte. Das Harz wurde funf Mal mit je 10 mL DCM und funf Mal mit je 10 mL DMF
gewaschen. Dann wurde das Harz zwei Mal mit einer Spaltlosung aus jeweils 5 mL
Piperidin, 2,5 mL DMF und 2,5 mL DCM fiir je 30 min behandelt. Das Harz wurde danach

zwei Mal mit je 10 mL DMF gewaschen. Das Harz wurde dann fiir 1 h mit einer Losung
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aus der zu koppelnden Aminosdure (3 eq.), HBTU (887 mg, 2,34 mmol, 3 eq.), HOBt
(316 mg, 2,34 mmol, 3 eq.) und DIPEA (0,8 mL, 4,68 mmol, 6eq.) in 9,2 mL DMF
behandelt. Danach wurde das Harz fiinf Mal mit je 20 mL DMF, flinf Mal mit je 20 mL
DCM und zwei Mal mit je 10 mL DMF gewaschen. Wenn an dieser Stelle noch eine
weitere Aminoséure gekoppelt werden musste, wurden die Schritte ab Zugabe der

Spaltlésung wiederholt.

Nach Kopplung der letzten Aminoséure wurde das Harz zusétzlich drei Mal mit je 10 mL
DCM gewaschen. Um das Peptid vom Harz zu spalten, wurde es zwei Mal flr jeweils
30 min mit je 8 mL einer Losung aus DCM/Eisessig/Trifluoressigsaure (7/2/1) behandelt.
Danach wurde das Harz noch drei Mal mit je 15 mL DCM gewaschen. Die vereinten
Spaltlésungen, sowie die Waschlésungen, wurden unter vermindertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reste an Essigsaure wurden Uber mehrere Tage am
Hochvakuum entfernt und das Rohprodukt anschlieRend gefriergetrocknet. Das Rohpeptid
wurde als beiges Pulver (720 mg, 923 pumol, 88 %) erhalten. Der Erfolg der Synthese wurde
mittels LR-MS Uberpruft.

\/\/\)L N\)LN N\)LN \)L
gty

ﬁi

HN NH,

OH

|Ill
O

Abbildung 94: Struktur des Peptids MIC-AHX-YGRGDS

LR-MS (ESI): C42H61N11015, 959,43 (exakt), berechnet 960,44 [M-H]*, gefunden 960,54.

6.4. Polymersynthesen

6.4.1. Synthese der thiolhaltigen Prapolymere

Die Synthese der thiolhaltigen Prapolymere erfolgte mittels einer freien radikalischen
Polymerisation. Die Durchfuhrung wird im Nachfolgenden exemplarisch fiir das Polymer
Psul beschrieben. Fur die restlichen Polymere wurden die Verhéltnisse der Monomere,

sowie der verwendeten Losungsmittel entsprechend angepasst.
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Es wurden 5,42 g 4-Acryloylmorpholin (38,4 mmol, 24eq.) und 461mg N,N’-
Bis(methacryloyl)cystamin (1,6 mmol, 1 eq.) in THF ([M] = 2M) gel6st und in ein 50 mL
Zentrifugenrohrchen Gberfihrt, welches im Anschluss mit einem Septum verschlossen
wurde. Die Lésung wurde fir 20 Minuten mit Argon durchstromt. Es wurden 123 mg 2,2"-
Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril) (V70) (0,4 mmol, 0,25 eq.) hinzugegeben und
die Reaktionslosung Uber Nacht bei 42 °C erhitzt. Als Produkt wurden feste Organogele
erhalten, welche in kleine Stlicke geschnitten wurden und flr zwei Tage gegen Wasser
gequollen wurden. Das Wasser wurde dabei drei Mal taglich gewechselt.

Die gequollenen Hydrogelstiicke wurden sorgfaltig gefiltert und in einen Rundkolben
gegeben. Zur Spaltung der Disulfidbindungen wurde DTT (5 Aquivalente in Bezug auf die
verwendete Menge BMAC) in 2 ml Wasser geldst und den Hydrogelstiicken zugesetzt.
Nachdem der pH-Wert mit NaOH (2 M) auf 8-10 eingestellt worden war, wurde die Losung
unter Argon-Strom gerhrt, bis eine klare Losung erhalten wurde. Nach vollstdndigem
Auflésen wurde der pH-Wert mit HCI (5 M) auf 2-4 eingestellt. Unldsliche Bestandteile
wurden durch Filtration (Glasfaserfilter) entfernt. Zur Reinigung wurde das Polymer in
einem 20-fachen Uberschuss an entgastem und angesauertem (pH 3) Isopropanol
ausgefallt, in Dioxan gelost und erneut in eiskaltem Diethylether ausgefallt. Nach der
Ausfillung wurde das resultierende Polymer im Vakuum getrocknet und mittels *H-NMR,

SEC und Ellman‘s-Assay analysiert.
6.4.2. Peptidfunktionalisierung

Zur Funktionalisierung mit RGD-Peptid, wurde ein extra thiolhaltiges Prépolymer
hergestellt mit einer Zusammensetzung von AMOr/BMAC 93,5/6,5 mol% (PsHPep). Nach
vollstandiger Charakterisierung des Polymers wurden die Thiolfunktionalitdten des
Polymers partiell mit dem Peptid MIC-AHX-YGRGDS umgesetzt. Um den Erfolg der
Reaktion zu Uberprifen, wurden Ellman’s Assays des Polymers vor und nach der
Funktionalisierung durchgefiihrt. Die Differenz der Thiolgehalter entsprach dabei dem

Grad der Funktionalisierung.

Fur die Funktionalisierung von PsuPep wurden 059 des Polymers
(Thiolkonzentration = 876 mmol/g) in 3,3 mL Wasser geldst und mit 100 pL Triethylamin
versetzt. Die Lésung wurde mithilfe eines Argonstroms fiir 20 Minuten entgast. 168 mg
(169 pumol) des Peptids MIC-AHX-YGRGDS (M = 998,59 g/mol) wurden der Losung
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hinzugegeben und diese dann ber Nacht bei RT gerihrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde
die Reaktionslosung gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde dann in DCM
aufgenommen und zwei Mal in eiskaltem Ether gefallt. Das gewtiinschte Polymer PsuRGD
konnte als leicht beiger Feststoff erhalten werden. Der Erfolg der Reaktion wurde
zusétzlich zum Ellman’s Assay mithilfe von 1H-NMR-Spektroskopie kontrolliert, indem
die Signale der AMOr- und BMAC-Wiederholungseinheiten ins Verhéltnis zu den
aromatischen Signalen des Tyrosins (Y) im Peptid gesetzt wurden.

6.4.3. Oxazolinpolymere

Die Synthese der Oxazolinpolymere erfolgte mittels einer CROP unter inerten
Bedingungen. Die fur die Synthese verwendeten Oxazolinmonomere wurden vor der
Verwendung in der Polymerisation getrocknet. Dafiir wurde das jeweilige Monomer mit
Kalziumhydrid versetzt und unter inerten Bedingungen destilliert. Das getrocknete

Polymere wurde unter Argonatmosphare und tber Molsieb gelagert.

Fur die Polymerisation wurden die Monomere und der Initiator in einem ausgeheizten
Schlenkrohr unter Argonatmosphare vorgelegt. Acetonitril wurde zugegeben, sodass eine
2 M-L06sung (bezogen auf die Monomere) entstanden ist. Die Reaktionsldsung wurde bei
120 °C unter Ruhren erhitzt. Die Reaktionszeit betrug dabei eine Stunde pro 40 Oxazolin-
Wiederholungseinheiten im gewiinschten Polymer (mindestens 30 Minuten). Nach Ablauf
der Reaktionszeit wurde die Reaktionsldsung fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt.
Im Anschluss wurden, bezogen auf die Menge an Initiator, 15 Aquivalente (10 bei DBB
als Initiator) des Terminierungsreagenz und Triethylamin unter Argon-Gegenstrom
hinzugegeben. Fir eine mdoglichst vollstdndige Terminierung wurde die Reaktion im

Anschluss fur mindestens viert Stunden bei 60 °C gerihrt.

Fur die Aufarbeitung der Polymere wurde die Reaktionslésung zunéchst am
Rotationsverdampfer auf etwa die Halfte des Ursprungsvolumens eingeengt und
anschlieBend in einem 20-fachen Uberschuss an kaltem Ether gefallt. Die dadurch
erhaltenen Rohpolymere wurden im Hochvakuum getrocknet. Bei einer Terminierung mit
Acrylsaure wurden die Rohpolymere insgesamt drei weitere Male in Dichlormethan
aufgenommen und in kaltem Ether geféllt. Bei einer Terminierung mit
3-Mercaptopropionséure wurde das Rohpolymer zunéchst in Dichlormethan gel6st und

jeweils zwei Mal mit einer 1 M Natriumthiosulfat Losung und brine gewaschen. Die
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organische Phase wurde im Anschluss tiber MgSO4 getrocknet, am Rotationsverdampfer
eingeengt und in einem 20-fachem Uberschuss kaltem Ether gefallt. Vor der
Charakterisierung wurden die aufreinigten Polymere erneut tber Nacht am Hochvakuum
getrocknet.

Fur die Funktionalisierung der Mercaptopropionsdure-terminierten Polymere wurden diese
in Dichlormethan (50 mg/mL) gelost und 18 Aquivalente (12 bei DBB als Initiator)
Triethylamin und Funktionalisierungsreagenz (DVS/MaPenA) hinzugegeben. Die
Reaktion wurde fir mindestens vier Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die
Reaktionsldsungen wurden danach auf ein Flnftel des urspriinglichen Volumens am
Rotationsverdampfer eingeengt, in einem 20-fachem Uberschuss kaltem Ether gefallt und
wurde tber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene Polymer wurde im Anschluss
fur weitere drei Mal in Dichlormethan aufgenommen und in kaltem Ether geféllt. Vor der
Charakterisierung wurden die fertig funktionalisierten Polymere noch einmal tber Nacht

am Hochvakuum getrocknet.

6.5. Hydrogelpréaparation

Far die Praparation der Hydrogele wurden, unter Berticksichtigung der gewiinschten
Gelkonzentration, Stammldsungen der zu verwendenden Polymere (thiolhaltige
Prapolymere und Vernetzer) in 0,01 M PBS-Puffer hergestellt. Dabei wurde der pH-Wert
der Losungen nach dem vollstandigen Losen der Polymere Gberprift und bei Bedarf mit
NaOH- beziehungsweise HCI-Losung auf 7,4 nachjustiert. In Abhéngigkeit der
gewunschten Gelparameter wurden dann verschieden Stammldsungen der thiolhaltigen
Prapolymere gemischt und bei Bedarf mit 0,01 M PBS-Puffer verdunnt. Im Anschluss
wurde ein Aliquot einer Vernetzer-Stammldsung den praparierten Lésungen zugegeben,
ausgiebig durchmischt und in zylindrische Vertiefungen tiberfuhrt. Wenn nicht anderweitig
angegeben, wurden die Gel-Ldsungen abgedeckt und ber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Alle untersuchten Gele wurden dabei stehts in Triplikaten hergestellt und
untersucht. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Gele vorsichtig aus den
zylindrischen Vertiefungen gelést und vor der Charakterisierung fir mindestens 24

Stunden in 0,01 M PBS-Puffer gequollen. Bei der Herstellung von vermeidlich
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hydrolytisch labilen Hydrogelen wurden der pH-Wert des PBS-Puffers vor dem Quellen
mit 1 M HCI-L6sung auf 7 eingestellt, um die Hydrolysegeschwindigkeit zu senken.

6.5.1. Praparation fur die Zellexperimente

Die Praparation der Hydrogele fur die Zellexperimente erfolgte zunédchst analog zu der
regularen Herstellung durch das Ansetzten von Stammlésungen der thiolhaltigen

Prapolymere und der Vernetzer.

Fur eine Anwendung in 2-D Zellexperimenten wurden die Hydrogele, wie zuvor
beschrieben, durch das Mischen verschiedener Stammldsungen hergestellt. Nach der
Zugabe des Aliquot der Vernetzer-Stammldsung wurden die Hydrogel-Losung grindlich
durchmischt und jeweils 200 pL in die Vertiefung eines p-Dish (Firma Ibidi) Uberfuhrt.
Um ein gleichméRiges Ausfiillen der Vertiefung zu erreichen, wurde mehrfach vorsichtig
gegen den Rand des p-Dish gestol3en, bis eine gleichméRige Verteilung des Gels erkennbar
war. Die Praparation der Gele erfolgte in der Regel mindestens zwei Stunden vor der
Auftragung der Zellen. Zur Auftragung der Zellen wurde eine COS-7-Zellsuspension
(100 k bis 120 k Zellen/mL) aus einem Kultur-Medium verwendet. Es wurden jeweils
1 mL der Suspension vorsichtig auf die Oberflache der Gele aufgetragen und diese fur
15 Minuten unter Kulturbedingungen inkubiert. Im Anschluss wurde jedem Dish ein
zusétzlicher Milliliter Kultur-Medium hinzugegeben und die Gele fur 24 Stunden unter

Kulturbedingungen inkubiert.

Fur die Herstellung der 3D-Hydrogele wurden die Stammldsungen der thiolhaltigen
Prépolymere zusammen mit einer hoch konzentrierten Zellsuspension (400k bis 450k
Zellen/mL), unter Berucksichtigung der spéteren Geleigenschaften und Konzentrationen,
vorsichtig vorsichtig gemischt. Diese Préapolymer-Zell-Suspensionen wurden dann mit
Aliguoten der Vernetzer-Stammldsungen gemischt und jeweils 200 pL in die Vertiefung
eines W-Dishs Uberfuhrt. Die Gele wurden dann fir mindestens 30 Minuten unter
Kulturbedingungen inkubiert, um eine moglichst fortgeschrittene Vernetzung der Gele zu
gewdhrleisten. Im Anschluss wurden die Proben mit 2 mL Kultur-Medium vorsichtig

uberschichtet und fiir die gewiinschte Dauer weiter inkubiert.
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7. Anhang

7.1. Abkulrzungsverzeichnis

Folgenden Abkirzungen wurden im Laufe der Arbeit verwendet:
Ag. = Aquivalente

AMor = Acryloylmorpholin

BMAC = N,N’-Bis(methacryloyl)cystamin

BME = 1,2-Bis(Maleimido)ethan

Calcein-AM = Calcein-Acetoxymethylester

CROP =engl.: cationic ring opening polymerization
Ringdffnungspolymerisation)

d =engl.: days (Tage)

DBB = 1,4-Dibrom-2-buten

DNA = Desoxyribonukleinsaure
DMF = Dimethylformamid

DTT = Dithiothreitol

DVS = Divinylsulfon

eq. = Aquivalente

EthD-111 = Ethidium Homodimer 11l
EtOx = 2-Ethyl-2-oxazolin

EZM = Extrazellulare Matrix

GPC = Gel-Permeations-Chromatographie
h = engl.: hours (Stunden)
Live-Dead-... = lebend-tot-...

MetOx = 2-Methyl-2-oxazolin

min. = Minuten

PBS = engl.: phosphate buffered saline
PEG = Polyethylenglykol

PEGDA = Polyethylenglykoldiacrylat
PEtOx = Poly(2-ethyl-2-oxazolin)
PMetOx = Poly(2-methyl-2-oxazolin)
PMMA = Polymethylmethacrylat
POx = Polyoxazoline

POx-MI = Polyoxazolin-Prapolymere mit terminaler Maleimidfunktionalitét

POx-SH = Polyoxazolin-Prapolymere mit terminaler Thiolfunktionalitat

(kationische
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REM = Rasterelektronenmikroskopie

rt = Raumtemperatur

TBMB = 1,3,5-Tris-(brommethyl)-benzol

TMAEA = Trimethylaminoethylacrylat

V-70 = 2,2’-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril)

161



Anhang

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Darstellung des Vorgangs bei der Geweberegeneration.[% ....................... 2
Abbildung 2: Ubersicht tiber einige Hydrogele als Plattformen fiir eine biomedizinische
Anwendung; A: Mikrogele in einer Suspension, welche verschiedene immobilisierte,
farbcodierte Molekdle enthalt; B: Ein Mikrogel, welches weitere kleine, farbcodierte
Mikrogele enthélt; C: Fluoreszenz-markierte Zellen in einem Mikrogel eingeschlossen;

D: Fibroblast-Zellen eingeschlossen in einem semi-synthetischen PEG-Fibrinogen
Mikrogel; MaRstabsleisten entsprechen 500 um (modifiziert aus BY). ...........c.cccevvviennee, 4
Abbildung 3: Klassifizierung von Hydrogelen beztglich ihrer Eigenschaften (modifiziert
AUS B1). ettt 5
Abbildung 4: Schematischer Vergleich zwischen den verschiedenen Abbaumechanismen
von Hydrogelen, bezogen auf den Ort des Abbaus; A) Abbau des Netzwerks entlang der
Polymerrtickgrate; B) Abbau des Netzwerks nur an einzelnen labilen Positionen (orange).

Abbildung 5 Struktur des bifunktionellen Monomers BAC. ..........ccccovevieveciciecie e 9
Abbildung 6: Reduktive Spaltung von Disulfidbriicken zwischen zwei Polymerketten....9
Abbildung 7: Funktionalisierung von thiolhaltigen Polymeren. .........c.cccociininiiinien, 10
Abbildung 8: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix.[64 .......10

Abbildung 9 Ubersicht tiber den Aufbau und die Funktionen eines Integrins. (Modifiziert

Abbildung 10 Darstellung der Mechanismen der Integrin-vermittelten Zelladhasion.[®112
Abbildung 11 Darstellung einer Integrin vermittelten Zelladhésion an eine Oberfliche.[®®]

............................................................................................................................................ 13
Abbildung 12: Uberblick tiber das verwendete Hydrogelsystem und den allgemeinen
Ablauf der Gelpraparation. ...........ccceoieiieii i 15
Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung fir den hydrolytischen Abbau eines
Oxazolinvernetzers in einem Hydrogel; POx = Poly(oxazolin)-Vernetzer....................... 16

Abbildung 14: Ubersicht tiber die Struktur der Monomere, welche zur Herstellung der
thiolhaltigen Prapolymere verwendet WUIden. ..........cccccveiieiiiiiie i 17
Abbildung 15: Ubersicht tiber ein mogliches Vorgehen bei der Nutzung von
diSUITIANAITIGEN VEIMEIZEIM. ... 18

162



Anhang

Abbildung 16: Ubersicht tiber den allgemeinen Aufbau des Hydrogelsystems.

Thiolhaltige biofunktionalisierte Prapolymere werden mittels Michael-Addition von

PEGDA VEIMELZL. ...ttt e st et e e see e e beesnne s 19
Abbildung 17: Strukturformel des VVernetzers PEGDAS500. .. .....ccvevereeniereneniiseaieiennes 20
Abbildung 18: Beispielhaftes *H-NMR Spektrum eines thiolhaltigen Prapolymers mit

kationischer Ladung iN D20.......cucuiiiiiiiiiiiiisieie e 22
Abbildung 19: Schematische Darstellung der Hydrogelpraparation. .............c.ccocvvevenenne, 26

Abbildung 20 Ubersicht tiber das Verhalten einer sinusformigen Amplitude einer

angelegten Schubspannung sowie deren Scherantwort in einem rheologischen

Oszillationsexperiment (Modifiziert aus P). ..o 27
Abbildung 21: Schematische Darstellung des KELVIN-Modells. ..........cccoooiininininiennn, 28
Abbildung 22: Beispielhafte Messdaten eines rheologischen Oszillationsexperiments fur
ein PEGDA-vernetztes Hydrogel mit einer Konzentration von £ =100 mg/mL. ............. 30
Abbildung 23: Ubersicht iiber das E-Modul der Gele in Abhéngigkeit der eingesetzten
AQUIVAIENEE AN PEGDAZS00. ... evevereeveteseiesiesetsssse s tesesae s sesesse st s s ss e s sss s 34
Abbildung 24: Ubersicht iiber die Quellwerte (Q) der Gele in Abhangigkeit der
eingesetzten Aquivalente an PEGDAS500. .......c.ccueveveerieeieteeeeceeietesesessse et ses s sesesennens 35
Abbildung 25: Ubersicht iiber den Gelanteil der Gele in Abhangigkeit der eingesetzten
AQUIVAIENEE AN PEGDAZS00. ... eeevereeeetieetesiesetsssse s isssae s sesesse st s ss e s sss e 36
Abbildung 26: Ubersicht iiber das E-Modul der Gele in Abhangigkeit der
GeIKONZENTIALION. ...ttt ettt st b e nes 37
Abbildung 27: Ubersicht tiber die Quellwerte der Gele in Abhangigkeit der

(€12 | N0] 1= 1 =[] o AR 39
Abbildung 28: Ubersicht tiber den Gelanteil der Gele in Abhéangigkeit der
GeIKONZENTIALION. ...ttt st st e e nes 40
Abbildung 29: Ubersicht tiber die Gelierungszeit (tcel) der Gele in Abhangigkeit der

(€12 | N0] 1= 1 =[] o AR 40

Abbildung 30: Darstellung eines temporéren Vernetzungspunktes durch lon-lon-

WECHSEIWITKUNG. .ottt e e sbe e e e reeeeee e 42
Abbildung 31: Ubersicht iiber das E-Modul und die Quellwerte der Gele in Abhangigkeit
ihrer KationiKKONZENTIAtIoN. ........c.oiieiieie et 43

Abbildung 32: Ubersicht tiber den Vorgang zur Praparation der Hydrogele fiir die

RasterelektronenmiKroSKOPIE. .......coviiiiiiiiicie e 44

163



Anhang

Abbildung 33: REM-Bilder von Querschnitten verschiedener PEGDA-vernetzer
Hydrogele; Eigenschaften der einzelnen Hydrogele wie folgend: A: £ =100 mg/mL,

Ckat = 0 pmol/mL; B: = 150 mg/mL, ckat = 0 pmol/mL; C: g =100 mg/mL,

Ckat = 225 pmol/mL; D: g = 200 mg/mL, Ckat = 335 pmol/mL. .......ccccoovviiiiiiiiiic 45
Abbildung 34: Vergleich von REM-Bildern zwei verschiedener Hydrogelsysteme;

links: PEGDA-vernetztes Hydrogelsystem mit Eigenschaften: = 100 mg/mL,

Ckat = 225 pmol/mL,; rechts: pseudo-interpenetrierendes zwei-Phasen Hydrogelsystem
von XIAO et al.; roter Bereich: geringe Konzentration an zwitterionischem Monomer;
blauer Bereich: erhohte Konzentration an zwitterionischem Monomer. (Teilausschnitt aus
[117])
Abbildung 35 REM-Bild eines PEGDA-vernetzen Hydrogels, welches kristalline
Strukturen aufweist; Eigenschaften des Hydrogels: g = 200 mg/mL, Ckat = 335 pmol/mL.

Abbildung 36: Abbaudiagramm eines PEGDA-vernetzten Hydrogels mit einer
Konzentration von £ = 100 mg/mL und ckat = 90 pmol/mL. Das E-Modul der Gele zum
Zeitpunkt t (Et) wurde gegen den Ausgangs E-Modul bei t = 0 (Eo) normalisiert
aufgetragen. Abbau erfolgte in 0,01 M PBS-Puffer bei 37 °C. ..o 48
Abbildung 37: Ubersicht tiber die Praparation der Hydrogele fiir die Zellexperimente. .50
Abbildung 38: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen in Kontakt mit einigen PEGDA-
Hydrogele nach 24 h Inkubation unter Kulturbedingungen; Ai-3: Zoom durch
verschiedene Ebene eines 3D Hydrogels mit den Eigenschaften: g = 100 mg/mL,

Ckat = 90 pmol/mL; Die Pfeile heben einzelne Zellen, welche sich in den jeweiligen
Ebenen im Fokus befinden, hervor; B: Adhérierte Zellen auf einem 2D PEGDA-
Hydrogel; C: Nicht adhérierte Zellen tber einem 2D PEGDA-Hydrogel; D: Adhérierte
Zellen auf einer behandelten Zellkulturplatte aus Polystyrol. ..........ccccccooveiiiiiicvecee, 51
Abbildung 39: Exemplarische Bilder der Zellen nach der Anfarbung mit einem Life-
Dead-Kit. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM (griin) und tote Zellen mit EthD-111
(rot) angefarbt; A: 2D-PEGDA-Gel, = 100 mg/mL, Ckat = 0 pmol/mL; B: 2D-PEGDA-
Gel, =200 mg/mL, Ckat = 90 pmol/mL; C: 3D-PEGDA-Gel, = 100 mg/mL,

Ckat = 0 umol/mL; D: 3D-PEGDA-Gel, = 100 mg/mL, Ckat = 90 umol/mL................... 55
Abbildung 40: Exemplarische Bilder der COS7 Zellen auf verschiedenen Hydrogelen 24
h nach aufbringen der Zellen; Eigenschaften der Gele: (A) E = 8,5 kPa,

Ckat = 90 pmol/mL, (B) E = 16,4 kPa, Ckat = 45 pmol/mL, (C) E = 8,7 kPa,

Ckat = 0 pmol/mL, (D) E = 16,2 kPa, Ckat = 0 MOI/ML. ...ooviiiiiiiiiii e 58

164



Anhang

Abbildung 41: Ubersicht (iber die Ergebnisse der Zelladhasionsexperimente in
Abhanigkeit der Hydrogeleigenschaften.............cccooeiieiicie i 60
Abbildung 42: Ubersicht iiber den allgemeinen Aufbau des Hydrogelsystems;

blau = Poly(oxazolin)-Ruckgrat; rot = hydrolytisch labile Funktionalitaten. .................. 65
Abbildung 43: Ubersicht tiber verschiedene Reaktionen zur Entschiitzung reaktiver
Funktionalitdten in Poly(2-oxazolin)-Seitenketten (modifiziert aus 181, ........................ 67
Abbildung 44: Strukturformeln der beiden Monomere 2-Methyl-2-oxazolin und 2-Ethyl-
Pl 0 ) C: Vo | |1 SRR 68

Abbildung 45: Mechanismus der kationischen Ringéffnungspolymerisation von 2-

Oxazolinen; Nuk = NUKIEOPhiLI8l ..o 70
Abbildung 46: Ubersicht tiber eine Auswahl verschiedener Terminierungsreaktionen bei

INET CROP.IEL ettt 71
Abbildung 47: Beispiele fur multifunktionelle Initiatoren. ...........c.ccoceevveieiievv i, 71

Abbildung 48: Schematische Ubersicht tiber die Synthese der Oxazolin-basierten

A =] £11C] 4T TSP OUPPTURROPRN 72
Abbildung 49: Vergleich der Hydrolyseprodukte von verschieden aufgebauten
Vernetzersystemen; A) Hydrolyse erfolgt an den Endgruppen des Vernetzers; B)
Hydrolyse erfolgt am Initiator der Vernetzer; C) Hydrolyse erfolgt entlang des
Polymerrickgrats der VEIMELZEN. ........cooiiiiiiiieeee e 73
Abbildung 50: Exemplarisches *H-NMR-Spektrum eine Acrylat-funktionalisierten
trifunktionellen Polyoxazoling in CDCI3. ......vcviiiiiiiiiesie e 75
Abbildung 51: Schematische Darstellung des Einflusses der Vernetzerlange auf die
Vernetzungseffizienz; rot = langer Vernetzerarm; blau = mittellanger VVernetzerarm;
OrUN = KUIZEN VEIMEBLZEIAIMN. 1.eeeuiiiiieiieeie et sieesie e seesteeseestee e eneesseeseeeneesreenseaneesseesseeneennes 80

Abbildung 52: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Oxazolinvernetzern POx-1, POXx-2

Abbildung 53: Schematische Darstellung des Ansatzes zur Verbesserung der
Zuganglichkeit des hydrolytisch labilen Esters; blau = hydrolytisch labiler Ester, rot =

Abstandshalter, orange = Michael-AKZEPtor. .........cocviiveiiiiiic e 84
Abbildung 54: Vergleich der Reaktivitaten verschiedener Michael-Akzeptor-
Funktionalititen. (Modifiziert aus 731) .......cooviiieece e 84
Abbildung 55: Beispielhaftes *H-NMR-Spektrum eines trifunktionellen POx-SH aus
PELOX 1N CDCI3. 1ttt sttt b s e nes 86
Abbildung 56: Struktur der beiden bifunktionellen Michael-Akzeptor-Molekile........... 86

165



Anhang

Abbildung 57: *H-NMR-Spektrum des POX-DVS in CDCls. ......ccccovvvivevceeiieresreenns 87
Abbildung 58: Struktur des alternativen Funktionalisierungsreagenz 5-Maleimido-
PENLYI-ACIYIAt (MAPENA). ...t st be e e 89
Abbildung 59: *H-NMR-Spektrum des POx-MaPenA in CDCla. ......c..cccovvvevevevererennnns 91
Abbildung 60: Bearbeitetes DOSY-NMR-Spektrum des POx-MaPenA........................ 93
Abbildung 61: Ubersicht tiber die Struktur der neuen Vernetzerpolymere POx-DVS und
POX-IMAPENA. ...ttt ettt sab e e s b e e et e e s be e e nbe e sbeeanaeeareeas 94
Abbildung 62: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Oxazolinvernetzern POx-DVS und
POX-IMAPENA. ...ttt e e e e e e e nr e e nne e s neennee s 96

Abbildung 63: Struktur der beiden etablierten Endgruppen (rot) fir die
OXAZOINVEINELZEISYNINESE. ....c.viieiiieciteei et 98
Abbildung 64: Struktur der untersuchten Oxazolinvernetzer mit variierenden EtOx-
WiederholungSeiNNEItEN. ..........coviiiic e e 99
Abbildung 65: Ubersicht tiber die E-Module der Hydrogele aus den Vernetzern mit
unterschiedlichen Vernetzerlangen. ... 101
Abbildung 66: Ubersicht tber die tios und die Abbaurate Eo/d*® der Hydrogele aus den
Vernetzern mit variierenden Vernetzerlangen. ..........ccccovveveiieieeie s 104

Abbildung 67: Struktur der Oxazolinvernetzer mit variierender

CopPOlYMErzZuUSAMMENSEIZUNG. ...c.veiveviieiiieieetieeeee ettt se bbbttt 106
Abbildung 68: *H-NMR-Spektrum von POx-9-MPDVS in CDCls. .........ccccccevevevurnnne, 107
Abbildung 69: *H-NMR-Spektrum von POX-10 in CDCla.......ccccceeveveeeeeeeeeeereenee, 111
Abbildung 70: Struktur der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit variierender
ENAQruppe UNG LANQE. ..ottt 112
Abbildung 71: Ubersicht iiber die E-Module der Hydrogele aus den bifunktionellen

A T 0= =T 1 o TSP PR PP RPPPOPRPPPPTN 113
Abbildung 72: Ubersicht tiber die ti0% und die Abbaurate Eo/d*® der Hydrogele aus den
DITUNKEIONEHEN WVEIMEIZEIMN. .. .ot 116

Abbildung 73: Ubersicht uiber die E-Module und Abbaugeschwindigkeiten eine Auswahl
von Hydrogelen mit einer Konzentration von g = 100 mg/mL, welche durch den Einsatz
verschiedener Oxazolinvernetzer gebildet wurden; Vernetzer welche zur Bildung der
Hydrogele genutzt wurden: blau = POXx-3, = POx-8-MPDVS, lila = POx-10,

= POx-6-MPDVS, turkise = POx-DVS, rot = POx-11, grau = POx-13-
IMIPDVS. .ottt bbbt b et b et sttt bt ne et et e nenrs 117

166



Anhang

Abbildung 74: Schematische Darstellung des Hydrogelsystems von ZUSTIAK et al.; A: 4-
arm PEG wird mit bioaktiven Liganden funktionalisiert; B: Funktionalisiertes PEG wird
mit bifunktionellen abbaubaren PEG-Vernetzern in der Anwesenheit von Zellen
umgesetzt; C: Zellen sind in einem dreidimensionalen biofunktionalisiertem Hydrogel
eingeschlossen (modifiziert aus M84). ..........ccooiiiiieceeee e 118
Abbildung 75: Schematische Ubersicht tiber den selektiven Abbau von Hydrogelen mit
GEMISCNEEN VEIMEIZEIN. ...t 119
Abbildung 76: Ubersicht iiber die E-Module der Hydrogele in Abhéngigkeit des POx-
10/11-ANtEilS der VEIMEIZE......ccuieiieieiie et e 121
Abbildung 77: Abbaugraphen der Hydrogele mit verschiedenen POx-11-Anteilen der

A =] £11C] V4T TP PPP PP 122
Abbildung 78: REM-Bilder von Querschnitten verschiedener Hydrogele; zur Gelierung
eingesetzte Vernetzer und Gelkonzentrationen: A: POx-5-MPDVS, = 100 mg/mL; B:
POx-5-MPDVS g = 200 mg/mL; C: POX-13-MPDVS, £ = 150 mg/mL; D: PEGDAas0o,
L7100 MG/MILL. et 123
Abbildung 79: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf verschiedenen Hydrogelen
24 Stunden nach Aufbringen der Zellen; verwendeter Vernetzer und Eigenschaften der
Gele: A: POx-5, E = 1,7 kPa; B: POx-5, E = 5,2 kPa; C: POx-5, E = 9 kPa;

D: PEGDAG3s00, E = 14,7 KPa, Ckat = 90 UMOI/ML. ...ovviiiiieie e 125
Abbildung 80: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf verschiedenen Oxazolin-
vernetzten Hydrogelen 24 h nach aufbringen der Zellen; verwendeter Vernetzer und
Eigenschaften der Gele: A: POx-5, E = 1,8 kPa, Ckat = 45 pumol/mL; B: POXx-5,

E = 5,3 kPa, Ckat = 90 umol/mL; C: POx-5, E = 9,6 kPa, Ckat = 90 pumol/mL; D:
vergroRerte Aufnahme von Gel C; E: einzelne, nicht-adhédrente COS-7-Zelle............... 127
Abbildung 81: Exemplarische Bilder von COS-7-Zellen auf Oxazolin-vernetzten
Hydrogelen nach der Anfarbung mit einem Life-Dead-Kit. Lebende Zellen wurden mit
Calcein-AM ( ) und tote Zellen mit EthD-I11 (rot) angefarbt; verwendeter Vernetzer
und Eigenschaften der Hydrogele: A: POx-5, E = 9 kPa; ckat = 0 umol/mL; B: POx-5,

E = 1,8 kPa, ckat = 45 umol/mL; C: POx-5, E = 5,3 kPa,Ckat = 90 umol/mL; D: POx-5,

E = 9,9 kPa, Ckat = 90 UMOI/MLL. ..o s 129
Abbildung 82 Ausgewahlte Aufnahmen der Viabilitatstests in Gegenwart der Hydrogel-
Medien mit unterschiedlicher Konzentration; Konzentration der Hydrogel-Medien: A:

10 mg/mL; B: 20 mg/mL; C: 40 mg/mL; D: 0 mg/mL, reines Kultur-Medium wurde

VEIWWEINOET. .o eeeeeeeeeeeeeeeee ettt et e ettt ettt e eeeee et et eeeeee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeneeeeeeeneenees 130

167



Anhang

Abbildung 83: Zoom durch verschiedene Ebenen eines 3D-Hydrogels, welches mit POx-
6-MPDVS vernetzt worden ist und folgende Eigenschaften besitzt: f = 100 mg/mL,

E = 3,7 kPa, Ckat = 45 umol/mL; Zellen wurden mit Live-Dead-Farbung grin (lebendig)
und rot (tot) angeférbt; Pfeile weisen auf Zellen hin, welche sich in der jeweiligen Ebene
IM FOKUS DEFINGEN. ..ot 131
Abbildung 84: Exemplarische Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POX-5-MPVDS
nach 24 Stunden Inkubationszeit; Funktionalisierung der Gele: A: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL; D: Hydrogel wurde vor der
Aufnahme fur finf Minuten mit einer 90%iger-Ethanol-Lésung behandelt. .................. 134
Abbildung 85: Exemplarische Aufnahmen von COS-7-Zellen in 3D-Hydrogelen nach 24
Stunden Inkubationszeit; Vernetzer und Funktionalisierung der Gele: A1-3: POX-5-
MPDVS, Au1: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL; A2: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL;

A3 Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL; B1-3: POx-13-MPDVS, Bi: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL;

B2: Ckat|Cpep = 45|0 pumol/mL; B3: Ckat|Cpep = 45[210 UMOI/ML. ..ccvvvviiiiiiiiiieee, 135
Abbildung 86: Exemplarische Aufnahmen von COS-7-Zellen in 3D-Hydrogelen nach 1-
7 Tagen Inkubationszeit; Bezeichnung A/Bx entspricht Aufnahmen zum Zeitpunkt x (mit
Werten von x = 1/3/7 Tagen); Vernetzer und Funktionalisierung der Gele: A1-7: POx-5-
MPDVS, Ckat|Cpep = 45]0 pmol/mL; B1-7: POx-13-MPDVS, Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL. ...137
Abbildung 87: Ubersicht Giber den Aufbau des PEGDAgss00-vernetzen Hydrogelsystems.

Abbildung 88: Ubersicht tiber die Hydrogeleigenschaften der PEGDAss00-Gele in
Abhangigkeit der eingesetzten Gel- und Kationikkonzentration..............ccccoccevveiveinennen, 141
Abbildung 89: Ubersicht iiber einige Ergebnisse der Zellexperimente mit den PEGDA-
SYSTEIMEN. ..ttt b et b bt n e 142
Abbildung 90: Ubersicht tiber die Struktur der neuen Oxazolin-basierten
A = 4012 T 5] (=] 0 TP 142
Abbildung 91: Ubersicht uiber die E-Module und Abbaugeschwindigkeiten eine Auswahl
von Hydrogelen mit einer Konzentration von £ = 100 mg/mL, welche durch den Einsatz
verschiedener Oxazolinvernetzer gebildet wurden; Vernetzer welche zur Bildung der
Hydrogele genutzt wurden: blau = POx-3, = POx-8-MPDVS, lila = POx-10,

= POx-6-MPDVS, turkise = POx-DVS, rot = POx-11, grau = POx-13-MPDVS.

Abbildung 92: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchung der gemischten POx-
PEGD A-SYSIBIME. ettt e e nb e r e ar e 144

168



Anhang

Abbildung 93: Exemplarische Auswahl einiger Aufnahmen der durchgefiihrten
Zellexperimente mit COS-7-Zellen; A: Zellen, welche innerhalb eines 3D-Hydrogels
gleichmaRig eingeschlossen wurden. Die Pfeile heben einzelne Zellen hervor, welche sich
in der aktuellen Ebene im Fokus befinden; B: Aufnahme von COS-7-Zellen auf einem
2D-Hydrogel, Zellen wurden mithilfe einer Live-Dead-Farbung grin (lebendig) oder rot
(010 I =] 7 L4 ) SO S SO 144
Abbildung 94: Struktur des Peptids MIC-AHX-YGRGDS .........ccccoiiiinininiiieee, 155

7.3. Schemataverzeichnis

Schema 1: Syntheseschema der thiolhaltigen Prapolymere...........ccoooiiiiiiiinicicnn 20
Schema 2: Reaktionsschema der reduktiven Spaltung der Disulfidbriicken mit DTT. ....21
Schema 3: Umsetzung von DTNB? mit einer Thiolfunktionalitit unter Freisetzung eines

2-Nitro-5-thiobenzoat-Anions. % ..o 23

Schema 4: Beispielhaftes Schema fiir die partielle Funktionalisierung eines Préapolymers

Mit €INEM RGD-PEPLIT. ..o 25
Schema 5: Reaktionsschema der Esterspaltung durch Esterasen im Inneren von

lebendigen ZeHen. 271 et 53
Schema 6: Syntheseschema der ,,proof-of-concept* Vernetzerpolymere..............ccocu..... 74

Schema 7: Syntheseschema des ersten Schrittes der optimierten
OXazolINVErNELZEISYNTNESE. ....vecuiiieie et ens 85
Schema 8: Reaktionsschema der Funktionalisierung von POx-SH mit DVS................... 87
Schema 9: Reaktionsschema zur Synthese von 5-Maleimido-pentyl-acrylat (MaPenA). 90
Schema 10: Reaktionsschema der Funktionalisierung des POx-SH mit MaPenA, um das
POX-MaPenA ZU €rNAITEN. .......cveiiiiii e 90

Schema 11: Syntheseschema der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit Acrylat-

UG UPPE. . ettt et 110
Schema 12: Syntheseschema der bifunktionellen Oxazolinvernetzer mit MPDVS-

Lo [0 U] o] oSSR 110
Schema 13: Reaktionsschema der Synthese von N, N -Bis(methacryloyl)cystamin....... 149
Schema 14: Reaktionsschema der Synthese von Trimethylaminoethylacrylat. ............. 149
Schema 15: Reaktionsschema der Synthese vOn PEGDAS500. .......ccverververieiesisiseeiene. 150
Schema 16: Reaktionsschema der Synthese von 1,2-Bis(Maleimido)ethan................... 151

169



Anhang

Schema 17: Reaktionsschema der Synthese von 4,10-dioxatricyclo[5.2.1.0>®]dec-8-en-

TSR 1o TSRV PRPRURRRTR 151
Schema 18: Reaktionsschema der Synthese von (4R,7S)-2-(5-hydroxypentyl)-3a,4,7,7a-
tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-di0N. .........cccceiiriiiiiiieeee e 152
Schema 19: Reaktionsschema der Synthese von 5-((4R,7S)-1,3-dioxo-1,3,3a,4,7,7a-
hexahydro-2H-4,7-epoxyisoindol-2-yl)pentyl-acrylat..........c.ccccccoviveiiiiiiieinsiccee, 152
Schema 20: Reaktionsschema der Synthese von 5-Maleimido-pentyl-acrylat. .............. 153

7.4. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht tiber die analytischen Daten der Copolymere Psnl bis PsHb........... 24
Tabelle 2: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele mit verschiedenen Aquivalenten an

PEGDA-VEIMEIZEN. ...ttt e e e neesnne s 33
Tabelle 3: Ubersicht uiber die Daten der Hydrogele mit unterschiedlicher
GIKONZENTIALION. ....itiieiieeie ettt bbb es 37
Tabelle 4: Ubersicht iiber die Daten der Hydrogele mit unterschiedlicher
KatioNIKKONZENITALION. ......ccviiiieieiecie bbb 41
Tabelle 5: Ubersicht tiber die Daten der zur Untersuchung des Adhésionsverhaltens
eingesetzten HYArogele. ........oov oot 57
Tabelle 6: Ubersicht iiber die ermittelten Daten der ,,proof-of-concept* Polymere. ........ 76
Tabelle 7: Ubersicht tiber die Daten der ersten Oxazolin-vernetzten Hydrogele. ............ 78
Tabelle 8: Ubersicht tiber die Daten der beiden funktionalisierten Oxazolinvernetzer
POX-DVS UNA POX-IML. ...ccoiiiiiiiiiie et 88
Tabelle 9: Ubersicht iiber die Eigenschaften der Hydrogele aus den Vernetzern POx-
DVS UNA POX-IMEPENA.......cooeeieiee ettt sttt 95
Tabelle 10: Ubersicht tiber die Daten der Oxazolinvernetzer mit variierenden
T 0] P T T o TSP 99
Tabelle 11: Ubersicht iiber die Eigenschaften der Hydrogele aus den Vernetzern mit
variierenden KettenNIANGEN. .......cvoiiiiiiie e 100
Tabelle 12: Ubersicht tiber die Daten der Abbauexperimente der Hydrogele aus den
Vernetzern mit variierender Vernetzerlange. ..........cocveveiveieiieieeie e 103
Tabelle 13: Ubersicht tiber die Daten der Oxazolinvernetzer mit variierender
CopOolymErzuSammMENSEIZUNG. ...ccvveiieiieeie ettt ae e e e ne e 107
Tabelle 14: Ubersicht tiber die Daten der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender
CopOolymErzuSammMENSEIZUNG. ...cc.vvevieiieeiee sttt saae et eenae e 108
Tabelle 15: Ubersicht tiber die Daten der Abbauexperimente der Hydrogele aus den
Vernetzern mit variierender Copolymerzusammensetzung. ........cccooveevveevieiiieesieenieesnens 109
Tabelle 16: Ubersicht iiber die Daten der bifunktionellen Oxazolinvernetzer. .............. 111

170



Anhang

Tabelle 17: Ubersicht uiber die Daten der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzern.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die Abbaudaten der Hydrogele aus den bifunktionellen
A =] £012] 4T o PP 115

Tabelle 19: Ubersicht uiber die Daten der Hydrogele mit variierenden POx-Anteilen...120

Tabelle 20: Ubersicht (iber Abbaudaten der Hydrogele mit variierenden POx-11-
F N 0] (=] | 1= o OSSR 121

Tabelle 21: Ubersicht tiber die Daten der Hydrogele fiir die 7-Tage-Zellexperimente. .133

7.5. Gleichungsverzeichnis

Gleichung 1: Normierung der Integralflachen der Monomersignale auf die Anzahl an
zugeordneten WasSerstoffatOmeNn. ...........cooviiiiiiiiere e 22

Gleichung 2: Berechnung der Monomeranteile aus den normierten *H-NMR-Signalen. 23
Gleichung 3: Berechnung des Thiolgehalts der Polymere aus den Ergebnissen des

EIIMANTS ASSAYS. ..vteteiiitieitieiie ettt ettt sttt b et nb et n e nne e n e ne e ne e 24
Gleichung 4: Sinusformige Schubspannung, welche auf das Gel appliziert wird............ 27
Gleichung 5: Die durch die Gele Ubertragene Scherantwort. .............cccocveveivieiiieie e, 27
Gleichung 6: Beschreibung der Gesamtschubspannung im KELVIN-Modell. .................. 28
Gleichung 7: Beschreibung des HoOK’schen Teils der Schubspannung. ...........c.cccveveee. 29
Gleichung 8: Beschreibung des NEWTON’schen Teils der Schubspannung. .................... 29

Gleichung 9: Ausfihrliche Beschreibung des Gesamtschubs unter Berticksichtigung der
beiden parallel geschalteten Teile. .........oooiiiiiiiii e 29

Gleichung 10: Beschreibung des komplexen Schubmoduls............cccccovveviiiieiicieciennn, 29
Gleichung 11: Beschreibung des Speichermoduls..............ccoooviiiiiiiiienee 29
Gleichung 12: Beschreibung des Verlustmoduls. ...........cccooveiiiiiie i 29
Gleichung 13: Beschreibung des Verlustfaktors. ... 30
Gleichung 14: Beschreibung des E-Moduls unter Verwendung der Poisson-Zahl. ......... 31
Gleichung 15: Vereinfachte Beschreibung des E-Moduls.............cccooiiiniiiiiiiiiienn 31
Gleichung 16: Beschreibung des QUEIIWEILES. ............covevieieciiiieece e 31
Gleichung 17: Beschreibung des Gelanteils. ...........cccooeriiiiiniiiiiie e 31
Gleichung 18: Berechnung des Molekulargewichts der Oxazolinvernetzer. ................... 76
Gleichung 19: Berechnung des Funktionalisierungsgrads der Oxazolinvernetzer........... 76

Gleichung 20: Beschreibung der Signalintensitat eines NMR-Signals in Anwesenheit

eines externen GradienteNIMPUISES..........cooviiiiriiieie e 92
Gleichung 21: Stokes-Einstein-GIeiChUNG..........cccoviiiiiii i 92
Gleichung 22: Berechnung der Harzbeladung bei der Peptidsynthese..............ccccevenee. 154

171



Anhang

172



Anhang

7.6. Literaturverzeichnis

[1]

[2]
[3]
[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
[9]

[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]
[20]

[21]

M. D. Lechner, K. Gehrke, E. H. Nordmeier, Makromolekulare Chemie, Wiley-
VCH, Weinheim, 2014,

R. Langer, D. A. Tirrell, Nature 2004, 428, 487—-492.

A. S. Hoffman, Adv. Drug Deliv. Rev. 2012, 64, 18-23.

P. X. Ma, Adv. Drug Deliv. Rev. 2008, 60, 184-198.

W. H. De Jong, P. J. A. Borm, Int. J. Nanomedicine 2008, 3, 133-149.
T. M. Allen, P. R. Cullis, Adv. Drug Deliv. Rev. 2013, 65, 36-48.

K. Y. Lee, D. J. Mooney, Chem. Rev. 2001, 101, 1869-1879.

R. Cruz-Acufa, A. J. Garcia, Matrix Biol. 2017, 57-58, 324-333.

S. D. Blostein, H. S. Richardson, IEEE Trans. Aerosp. Electron. Syst. 1994, 30, 197—
212.

G. R. D. Evans, “Tissue engineering,” DOI 10.1016/S0094-1298(03)00066-Xcan be
found under https://de.wikipedia.org/wiki/Tissue_Engineering, 2003.

Y. lkada, J. R. Soc. Interface 2006, 3, 589-601.

Y. Cao, J. P. Vacanti, K. T. Paige, J. Upton, C. A. Vacanti, Plast. Reconstr. Surg.
1997, 100, 297-304.

S. Wakitani, T. Kimura, A. Hirooka, T. Ochi, M. Yoneda, N. Yasui, H. Owaki, K.
Ono, J. Bone Jt. Surg. - Ser. B 1989, 71, 74-80.

M. Gajendiran, J. Choi, S. J. Kim, K. Kim, H. Shin, H. J. Koo, K. Kim, J. Ind. Eng.
Chem. 2017, 51, 12-26.

D. Brahatheeswaran, Y. Yasuhiko, M. Toru, K. D. Sakthi, Int. J. Polym. Sci. 2011,
2011, 19.

J. Radhakrishnan, U. M. Krishnan, S. Sethuraman, Biotechnol. Adv. 2014, 32, 449—
461.

A. Sivashanmugam, R. Arun Kumar, M. Vishnu Priya, S. V. Nair, R. Jayakumar,
Eur. Polym. J. 2015, 72, 543-565.

S. C. Cox, J. A. Thornby, G. J. Gibbons, M. A. Williams, K. K. Mallick, Mater. Sci.
Eng. C 2015, 47, 237-247.

I. Denry, L. T. Kuhn, Dent. Mater. 2016, 32, 43-53.

E. Entekhabi, M. Haghbin Nazarpak, F. Moztarzadeh, A. Sadeghi, Mater. Sci. Eng.
C 2016, 69, 380-387.

H. Wang, Z. Liu, D. Li, X. Guo, F. K. Kasper, C. Duan, J. Zhou, A. G. Mikos, C.
Wang, J. Cell. Mol. Med. 2012, 16, 1310-1320.

173



Anhang

[22]
[23]
[24]
[25]
[26]
[27]
[28]
[29]
[30]

[31]
[32]
[33]
[34]

[35]
[36]

[37]

[38]
[39]

[40]

[41]

[42]
[43]
[44]
[45]
[46]

A. S. Hoffman, Adv. Drug Deliv. Rev. 2002, 54, 3-12.

M. S. Chapekar, J. Biomed. Mater. Res. 2000, 53, 617-620.

D. L{, C. Luo, C. Zhang, Z. Li, M. Long, Biomaterials 2014, 35, 3945-3955.
M. B. Rahmany, M. Van Dyke, Acta Biomater. 2013, 9, 5431-5437.

M. Stadtfeld, K. Hochedlinger, Genes Dev. 2010, 24, 2239-2263.

D. A. Robinton, G. Q. Daley, Nature 2012, 481, 295-305.

I. Levental, P. C. Georges, P. A. Janmey, Soft Matter 2007, 3, 299-306.

J. Thiel, G. Maurer, J. M. Prausnitz, Chemie Ing. Tech. 1995, 67, 1567—-1583.

J. A. Yang, J. Yeom, B. W. Hwang, A. S. Hoffman, S. K. Hahn, Prog. Polym. Sci.
2014, 39, 1973-1986.

D. Seliktar, Science (80-. ). 2012, 336, 1124-1128.
N. A. Peppas, A. S. Hoffman, Biomater. Sci. 2020, 153-166.
O. Wichterle, D. Lim, Nature 1960, 185, 117-118.

F. Ullah, M. B. H. Othman, F. Javed, Z. Ahmad, H. M. Akil, Mater. Sci. Eng. C
2015, 57, 414-433.

C. S. Hughes, L. M. Postovit, G. A. Lajoie, Proteomics 2010, 10, 1886—-1890.

O. Z. Fisher, A. Khademhosseini, R. Langer, N. A. Peppas, Acc. Chem. Res. 2010,
43, 419-428.

N. H. Romano, D. Sengupta, C. Chung, S. C. Heilshorn, Biochim. Biophys. Acta -
Gen. Subj. 2011, 1810, 339-349.

I. Levental, P. C. Georges, P. A. Janmey, Soft Matter 2007, 3, 299-306.

M. Kar, Y. R. Vernon Shih, D. O. Velez, P. Cabrales, S. Varghese, Biomaterials
2016, 77, 186-197.

J. J. Rice, M. M. Martino, L. De Laporte, F. Tortelli, P. S. Briquez, J. A. Hubbell,
Adv. Healthc. Mater. 2013, 2, 57-71.

Y. Jiang, J. Chen, C. Deng, E. J. Suuronen, Z. Zhong, Biomaterials 2014, 35, 4969—
4985.

A. Sosnik, M. V. Sefton, Biomaterials 2005, 26, 7425-7435.

C. E. Hoyle, C. N. Bowman, Angew. Chemie 2010, 122, 1584-1617.
M. Kohn, R. Breinbauer, Angew. Chemie 2004, 116, 3168-3178.

E. M. Sletten, C. R. Bertozzi, Angew. Chemie 2009, 121, 7108-7133.

S. Dobner, D. Bezuidenhout, P. Govender, P. Zilla, N. Davies, J. Card. Fail. 2009,
15, 629-636.

174



Anhang

[47]

[48]

[49]
[50]
[51]

[52]
[53]
[54]

[55]
[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]
[63]
[64]
[65]
[66]
[67]

[68]

P. D. Rios, X. Zhang, X. Luo, L. D. Shea, Biotechnol. Bioeng. 2016, 113, 2485—
2495.

S. G. Marapureddy, P. Thareja, in Biointerface Eng. Prospect. Med. Diagnostics
Drug Deliv., Springer, Singapore, 2020, pp. 75-99.

G. Pasut, F. M. Veronese, Prog. Polym. Sci. 2007, 32, 933-961.
P. M. Kharkar, K. L. Kiick, A. M. Kloxin, Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 7335-7372.

M. P. Lutolf, J. L. Lauer-Fields, H. G. Schmoekel, A. T. Metters, F. E. Weber, G. B.
Fields, J. A. Hubbell, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2003, 100, 5413-5418.

Y. S. Jo, J. Gantz, J. A. Hubbell, M. P. Lutolf, Soft Matter 2009, 5, 440-446.
S. Mondal, S. Das, A. K. Nandi, Soft Matter 2020, 16, 1404-1454.

H. Tian, Z. Tang, X. Zhuang, X. Chen, X. Jing, Prog. Polym. Sci. 2012, 37, 237-
280.

J. N. Hansen, Anal. Biochem. 1976, 76, 37-44.

N. Hisano, N. Morikawa, H. Iwata, Y. Ikada, J. Biomed. Mater. Res. 1998, 40, 115—
123.

R. E. Hansen, H. @stergaard, P. Ngrgaard, J. R. Winther, Anal. Biochem. 2007, 363,
77-82.

S. Matsumura, A. R. Hlil, C. Lepiller, J. Gaudet, D. Guay, Z. Shi, S. Holdcroft, A.
S. Hay, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 2008, 46, 7207-7224.

B. Gyarmati, B. Vajna, A. Némethy, K. L4szld, A. Szilagyi, Macromol. Biosci. 2013,
13, 633-640.

A. D. Theocharis, S. S. Skandalis, C. Gialeli, N. K. Karamanos, Adv. Drug Deliv.
Rev. 2016, 97, 4-27.

S. Hamacher, S. Matern, E. Roeb, Dtsch. Medizinische Wochenschrift 2004, 129,
1976-1980.

C. Frantz, K. M. Stewart, V. M. Weaver, J. Cell Sci. 2010, 123, 4195-4200.
J. Labat-Robert, M. Bihari-Varga, L. Robert, FEBS Lett. 1990, 268, 386-393.
R. P. Mecham, Curr. Protoc. Cell Biol. 2012, 57, 10.1.1-10.1.16.

D. A. C. Walma, K. M. Yamada, Development 2020, 147, 1-17.

U. Hersel, C. Dahmen, H. Kessler, Biomaterials 2003, 24, 4385-4415.

I. Laitinen, J. Notni, K. Pohle, M. Rudelius, E. Farrell, S. G. Nekolla, G. Henriksen,
S. Neubauer, H. Kessler, H. J. Wester, M. Schwaiger, EJINMMI Res. 2013, 3, 1-9.

C. Mas-Moruno, R. Fraioli, F. Rechenmacher, S. Neubauer, T. G. Kapp, H. Kessler,
Angew. Chemie 2016, 128, 7162-7183.

175



Anhang

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]
[78]

[79]
[80]
[81]

[82]

[83]
[84]

[85]

[86]

[87]
[88]
[89]

C. Mas-Moruno, R. Fraioli, F. Rechenmacher, S. Neubauer, T. G. Kapp, H. Kessler,
Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 7048—7067.

D. Docheva, C. Popov, W. Mutschler, M. Schieker, J. Cell. Mol. Med. 2007, 11, 21—
38.

R. Fraioli, K. Dashnyam, J. H. Kim, R. A. Perez, H. W. Kim, J. Gil, M. P. Ginebra,
J. M. Manero, C. Mas-Moruno, Acta Biomater. 2016, 43, 269-281.

F. Rechenmacher, S. Neubauer, J. Polleux, C. Mas-Moruno, M. De Simone, E. A.
Cavalcanti-Adam, J. P. Spatz, R. Fassler, H. Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. 2013,
52, 1572-1575.

R. S. Ross, T. K. Borg, Circ. Res. 2001, 88, 1112-1119.

J. L. Alonso, W. H. Goldmann, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2012, 421, 245—
248.

P. Roca-Cusachs, N. C. Gauthier, A. Del Rio, M. P. Sheetz, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S. A. 2009, 106, 16245-16250.

L. Dolat, J. L. Hunyara, J. R. Bowen, E. P. Karasmanis, M. Elgawly, V. E. Galkin,
E. T. Spiliotis, J. Cell Biol. 2014, 207, 225-235.

M. D. Pierschbacher, E. Ruoslahti, Nature 1984, 309, 30-33.

M. Schottelius, B. Laufer, H. Kessler, H. J. Wester, Acc. Chem. Res. 2009, 42, 969—
980.

J. Vagner, H. Qu, V. J. Hruby, Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 292-296.
P. Bolduan, Dissertation 2018, Technische Universitat Dortmund.

E. Ranucci, G. Spagnoli, L. Sartore, P. Ferruti, P. Caliceti, O. Schiavon, F. M.
Veronese, Macromol. Chem. Phys. 1994, 195, 3469-3479.

Y. S. Jo, A. J. Van Der Vlies, J. Gantz, S. Antonijevic, D. Demurtas, D. Velluto, J.
A. Hubbell, Macromolecules 2008, 41, 1140-1150.

H. A. Aliyar, P. D. Hamilton, N. Ravi, Biomacromolecules 2005, 6, 204—-211.

D. Pallarola, A. Bochen, H. Boehm, F. Rechenmacher, T. R. Sobahi, J. P. Spatz, H.
Kessler, Adv. Funct. Mater. 2014, 24, 943-956.

F. Rechenmacher, S. Neubauer, J. Polleux, C. Mas-Moruno, M. De Simone, E. A.
Cavalcanti-Adam, J. P. Spatz, R. Fassler, H. Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. 2013,
52, 1572-1575.

S. Zheng, Y. Guan, H. Yu, G. Huang, C. Zheng, New J. Chem. 2019, 43, 9989
10002.

H. Lu, L. Guo, N. Kawazoe, J. Biomater. Sci. 2012, 20, 577-589.
E. Yavin, Z. Yavin, J. Cell Biol. 1974, 62, 540-546.

PerkinElmer, “Plate Treatments, Coatings and Applications,” can be found under

176



Anhang

https://www.perkinelmer.com/de/lab-products-and-services/application-support-
knowledgebase/microplates/plate-treatments.html, 2021.

[90] M. Sallouh, M. Jarocki, O. Sallouh, P. Degen, A. Faissner, R. Weberskirch,
Macromol. Biosci. 2017, 17, 1600178.

[91] M. Zhang, X. H. Li, Y. D. Gong, N. M. Zhao, X. F. Zhang, Biomaterials 2002, 23,
2641-2648.

[92] E. M. Moore, G. Ying, J. L. West, Adv. Biosyst. 2017, 1, 1600021.
[93] H.W. Chien, W. B. Tsali, S. Jiang, Biomaterials 2012, 33, 5706-5712.

[94] S. D. Dimitrov, N. C. Dimitrova, J. D. Walker, G. D. Veith, O. G. Mekenyan, in
QSAR Comb. Sci., John Wiley & Sons, Ltd, 2003, pp. 58-68.

[95] G. L. Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 1958, 74, 443-450.

[96] G. Odian, Principles of Polymerization, Wiley-Interscience, 2004.

[97] C. Yan, D.J. Pochan, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3528-3540.

[98] G. M. Kavanagh, S. B. Ross-Murphy, Prog. Polym. Sci. 1998, 23, 533-562.

[99] V. A. Hackley, “Rheologisches Oszillationsexperiment,” can be found under
https://ciks.cbt.nist.gov/~garbocz/SP946/nodell.htm, 2017.

[100] A. I. I. Alexander Y. Malkin, Rheology: Concepts, Methods, and Applications,
ChemTec Publishing, 2017.

[101] W. C. Haneberg, The Rock Physics Handbook, Cambridge University Press, 1999.

[102] S. Q. Liu, Q. Tian, J. L. Hedrick, J. H. Po Hui, P. L. Rachel Ee, Y. Y. Yang,
Biomaterials 2010, 31, 7298-7307.

[103] T. Fekete, J. Borsa, E. Takécs, L. Wojnarovits, Chem. Cent. J. 2017, 11, 46.

[104] M.T.S. Alcantara, A.J. C. Brant, D. R. Giannini, J. O. C. P. Pessoa, A. B. Andrade,
H. G. Riella, A. B. Lugéo, Radiat. Phys. Chem. 2012, 81, 1465-1470.

[105] Y. Sun, Y. Huang, J. Mater. Chem. B 2016, 4, 2768-2775.

[106] A. Zahoranova, Z. Kronekova, M. Zahoran, D. Chorvat, I. Janigova, J. Kronek, J.
Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 2016, 54, 1548-1559.

[107] Z. Xu, K. M. Bratlie, ACS Biomater. Sci. Eng. 2018, 4, 2276-2291.

[108] N. A.Peppas, J. Z. Hilt, A. Khademhosseini, R. Langer, Adv. Mater. 2006, 18, 1345—
1360.

[109] C. F. Guimaré&es, L. Gasperini, A. P. Marques, R. L. Reis, Nat. Rev. Mater. 2020, 5,
351-370.

[110] G. Nie, L. Wu, Y. Du, H. Wang, Y. Xu, Z. Ding, Z. Liu, Chem. Eng. J. 2019, 360,
1128-1136.

177



Anhang

[111] H. Qiao, L. Mei, G. Chen, H. Liu, C. Peng, F. Ke, R. Hou, X. Wan, H. Cai, Appl.
Surf. Sci. 2019, 483, 114-122.

[112] A.S. Woods, S. C. Moyer, S. N. Jackson, J. Proteome Res. 2008, 7, 3423-3427.
[113] W.F. Lee, C. H. Hsu, Polymer (Guildf). 1998, 39, 5393-5403.

[114] S. K. Samal, M. Dash, S. Van Vlierberghe, D. L. Kaplan, E. Chiellini, C. van
Blitterswijk, L. Moroni, P. Dubruel, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 7147—7194.

[115] H. Gunzler, Analytiker Taschenbuch, Springer Verlag, Berlin Heidelberg, 2000.

[116] S. Xiao, Y. Yang, M. Zhong, H. Chen, Y. Zhang, J. Yang, J. Zheng, ACS Appl.
Mater. Interfaces 2017, 9, 20843-20851.

[117] S. Xiao, M. Zhang, X. He, L. Huang, Y. Zhang, B. Ren, M. Zhong, Y. Chang, J.
Yang, J. Zheng, ACS Appl. Mater. Interfaces 2018, 10, 21642-21653.

[118] M. B. Browning, S. N. Cereceres, P. T. Luong, E. M. Cosgriff-Hernandez, J.
Biomed. Mater. Res. - Part A 2014, 102, 4244-4251.

[119] Z. Stillman, B. M. Jarai, N. Raman, P. Patel, C. A. Fromen, Polym. Chem. 2020, 11,
568-580.

[120] ibidi Gmbh, “p-Dish, supporting material,” can be found under
https://ibidi.com/img/cms/products/labware/open_standard/D_811XX_ Dish_35m
mhigh/IN_811XX_Dish35mm_high.pdf, 2021.

[121] Y. Gluzman, Cell 1981, 23, 175-182.

[122] W. Wei, J. Li, X. Qi, Y. Zhong, G. Zuo, X. Pan, T. Su, J. Zhang, W. Dong,
Carbohydr. Polym. 2017, 177, 275-283.

[123] C. Chang, N. Peng, M. He, Y. Teramoto, Y. Nishio, L. Zhang, Carbohydr. Polym.
2013, 91, 7-13.

[124] H. Liu, J. Liu, C. Qi, Y. Fang, L. Zhang, R. Zhuo, X. Jiang, Acta Biomater. 2016,
35, 228-237.

[125] X. Cheng, J. Liu, L. Wang, R. Wang, Z. Liu, R. Zhuo, RSC Adv. 2016, 6, 101334
101346.

[126] Y. Li, D. Maciel, J. Rodrigues, X. Shi, H. Tomé&s, Chem. Rev. 2015, 115, 8564-8608.

[127] J. E. Scott, Conn’s Biological Stains. A Handbook of Dyes, Stains and Flurochromes
for Use in Biology and Medicine, BIOS Scientifiv Publisher, Oxford, UK, 2003.

[128] K. Saha, A. J. Keung, E. F. Irwin, Y. Li, L. Little, D. V. Schaffer, K. E. Healy,
Biophys. J. 2008, 95, 4426-4438.

[129] S. Tietze, A. Hofmann, S. Wolk, C. Reeps, Gefasschirurgie 2020, 25, 244-248.
[130] K. Weissenbruch, M. Hippler, M. Bastmeyer, BioSpektrum 2021, 27, 385-389.

[131] Y. Xia, H. Wu, D. Tang, S. Gao, B. Chen, Z. Zeng, S. Wang, M. Cao, D. Li,
Macromol. Res. 2019, 27, 679-685.

178



Anhang

[132] S. Gurunathan, J. H. Kim, Int. J. Nanomedicine 2016, 11, 1927-1945.

[133] K. Knop, R. Hoogenboom, D. Fischer, U. S. Schubert, Angew. Chem. Int. Ed. 2010,
49, 6288-6308.

[134] B. Romberg, J. M. Metselaar, L. Baranyi, C. J. Snel, R. Bunger, W. E. Hennink, J.
Szebeni, G. Storm, Int. J. Pharm. 2007, 331, 186-189.

[135] S. M. Moghimi, J. Szebeni, Prog. Lipid Res. 2003, 42, 463-478.

[136] M. D. McSweeney, L. Shen, A. C. DeWalle, J. B. Joiner, E. C. Ciociola, D.
Raghuwanshi, M. S. Macauley, S. K. Lai, J. Control. Release 2021, 329, 774-781.

[137] J. K. Armstrong, G. Hempel, S. Koling, L. S. Chan, T. Fisher, H. J. Meiselman, G.
Garratty, Cancer 2007, 110, 103-111.

[138] Q. Yang, S. K. Lai, WIREs Nanomed. Nanobiotechnol. 2015, 7, 655-677.
[139] C. Dingels, M. Schémer, H. Frey, Chemie Unserer Zeit 2011, 45, 338-349.
[140] A. A. Fisher, Contact Dermatitis 1978, 4, 135-138.

[141] R. Hoogenboom, Angew. Chemie 2009, 121, 8122-8138.

[142] T. Lorson, M. M. Lubtow, E. Wegener, M. S. Haider, S. Borova, D. Nahm, R.
Jordan, M. Sokolski-Papkov, A. V. Kabanov, R. Luxenhofer, Biomaterials 2018,
178, 204-280.

[143] S. Kobayashi, H. Uyama, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 2002, 40, 192-2009.
[144] S. Kobayashi, Prog. Polym. Sci. 1990, 15, 751-823.

[145] T. X. Viegas, M. D. Bentley, J. M. Harris, Z. Fang, K. Yoon, B. Dizman, R. Weimer,
A. Mero, G. Pasut, F. M. Veronese, Bioconjug. Chem. 2011, 22, 976-986.

[146] A. Mero, G. Pasut, L. D. Via, M. W. M. Fijten, U. S. Schubert, R. Hoogenboom, F.
M. Veronese, J. Control. Release 2008, 125, 87-95.

[147] M. C. Woodle, C. M. Engbers, S. Zalipsky, Bioconjug. Chem. 1994, 5, 493-496.

[148] R. Luxenhofer, Y. Han, A. Schulz, J. Tong, Z. He, A. V. Kabanov, R. Jordan,
Macromol. Rapid Commun. 2012, 33, 1613-1631.

[149] N. Adams, U. S. Schubert, Adv. Drug Deliv. Rev. 2007, 59, 1504-1520.

[150] M. Bauer, C. Lautenschlaeger, K. Kempe, L. Tauhardt, U. S. Schubert, D. Fischer,
Macromol. Biosci. 2012, 12, 986-998.

[151] G. Cai, M. H. Litt, J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 1989, 27, 3603-3618.

[152] H. Xu, M. Hu, X. Yu, Y. Li, Y. Fu, X. Zhou, D. Zhang, J. Li, Eur. J. Pharm.
Biopharm. 2015, 91, 66-74.

[153] N. E. Goppert, M. Kleinsteuber, C. Weber, U. S. Schubert, Macromolecules 2020,
53, 10837-10846.

179



Anhang

[154] N. E. Goppert, M. Dirauf, C. Weber, U. S. Schubert, Polym. Chem. 2021, 12, 5426—
5437.

[155] P. Sramkova, A. Zahoranové, Z. Kronekové, A. Siskova, J. Kronek, J. Polym. Res.
2017, 24, 82.

[156] M. Hartlieb, K. Kempe, U. S. Schubert, J. Mater. Chem. B 2015, 3, 526-538.
[157] T.R. Dargaville, J. R. Park, R. Hoogenboom, Macromol. Biosci. 2018, 18, 1800070.

[158] Y. Chujo, K. Sada, K. Matsumoto, T. Saegusa, Macromolecules 1990, 23, 1234—
1237.

[159] Y. Chujo, K. Sada, T. Saegusa, Macromolecules 1993, 26, 6315-63109.

[160] Y. Chujo, K. Sada, R. Nomura, A. Naka, T. Saegusa, Macromolecules 1993, 26,
5611-5614.

[161] Y. Chujo, K. Sada, A. Naka, R. Nomura, T. Saegusa, Macromolecules 1993, 26,
883-887.

[162] M. Hartlieb, S. Schubert, K. Kempe, N. Windhab, U. S. Schubert, J. Polym. Sci. Part
A Polym. Chem. 2015, 53, 10-14.

[163] T.Lorson, S. Jaksch, M. M. Libtow, T. Jingst, J. Groll, T. Lihmann, R. Luxenhofer,
Biomacromolecules 2017, 18, 2161-2171.

[164] K. P. Luef, C. Petit, B. Ottershock, G. Oreski, F. Ehrenfeld, B. Grassl, S. Reynaud,
F. Wiesbrock, Eur. Polym. J. 2017, 88, 701-712.

[165] Y. You, K. Kobayashi, B. Colak, P. Luo, E. Cozens, L. Fields, K. Suzuki, J. Gautrot,
Biomaterials 2021, 269, 120356.

[166] M. Szwarc, Nature 1956, 178, 1168-1169.

[167] L. Severa, L. Adriaenssens, J. Vavra, D. Saman, 1. Cisafova, P. Fiedler, F. Teply,
Tetrahedron 2010, 66, 3537—3552.

[168] J. C. Rueda, M. Asmad, V. Ruiz, H. Komber, S. Zschoche, B. Voit, Des. Monomers
Polym. 2015, 18, 761-769.

[169] C. Krumm, S. Konieczny, G. J. Dropalla, M. Milbradt, J. C. Tiller, Macromolecules
2013, 46, 3234-3245.

[170] B. D. Ulery, L. S. Nair, C. T. Laurencin, J. Polym. Sci. Part B Polym. Phys. 2011,
49, 832-864.

[171] P. A.J. M. De Jongh, A. Mortiboy, G. S. Sulley, M. R. Bennett, A. Anastasaki, P.
Wilson, D. M. Haddleton, K. Kempe, ACS Macro Lett. 2016, 5, 321-325.

[172] T.R. Dargaville, K. Lava, B. Verbraeken, R. Hoogenboom, Macromolecules 2016,
49, 4774-4783.

[173] D. P. Nair, M. Podgorski, S. Chatani, T. Gong, W. Xi, C. R. Fenoli, C. N. Bowman,
Chem. Mater. 2014, 26, 724-744.

180



Anhang

[174] P. A. J. M. De Jongh, M. R. Bennett, G. S. Sulley, P. Wilson, T. P. Davis, D. M.
Haddleton, K. Kempe, Polym. Chem. 2016, 7, 6703-6707.

[175] K. F. Morris, C. S. J. Johnson, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 3139-3141.

[176] J. S. Gounarides, A. Chen, M. J. Shapiro, J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 1999,
725, 79-90.

[177] A.T. Metters, K. S. Anseth, C. N. Bowman, Polymer (Guildf). 2000, 41, 3993-4004.

[178] A. T. Metters, K. S. Anseth, C. N. Bowman, J. Phys. Chem. B 2001, 105, 8069—
8076.

[179] B. L. Farrugia, K. Kempe, U. S. Schubert, R. Hoogenboom, T. R. Dargaville,
Biomacromolecules 2013, 14, 2724-2732.

[180] D.Hahn,J. M. Sonntag, S. Lick, M. F. Maitz, U. Freudenberg, R. Jordan, C. Werner,
Adv. Healthc. Mater. 2021, 10, 2101327.

[181] T.R. Dargaville, R. Forster, B. L. Farrugia, K. Kempe, L. Voorhaar, U. S. Schubert,
R. Hoogenboom, Macromol. Rapid Commun. 2012, 33, 1695-1700.

[182] S. M. Kroger, L. Hill, E. Jain, A. Stock, P. J. Bracher, F. He, S. P. Zustiak,
Macromol. Biosci. 2020, 20, 2000085.

[183] E. Jain, L. Hill, E. Canning, S. A. Sell, S. P. Zustiak, J. Mater. Chem. B 2017, 5,
2679-2691.

[184] S. P. Zustiak, S. Pubill, A. Ribeiro, J. B. Leach, Biotechnol. Prog. 2013, 29, 1255—
1264.

[185] S. P. Zustiak, J. B. Leach, Biomacromolecules 2010, 11, 1348-1357.

[186] A. Zahoranova, Z. Kronekova, M. Zahoran, D. Chorvat, I. Janigova, J. Kronek, J.
Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 2016, 54, 1548-1559.

[187] M. M. Lubtow, M. Mrlik, L. Hahn, A. Altmann, M. Beudert, T. Lihmann, R.
Luxenhofer, J. Funct. Biomater. 2019, 10, 36-52.

[188] I. Ozer, A. Tomak, H. M. Zareie, Y. Baran, V. Bulmus, Biomacromolecules 2017,
18, 2699-2710.

[189] T. Frisk, S. Rydholm, T. Liebmann, H. Andersson Svahn, G. Stemme, H. Brismar,
Electrophoresis 2007, 28, 4705-4712.

[190] Y. J. Cheng, G. F. Luo, J. Y. Zhu, X. D. Xu, X. Zeng, D. B. Cheng, Y. M. Li, Y.
Wu, X. Z. Zhang, R. X. Zhuo, F. He, ACS Appl. Mater. Interfaces 2015, 7, 9078—
9087.

[191] M. C. Costas-Lago, P. Besada, F. Rodriguez-Enriquez, D. Vifia, S. Vilar, E. Uriarte,
F. Borges, C. Teran, Eur. J. Med. Chem. 2017, 139, 1-11.

[192] M. Amblard, J. A. Fehrentz, J. Martinez, G. Subra, Mol. Biotechnol. 2006, 33, 239—
254.

181



Anhang

182



Anhang

7.7. Ergéanzende Daten

Erganzende Daten 1: Zugehorige Daten zu Abbildung 52.

t [d] POXx-1 POX-2 POX-3
0 100 100 100
1 97,2+15 84,2+5,6 96,7 +1,7
4 95,3+1,9 92,8+0,7 82,4+4,2
6 925+3,2 90,6 £1,5 85,2+29
11 905+1,1 90,7 +0,8 86,5+2,3
18 89,6 +15 91,3+1,3 78,6 1,6
26 91,5+35 90,1+1,5 69+1,2
32 876+21 896+1,1 60,9+1,6
E; [%] Abbau POx-4-MPDVS

100 4

80 - ——100 mg/mL

1 o— 150 mg/mL

60 1 ——200 mg/mL

40 -

20 ]

0]

0 10 20 30 40 50 60 70 &80 90 100
t[d]
Erganzende Daten 2: Abbaugraphen der Hydrogele, welche mit POx-4-MPDVS hergestellt wurden.
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E; [%] Abbau POx-5-MPDVS

——100 mg/mL
o— 150 mg/mL
——200 mg/mL

0 ] T T T T T T T hd T T T T T 1
0 10 20 30, 40 50 60 70
z[d]

Erganzende Daten 3: Abbaugraphen der Hydrogele, welche mit POx-5-MPDVS hergestellt wurden.

E; [%] Abbau POx-6-MPDVS
100
80
——100 mg/mL
60 =—150 mg/mL
40 . ——200 mg/mL

20

1[d]

Ergénzende Daten 4: Abbaugraphen der Hydrogele, welche mit POx-6-MPDVS hergestellt wurden.

E; ['A] Abbau POx-7-MPDVS

——100 mg/mL
o— 150 mg/mL
——200 mg/mL

0 .40 50 60 70
t[d]

Ergénzende Daten 5: Abbaugraphen der Hydrogele, welche mit POx-7-MPDVS hergestellt wurden.
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E, [%] B =100 mg/mL |——pPOx-4-MPDVS
100 1

] —o—POx-8-MPDVS

80 ] ——POxX-9-MPDVS
60 1
40
20 ]

0 - ; - - ' - ' ’ '

0 10 20 30 40

t[d]

Erganzende Daten 6: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender Copolymerzusammensetzung.

E; [%] B =200 mg/mL
100 1 ——POx-4-MPDVS
f —o—POx-8-MPDVS
80 1 ——POx-9-MPDVS
60
40
20
0 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

t[d]

Ergéanzende Daten 7: Abbaugraphen der Hydrogele aus den Vernetzern mit variierender Copolymerzusammensetzung.

E; [%] B =100 mg/mL | ——POx-10
100 —o—POX-11
80 1 ——POx-13-MPDVS
60 -
40 1
20
0 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T bl T 1
0 5 10 15 20 25 30

£ [d]

Erganzende Daten 8: Abbaugraphen der Hydrogele aus den bifunktionellen VVernetzer.
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E; [%] B =150 mg/mL |——POx-10
100 —o—POX-11
——POx-12-MPDVS
——POx-13-MPDVS

80

60 1
40 1
20 1
0 ] T T T Rl T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80
t[d]

Ergénzende Daten 9: Abbaugraphen der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzer.

E; [%] B =200 mg/mL |——POx-10
100 —o—POxX-11
80 ——POx-13-MPDVS
60
40
20
0 T T T T T T T T T T T F T T T T LA T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

t[d]

Ergénzende Daten 10: Abbaugraphen der Hydrogele aus den bifunktionellen Vernetzer.
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7.8. NMR-Spektren
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Chemical Shift (ppm)

NMR 1 *H-NMR-Spektrum von N,N’-Bis(methacryloyl)cystamin in Chloroform-d.
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Chemical Shift (ppm)

NMR 2 3C-NMR-Spektrum von N,N -Bis(methacryloyl)cystamin in Chloroform-d.
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NMR 3 *H-NMR-Spektrum von Trimethylaminoethylacrylat in DMSO-ds.
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NMR 4 3C-NMR-Spektrum von Trimethylaminoethylacrylat in DMSO-ds.
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NMR 5:'H-NMR-Spektrum von 1,2-Bis(maleimido)ethan in CDCls.
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Chemical Shift (ppm)

NMR 6: *H-NMR-Spektrum von 4,10-dioxatricyclo[5.2.1.0>¢]dec-8-en-3,5-dion in CDCls.
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NMR 7: *H-NMR-Spektrum von (4R,7S)-2-(5-hydroxypentyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion

in CDCla.
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NMR 8: !H-NMR-Spektrum von 5-((4R,7S)-1,3-dioxo-1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-2H-4,7-epoxyisoindol-2-yl)pentyl

acrylat. in CDCls.
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NMR 9: *H-NMR-Spektrum von 5-Maleimido-pentyl-acrylat in CDCls.
Peak #1 - 0.389 - QDa 1: MS Scan
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Apex

Massenspektrum 1: Massenspektrum einer LR-MS (ESI) von 5-Maleimido-pentyl-acrylat.
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NMR 11 *H-NMR-Spektrum von Psul in D20.
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NMR 15 *H-NMR-Spektrum von Pst5 in D20.
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NMR 16: *H-NMR-Spektrum von PsuPep in D20.
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NMR 17: *H-NMR-Spektrum von PsyRGD in D20.
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NMR 18: *H-NMR-Spektrum von POx-1 in CDCls.
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NMR 19: *H-NMR-Spektrum von POx-2 in CDCls.
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NMR 20: *H-NMR-Spektrum von
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NMR 21: 'H-NMR-Spektrum von POx-14 in CDCls.
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NMR 22: *H-NMR-Spektrum von POx-15 in CDCls.
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NMR 23: Exemplarisches tH-NMR-Spektrum eines POx-MI in CDCls.
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NMR 24: Bearbeitetes DOSY-NMR des POx-DVS.

o

il

64.53

\
|

(\

in

9 10 ||
|

8

CHLOROFORM-d

P

|
7|

6

’\__/L_M_J}h u W'L/u

6.00 5.87

5

N

3.05 2.59 6.47 2.54

1 2 3

Chemical Shift (ppm)

NMR 25: 'H-NMR-Spektrum von POx-4-MPDVS in CDCla.
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NMR 26: *H-NMR-Spektrum von POx-5-MPDVS in CDCls.
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NMR 27: *H-NMR-Spektrum von POx-6-MPDVS in CDCls.
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NMR 28: *H-NMR-Spektrum von POx-7-MPDVS in CDCls
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NMR 29: *H-NMR-Spektrum von POx-8-MPDVS in CDCls
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NMR 30: *H-NMR-Spektrum von POx-11 in CDCls.
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NMR 31: *H-NMR-Spektrum von POx-12-MPDVS in CDCls.
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NMR 32'H-NMR-Spektrum von POx-13-MPDVS in CDCla.
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NMR 33: 'H-NMR-Spektrum von POx-14 in CDCls.
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NMR 34: 'H-NMR-Spektrum von POx-15 in CDCls.

7.9. Mikroskopieaufnahmen

Zellbild 1: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 00 pmol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 2: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat/Cpep = 45|10 pumol/mL.

1000 pm

Zellbild 3: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 00 pmol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 4: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.

Zellbild 5: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 6: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 1 Tag Inkubationszeit; A: Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL;
B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat/Cpep = 45/10 pumol/mL.

Zellbild 7:  Aufnahmen von  3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umo/mL,; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 8:  Aufnahmen von  3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45[10 pmol/mL.

Zellbild9:  Aufnahmen von  3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 10:  Aufnahmen von  3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 00 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45/10 pumol/mL.

Zellbild 11:  Aufnahmen  von  3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45/10 pmol/mL.
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1000 um

Zellbild  12:  Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 3 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 00 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45[10 pumol/mL.

Zellbild 13:  Aufnahmen  von  3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45[10 pmol/mL.
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Zellbild 14:  Aufnahmen von  3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 00 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45/10 pumol/mL.

Zellbild 15: : Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45/10 pmol/mL.
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Zellbild 16:  Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45[10 pmol/mL.

Zellbild 17:  Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-5-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 pmol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 pmol/mL; C: Ckat|Cpep = 45|10 pmol/mL.
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Zellbild 18: Aufnahmen von 3D-Hydrogelen aus POx-13-MPDVS nach 7 Tagen Inkubationszeit;
A Ckat|Cpep = 0|0 umol/mL; B: Ckat|Cpep = 45|0 umol/mL; C: Ckat|Cpep = 45[10 pmol/mL.
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7.10.

Eidesstattlicher Versicherung

Eidesstattliche Versicherung (Affidavit)

Wer vorsitelich gegen eine die Tiuschung Ober Pri-
fungsleistungen betreffende Regelung einer Hochschul-
prufungsordnung werstdli, handelt ordnungswidrig. Die
Ordnungswidrighedt kann mit einer Geldbulle von bis zu
50.000,00 € geahndet werden. fustandige Veraaltungs-
beharde fiir die Verfolgung und Ahndung von Ordnungs-
widrigkeiten ist der Kanzlerdie Kanzlerin der Techni-
schen Universitdt Dortmund. Im Falle eines mehrfachen
oder sonstigen  schwerwiegenden Tauwschungsversu-
ches kann der Prufling zudem exmatrikuliert werden, §
83 Abs. 5 Hochschulgesetz NRW.

Die Abgabe einer falschen Versicherung an Eides statt
ist strafbar.

Wer vorsatzlich eine falsche Versicherung an Eides statt
abgibt, kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren
oder mit Geldstrafe bestrafi werden, § 156 5tGB. Die
fahridssige Abgabe einer falschen Versicherung an
Eides statt kann mit einer Freiheitsstrafe bis zu einem
Jahr oder Geldstrafe bestraft werden, § 181 5tGB.

Die oben stehende Belehrung habe ich zur Kenrinis
genammen:

Kame, WVomame Maitrikel-Mr.
{Sumame, rst name) [Enrciment rumber)
Belehrung: Cifficial notification:

Any person who intenfionally breaches any regulation of
university examination regulations relating to deception
in examination performance is acting improperly. This
offence can be punished with a fine of up to EUR
50,000.00. The competent administrative authority for
the pursuit and prosecution of offences of this type is the
chancellor of the TU Dortmund University. In the case of
multiple or other sericus attempts at deception, the
candidate can also be unenrolled, Section 63, paragraph
5 of the Universities Act of North Rhine-Westphalia.

The submission of a false affidavit is punishable.

Any person who intentionally submits a false affidavit
can be punished with a prison sentence of up 1o three
years or a fine, Section 156 of the Criminal Code. The
negligent submission of a false affidavit can be punished
with a prison sentence of up to one year or a fine,
Section 181 of the Criminal Code.

| have taken note of the above official notification.

Ort, Datum
[Place, data)

Titel der Dissertation:
{THie of the Mesks);

Unterschrift
(Sigrature)

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die worfie-
gende Dissertation mit dem Titel selbststindig wnd chne
unzulassige fremde Hilfe anpeferfigt habe. lch habe
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfs-
rittel benutzt sowie warlliche und sinngemaite ftate
kenrtlich gemacht.

Die Arbeit hat in gegenwariger cder in einer anderen
Fassung weder der TU Dortmund noch einer anderen
Hochschule im Zusammenhang mit einer staatlichen
oder akademischen Prifung vorgelegen.

| hereby swear that | have completed the present
dissertation independently and without inadmissible
external support. | have not used any sources or fools
other than those indicated and have identified Feral
and analogous quotations.

The thesis in its current version or another version has
mot been presented to the TU Dortmund University or
another university in connection with a state or
academic examination.”

"Flease be aware that solely the German version of the affidavit |"Eidesstatiliche Versicherung™) for the PhD thesis is

the official and legally binding wersion.

Umnterschrift
(Sigrature)

Ort, Datum
{Flacs, date)
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