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2 Zusammenfassung

Ziel des Teilprojektes war es das Potenzial von polymeren Hydrogelmaterialien hinsichtlich
ihres Einsatzes in der Isolierung, Expansion und Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu untersuchen. Daflr sollten verschiedene polymere Hydrogelschichten
entwickelt und charakterisiert sowie mit Adhasionsliganden modifiziert werden. Im Rahmen
des Projektes konnten zwei Materialplattformen entwickelt und charakterisiert werden, auf
deren Basis nun Weiterentwicklungen erfolgen. Einerseits konnten starPEG-Heparin-
Hydrogelschichten mit unterschiedlichen Vernetzungsarten und -graden sowie
Funktionalisierungsgraden hergestellt werden, welche es erlauben die mechanischen
Eigenschaften sowie die Adhasionseigenschaften fir eine Vielzahl von adharenten Zellen
einzustellen. Des Weiteren konnten Polyacrylamid-Hydrogelschichten mit abgestuften
physisorptiven Funktionalisierungsmechanismen entwickelt werden, welche neben der
Substratmechanik und der Ligandenspezifitat, die Mobilitat der Adh&sionsliganden als
Variationsparameter ermoglicht. Neben den Untersuchungen zur Kultivierung der
mesenchymalen Stammzellen auf diesen Zellkulturtrdgeren konnte ebenfalls deren Einsatz
fur die Kultur anderer Zelltypen gezeigt werden. Die Zellkulturexperimente erfolgten in enger
Zusammenarbeit mit anderen Partnern des Verbundprojektes, insbesondere mit den
Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Martin Bornhauser und Prof. Dr. Peter Dieter (beide
Medizinische Fakultat der TU Dresden).



3 Arbeits- und Ergebnisbericht

3.1 Einleitung

Das Teilprojekt Vla diente der Entwicklung polymerer Hydrogelschichten, welche als
multifunktionelle Zellkulturtrager die Stimulation von mesenchymalen Stammzellen in Kultur
unterstltzen sollten. Die Forschungsarbeiten zu diesem Projekt liefen von Mai 2009 bis April
2012, die dabei etablierten Materialsysteme werden aktuell fir andere Anwendungen
weiterentwickelt. Die Arbeiten zu diesem Teilprojekt wurden durch Frau Dipl.-Biol. Katja
Schneider durchgefihrt, die durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe unterstitzt wurde.
Die Ergebnisse der wissenschaftlichen Arbeit wurden bereits in internationalen

Fachzeitschriften publiziert, eine weitere Publikationen ist in Vorbereitung.

3.2 Darstellung der Ergebnisse und Meilensteine
3.2.1 Meilenstein 1. Entwicklung und Charakterisierung eines kombinatorischen

Satzes von Polymerhydrogelschichten

Aufgabe 1.1: Synthese und Charakterisierung von Polymer-Hydrogelschichten

Im Fokus des Teilprojektes standen zwei grundsatzlich verschiedene Hydrogelsysteme, die
es ermoglichen ein weites Spektrum von exogenen Signalen einzustellen um Zellen in Kultur
gezielt beeinflussen zu kénnen.

Einerseits wurden Hydrogel-Netzwerke aus sternférmigem Polyethylenglykol und Heparin
(starPEG-Heparin) als Dunnschichten auf Glastragern prapariert werden. Durch die
Abstufung des Vernetzungsgrades konnten deren elastische Eigenschaften eingestellt
werden. Die Charakterisierung erfolgte mittels rheologischer Untersuchungen. Der
Schermodulus der Hydrogelschichten liegt im Bereich von 1kPa bis 15 kPa, siehe
Abbildung 1A. Gleichzeitig konnte erreicht werden, dass die Hydrogelschichten der
verschiedenen Praparationen in &hnlicher Schichtdicke von ca. 50 pm vorliegen, was fur die
nachfolgenden Zellkulturexperimente von Bedeutung ist. Das entwickelte Hydrogelsystem
besitzt zudem die wichtige Eigenschaft, dass die Konzentration der funktionalen
Komponente Heparin in allen Materialien unabhéngig von den mechanischen Eigenschaften
und dem Vernetzungsgrad konstant ist, siehe auch Abbildung 1A. Da diese Komponente zur
Kopplung von Adhé&sionsliganden und l6slichen Mediatoren der Zellkultur genutzt werden
kann, bietet das Hydrogelschichtsystem damit die Mdoglichkeit, die mechanischen
Eigenschaften unabhé&ngig von der Funktionalisierung einzustellen. Weitere Details zu den
Eigenschaften dieses polymeren Hydrogelschichtsystems finden sich in einer Publikation
(Freudenberg et al. Adv Funct Mater 2012). Weitere Untersuchungen belegten, dass die
Schichtsysteme (ber erforderliche Zeitrdume von bis zu 4 Wochen unter

Zellkulturbedingungen stabil und homogen bleiben.



Ausgehend von dem zuerst etablierten Syntheseweg wurden weitere Varianten der
Hydrogelschichten mit abgestuften mechanischen Eigenschaften hergestellt, welche Uber
zellkompatible Mechanismen vernetzt werden und somit in situ (unter Einbettung von Zellen)
geliert werden konnen. Zudem konnte auch eine einstellbare, durch zellulare Enzyme
gesteuerte Abbaubarkeit der Hydrogele realisiert werden. Parallel dazu wurden die Einflisse
der Hydrogelschichten auf die Zellkulturbedingungen untersucht, indem das
Bindungsverhalten wichtiger Wachstumsfaktoren der Zellen aus dem Medium charakterisiert
wurde. Diese Weiterentwicklungen und Charakterisierungen sind fur den Einsatz in in vitro
und in vivo Zellkulturexperimenten von groBer Bedeutung und erweitern das

Anwendungspotenzial der starPEG-Heparin-Hydrogelschichten.

Neben der Entwicklung der starPEG-Heparin-Hydrogelschichten konnte eine zweite
Hydrogel-Plattform auf Basis von vernetztem Polyacrylamid etabliert werden. Mit dieser
kénnen die mechanischen Eigenschaften in einem grof3en Bereich des E-Moduls von 500 Pa
bis 25 kPa abgestuft werden, wobei ein Beispielsystem in Abbildung 1B gezeigt ist.
Zusatzlich sind diese Hydrogelschichten mit verschiedenen Maleinsaureanhydrid-
Copolymeren beschichtet worden, was es erlaubt die Affinitat verschiedener
Adhéasionsliganden neben einer kovalenten Anbindung auch durch physisorptive Adsorption
zu variieren. Damit ergibt sich die Mdoglichkeit neben der kovalenten Anbindung von
Adhéasionsliganden (starPEG-Heparin-Hydrogelsystem), den Einfluss einer unterschiedlich
starken physisorptiven Verankerung und einer damit verbundenen Modulierung der

Ligandenmobilitat unabhangig von den mechanischen Eigenschaften zu adressieren.
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Abbildung 1. Charakterisierung der starPEG-Heparin sowie Polyacrylamid-Hydrogelschichten. A)
Rheologische Charakterisierung (G' - Schermodul) sowie konstanter Heparin-Anteil (chgp) der
starPEG-Heparin Hydrogelschichten. B) Elastische Eigenschaften (E - E-Modul) der Polyacrylamid-
Hydrogelschichten mit und ohne Oberflachenmodifizierung mittels Maleinséaureanhydrid-Copolymeren
(PSMA - Poly(styren-alt-maleinsédure anhydrid)) mittels Rasterkraftspektroskopie.



Aufgabe 1.2 Kopplung von Zelladhasionsliganden und Charakterisierung

Im Anschluss an die Herstellung und Charakterisierung der Polymer-Hydrogelschichten
hinsichtlich Zusammensetzung und mechanischen Eigenschaften wurden diese kovalent
oder durch physisorptive Anbindung mit Adhasionsliganden modifiziert. Dabei wurde ein
Spektrum von verschiedenen Liganden einschlief3lich der Matrixproteine Kollagen I, Laminin,
Fibronektin sowie des spezifischen Peptids (RGD) lUiber Konzentrationsbereiche getestet. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die groRen Proteine der extrazellularen Matrix nur an
der Oberflache gebunden werden, aus diesen abgeleitete RGD-Peptide jedoch auch im
Inneren der starPEG-Heparin-Hydrogelschichten immobilisiert werden. In diesem Falle kann
eine maximale Beladung mit 0,4 mol RGD-Peptid pro 1 mol Heparin erreicht werden. Der
Nachweis der Beladungskonzentration erfolgte mittels guantitativer
Aminoséaureanalytik/HPLC. In Abhéangigkeit der Losungskonzentration wahrend der
Kopplung kann die Funkionalisierungsdichte beliebig herabgesetzt werden. Da die RGD-
Peptide reaktiv an die Heparinmolekile des Hydrogels gekoppelt werden, gewdhrleistet
deren konstanter Heparingehalt eine einheitliche Funktionalisierung der Hydrogelschichten
bei variabler Elastizitat. Die unterschiedliche physisorptive Bindung von Matrixproteinen an
den oberflachenmodifizierten Polyacrylamid-Hydrogelen wurde in
Verdrangungsexperimenten mit zellkulturdhnlichen Konzentrationen von Serumalbumin
mittels Radioisotop-markierten Fibronektin nachgewiesen werden.

Versuche mit verschiedenen adhésionsabhangigen Zellen auf den verschieden modifizierten
Hydrogelschichten belegten eine funktionale Kopplung dieser Adhéasionsliganden und eine
Steuerbarkeit der Zelladhasion in Abhéngigkeit der Belegungskonzentration und Affinitat mit

diesen Liganden, siehe auch Kapitel 3.2.2.

3.2.2 Meilenstein 2: Bestimmung von spezifischen Materialeigenschaften der

funktionalisierten Polymer-Hydrogelschichten flr die MSC Kultur

Aufgabe 2.1 Kultur von MSC auf kombinatorischen Hydrogelschichten

Die oben beschriebenen Polymer-Hydrogelschichten wurden in verschiedenen
Zellkulturexperimenten mit mesenchymalen Stammzellen eingesetzt.

Wie in Abbildung 2 gezeigt, erwiesen sich beide Hydrogelsysteme als effektiv zur
Untersuchung des Verhaltens humaner mesenchymaler Stammzellen Uber langere
Zeitrdume. Neben der Expansion der mesenchymalen Stammzellen konnte auch deren
Differenzierung in Knochenzellen (Osteoblasten) untersucht werden. Dabei wurde quantitativ
herausgearbeitet, dass die mechanischen Eigenschaften der Zellkulturtrager die
Differenzierung in synergistischer Weise gemeinsam mit anderen Faktoren, wie der

Anwesenheit des Wachstumsfaktors BMP-2, beeinflussen (Freudenberg et al. 2012).



Weitere, gegenwartig in erweiterter Form fortgefihrte Experimente demonstrierten die
Eignung der Gel-Matrices zur Stimulation der chondrogenen Differenzierung der
mesenchymalen Stammzellen unter entsprechender Anpassung der Adhasivitat und Zytokin-
Freisetzung.

Experimente zur Isolation von mesenchymalen Stammzellen mit Hilfe der entwickelten
Materialien erwiesen sich trotz umfangreicher, systematischer Untersuchungen im Vergleich
mit der konventionellen Gewinnung der Zellen Uber Adhérenz an plasmabehandelte
Polystyren-Oberflachen als nicht zielfiihrend, da sich sowohl die Abtrennung von anderen
Zellen als auch die Expansion der MSC an den untersuchten Hydrogel-Matrices als nicht
effektiv _genug erwiesen. Aufgrund der gleichzeitig bestehenden Notwendigkeit zur
Unterstlitzung von Kooperationsaktivitaten im Rahmen des Verbundes wurde daher -
ausgehend von den etablierten Hydrogel-Plattformen - die Entwicklung von
Funktionalisierungskonzepten fur die Stimulation von mesenchymalen Stammzellen in
Differenzierungs- und Cokultur-Experimenten in den Mittelpunkt gestellt.

Dies erwies sich als zweckmaliig, da es so mdéglich wurde, einen neuartigen Ansatz zur
Cokultur von mesenchymalen Stammzellen und B-Inselzellen in dreidimensionalen Hydrogel-
Scaffolds zu erkunden, die durch Cryo-Gelierungsverfahren erhalten wurden (Kooperation
mit Prof. Ezio Bonifacio, s. auch Bericht zu dem von ihm geleiteten Teilprojekt des
Verbundes, Publikation in Vorbereitung) und da Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof.
Marc Schmitz zur immunmodulatorischen Wirkung von Polymermatrices auf mesenchymale

Stammzellen unterstutzt werden konnten (Wehner et al. Tiss Eng Reg Med 2012)

Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden bisher in zwei Artikeln in Fachzeitschriften publiziert
(Freudenberg et al. Adv Funct Mater 2012, Wehner et al. Tiss Eng Reg Med 2012).
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Abbildung 2. Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen auf Polymerhydrogelschichten. (A)
Phasenkontrastbild von mesenchymalen Stammzellen auf oberflachenmodifizierten Polyacrylamid-
Hydrogelschichten nach 2 Wochen Kultur. (B) Differenzierung (ALP-Aktivitdt) von mesenchymalen
Stammzellen auf weichen und harten starPEG-Heparin-Hydrogelschichten zu Osteoblasten mit und
ohne zusatzliche Stimulanz mittels der Wachstumsfaktors BMP-2.



Aufgabe 2.3 Optimierung der Polymer-Hydrogelschichten

Wie unter 3.2.1 erwahnt wurden die Polymer-Hydrogelschichten ausgehend von den ersten
Zellkulturversuchen  mit  mesenchymalen  Stammzellen und anderen Zelltypen
weiterentwickelt. Dabei waren sowohl zellkompatible Vernetzungsmechanismen, die eine
dreidimensionale Einbettung und definierte Stimulation von Zellen ermoglichen als auch
spezielle  Funktionalisierungsprotokolle  zur  zelluldren, enzymatisch  gesteuerten
Reorganisation der Hydrogel-Matrices und modulierten Prasentation von matrixbindenden
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren zu implementieren, um die Einsatzmdglichkeiten
der Materialplattformen fir spezifische Anwendungen zu erweitern. Dartber hinaus wurde
eine Cryo-Gelierungsmethode zur Erzeugung von makroporésen Gel-Matrices entwickelt, die
die Kultur und Cokultur von Zellen im Inneren von Gel-Volumenkdrpern verschiedenster
Form ermdoglicht.

Die entsprechenden Arbeiten konnten wéhrend der Laufzeit des Projektes weitgehend zum
jeweils angestrebten Ergebnis gebracht werden und stehen nun fur weiterfiilhrende,

translationale Forschungsansatze zur Verfligung.
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