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I Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Geht der Horsinn eines Menschen verloren, so kénnen die Betroffenen méglicherweise nicht
mehr am sozialen Leben teilnehmen. Ausgeldst durch verschiedene Faktoren, wie Traumata
oder Krankheiten, kommt es bei den meisten Patienten zu einer sensorischen oder Innenohr-
taubheit, bei der jedoch der Hornerv mit den dort anséssigen Nervenzellen, den Spiralgangli-
enneuronen (SGNs), sowie die zentrale Horbahn intakt vorliegen. Mithilfe des sogenannten
Cochlea-Implantats (CI) kann der &ul3ere Schall aufgenommen und in elektrische Impulse um-
gewandelt werden, um die SGNs anschlief3end direkt zu stimulieren. Unter ruhigen Bedingun-
gen ist mit dem CI bereits ein ausreichendes Sprachverstandnis moéglich. Befinden sich die
Betroffenen jedoch in einer hohen Geréuschkulisse oder mdchten sie Musik wahrnehmen, so
liegen Defizite vor. Neben technischen Verbesserungen des Implantats fokussiert sich die ak-
tuelle Forschung auf die medikamenttse Behandlung des Innenohres. VVor allem die Neuropro-
tektion der SGNs sowie die Regeneration ihrer Neuriten gehtren zu den Zielen. Bevorzugt
wadre dabei ein Wachstum der Neuriten in Richtung auf das Innenohrimplantat.

Hierzu wird im Rahmen dieser Arbeit an einer neuronalen Leitstruktur aus modifizierten, bi-
ologisch abbaubaren Polymerfasern gearbeitet, welche die nachwachsenden Neuriten zur
Oberflache der Cl-Elektrode leiten soll. Beschichtet mit verschiedenen Biomolekuilen der ext-
razellularen Matrix, wie Heparansulfat (HS) und Laminin, sowie Wachstumsfaktoren, wie
dem brain-derived neurotrophic factor (BDNF), dient die neuronale Leitstruktur zudem als
Implantat-assoziiertes Freisetzungssystem, um das biologische Gleichgewicht im Innenohr
wiederherzustellen. Als Basismaterial werden Fasern aus Poly-e-Caprolacton (PCL) und Po-
lyglykolsaure (PGA) genutzt, welche bereits vielfaltige Anwendung in der Biomedizin fanden.

Um die Immobilisierung und die Freisetzung der verschiedenen Biomolekiile gezielt zu steu-
ern, wurden neben den unmodifizierten Fasern ebenfalls solche mit frei zuganglichen Amino-
gruppen auf der Oberflache verwendet. Dazu wurden die Fasern aminolysiert, was eine Auf-
rauung der Oberflache zur Folge hatte. Untersuchungen an sowohl un- als auch amino-modi-
fizierten Fasern zeigten auf, dass diese innerhalb weniger Wochen im physiologischem Me-
dium abgebaut und somit als degradierbare Leitstruktur eingesetzt werden kénnen. HS konnte
kovalent auf der Oberflaiche immobilisiert werden, um in einem biomimetischen Ansatz
BDNF anzubinden und langanhaltend und kontrolliert wieder abzugeben. In Release-Experi-
menten wurde von den amino-modifizierten Fasern weniger BDNF freigesetzt als von den
unmodifizierten Fasern. Dies kann méglicherweise auf starkere hydrophobe Wechselwirkun-
gen zwischen dem Wachstumsfaktor und der Faseroberflache zurtickgefuihrt werden. Sowohl
freigesetztes BDNF als auch der direkte Kontakt mit den BDNF-beladenen Fasern erhdhte die
Uberlebensrate der SGNs. Die vorliegenden Ergebnisse deuten zwar auf einen klaren neu-
roprotektiven Effekt des BDNFs hin, ein neuroregenerativer Effekt ist jedoch zweifelhaft, da
sich die mittlere Neuritenl&nge hier nicht &ndert. Flr eine detailliertere Betrachtung der Neu-
roregeneration wurden Experimente mit SGN-Strangstiicken durchgefuhrt und es wurde, um
guantitative Daten zu erhalten, die Sholl-Analyse fiir das hier vorliegende System weiterent-
wickelt. Diese Untersuchungen zeigen, dass die Neuritenaussprossung durch die BDNF-tra-
genden Fasern vermehrt und die maximale Neuritenldnge gesteigert wird. Auch die mittlere
Neuritenaktivitat, welche sich aus der Anzahl sowie der mittleren Lange der Neuriten zusam-
mensetzt, erhdht sich durch BDNF. Grolkere Mengen des Wachstumsfaktors verstarken die
beobachteten Effekte. Ein gerichtetes Wachstum der Neuriten durch die Zugabe von BDNF
war nicht zu erkennen. Auch konnte kaum eine Wirkung von HS auf die Zellen beobachtet
werden. Um den nachwachsenden Neuriten in der biomedizinischen Anwendung Ankerpunkte
auf ihrem Weg entlang der Fasern zur CI-Oberfl&che zu bieten, sollten diese mit Laminin be-
schichtet werden. Vorlaufige Untersuchungen hierzu deuten darauf hin, dass dies moglich ist.

Stichworte: Poly-e-Caprolacton, Polyglykolséure, Aminolyse, drug delivery, brain-derived
neurotrophic factor, Heparansulfat, Laminin, neuronale Leitstruktur, Cochlea-Implantat, Neu-
roprotektion, Neuroregeneration



Abstract i

Abstract

If a person's hearing is lost, it can mean that those affected can no longer participate in social
life. Triggered by various factors, like traumas or diseases, most patients experience sensory
or inner ear deafness, in which, however, the auditory nerve with the nerve cells located there,
the spiral ganglion neurons (SGNSs), as well as the central auditory pathway are still intact.With
the help of the so-called cochlear implant (ClI), the external sound can be recorded and con-
verted into electrical impulses in order to then directly stimulate the SGNs. With the Cl, a
sufficient understanding of language is already possible under quiet conditions. However, at a
high level of background noise or at listening to music, several deficits appear. In addition to
technical improvements of the implant, current research focuses on drug treatments of the
inner ear. Major goals are the neuroprotection of the SGNs and the regeneration of their neu-
rites. Preferably, growth of the neurites should be directed towards the inner ear implant.

For this purpose, within the scope of this work, a neuronal guidance scaffold made of modified,
biodegradable polymer fibers is developed which should guide the regrowing neurites to the
surface of the Cl electrode. Coated with various biomolecules of the extracellular matrix, such
as heparan sulfate (HS) and laminin, as well as growth factors such as the brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF), it also serves as an implant-associated drug delivery system to re-
store the biological balance in the inner ear. Fibers made out of poly-g-caprolactone (PCL)
and polyglycolic acid (PGA) are used as the base material, which have already been used in
various ways in biomedicine.

In order to control the immobilization and the release of the various biomolecules in a targeted
manner, fibers with freely accessible amino groups on the surface were also used in addition
to the unmodified fibers. For this purpose, the unmodified fibers were aminolyzed, which re-
sulted in a roughening of the surface. Investigations on both unmodified and amino-modified
fibers showed that they degrade in a physiological medium within a few weeks and thus can
be used as biodegradable guidance structure. HS could be immobilized covalently on the sur-
face in order to bind BDNF in a biomimetic approach and to release it again in a long-lasting,
controlled manner. In release experiments, less BDNF was released from the amino-modified
fibers than from the unmodified fibers. This can be attributed to stronger hydrophobic interac-
tions between the growth factor and the fiber surface. Both, released BDNF and the direct
contact with BDNF-loaded fibers increased the survival rate of the SGNs. Although the avail-
able results indicate a clear neuroprotective effect of the BDNF, a neuroregenerative effect is
doubtful, since the mean neurite length does not change. For a more detailed investigation on
neuroregeneration, studies on SGN explants were performed and, in order to obtain quantita-
tive data, were evaluated using the Sholl analysis which was adapted and further developed
for the system investigated here. These investigations show that neurite sprouting by BDNF
fibers as well as the maximum neurite length both increased. The mean neurite activity, which
is composed of the number and the mean length of the neurites, is also increased by BDNF.
Larger amounts of the growth factor amplify the observed effects. Directed growth of the neu-
rites through the addition of BDNF could not be shown. Also, hardly any effect of HS on the
cells could be observed. In order to provide the regrowing neurites in biomedical applications
with anchor points on their way along the fibers to the CI surface, they should be coated with
laminin. Initial investigations indicate in this direction show that this should be possible.

Keywords: polycaprolactone, polyglycolide, aminolysis, drug delivery, brain derived neu-
rotrophic factor, heparan sulfate, laminin, neuronal guidance structure, cochlea implant, neu-
roprotection, neuroregeneration
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Der Horsinn ermdglicht es den Menschen, mit ihrer Umgebung in Kontakt zu treten. Die Welt
wird fur sie erlebbar. Es werden Eindriicke und Informationen aufgenommen, indem Gespra-
chen zugehdrt oder Musik sowie Gerausche wahrgenommen werden. Zudem schiitzt der Hor-
sinn vor maglichen Gefahren.[! Geht dieser Sinn verloren, so kann dies dazu filhren, dass sich
die Betroffenen aus dem sozialen Leben zurtick ziehen.? Laut der Weltgesundheitsorganisa-
tion (World Health Organization, WHO) leben auf diesem Planeten heutzutage 278 Millionen
Menschen mit einer starken Schwerhdrigkeit, sodass sie weder an einer Unterhaltung teilneh-

men noch Musik wahrnehmen konnen. B!

In einem gesunden Ohr gelangt der Schall zundchst durch die Ohrmuschel in den &uf3eren
Gehorgang und wird tiber Hammer, Amboss und Steigbtigel mithilfe des Trommelfells an das
Innenohr weitergeleitet. Die nun in Bewegung versetzte Flissigkeit in der Cochlea dient der
Anregung der dort anséssigen Sinneszellen, der sogenannten Haarzellen. Sie leiten den ent-
standenen Reiz als elektrisches Signal an die zugehorigen Neurone, die Spiralganglienneurone
(SGNs), weiter. AnschlieBend gelangt der Reiz tiber den Hornerv an die entsprechende Region
im Gehirn, wo ein Horeindruck generiert wird.[¢! Bei einem Horverlust leidet die Mehrzahl
der Betroffenen (>95 %) an einer sensorischen oder Innenohrtaubheit,[l welche entweder ver-
erbt oder aber durch verschiedene Krankheiten sowie schwerwiegende Kopfverletzungen oder
Traumata ausgelGst werden kann.®®! Hierbei sind die inneren Haarzellen geschadigt, wohinge-
gen der Hornerv mit den SGNs sowie die zentrale Horbahn in einem intakten Zustand vorlie-
gen. Es koénnen aber die ausgefallenenen Sinneszellen mithilfe einer elektronischen Reizpro-
these, dem sogenannten Cochlea-Implantat (Cl), umgangen werden, um den Patienten zu
neuem Horen zu verhelfen.l’l Die ersten tauben Patienten wurden bereits 1957 operiert,[**4
wobei das CI aber erst in den 1970er Jahren seine breite klinische Anwendung fand. Wahrend
anfangs lediglich eine Elektrode zur Reizlibertragung implantiert wurde,*? fiihrten anschlie-
Rende Studien dazu, dass heutzutage Cl-Elektroden mit um die 22 einzelnen Platinkontakten
ihre Anwendung finden, um die Qualiat der erzeugten Hérleistung zu verbessern. Umgeben
von einer Siliconmatrix kdnnen sie einzelne Nervenstrange ortsaufgeldst elektrisch anre-
gen.["13-151 | aut einer Hochrechnung des deutschen Arzteblatts von 2013 wurden allein in
Deutschland jahrlich 3.000 Cls implantiert.*® Wahrend den Menschen hierdurch ein gestei-
gertes Sprachversténdnis unter ruhigen Bedingungen ermdglicht wird, ist es fur CI-Tréger im-
mer noch schwer, sich in gerduschvollen Umgebungen (,,Cocktailparty-Situation‘) zurechtzu-

finden oder Musik adaquat wahrzunehmen. 7]

Aufgrund dessen wird heutzutage in den verschiedensten Bereichen am CI geforscht. Neben

der Diagnostik!*®29 soll ebenfalls die Signalverarbeitung®2! optimiert werden. Zudem
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spielen hierbei auch neuartige Materialien?>24 sowie die medikamentdse Behandlung des
Innenohres eine wichtige Rolle.”>?" In diesem Zusammenhang ist die fortschreitende
Degeneration der SGNs nach der Ertaubung zu nennen, welche sowohl auf eine unzureichende
Stimulation als auch auf die vorliegende pathologische Situation zurlickzufiihren ist.*528-30]
Durch eine effektive Bereitstellung von Medikamenten sowie neurotrophen Substanzen kann
das Uberleben der SGNs erhéht und deren Funktion wieder hergestellt sowie ein gesundes
Milieu in der Cochlea erzeugt werden.B¥31 Zudem ist der Abstand zwischen den
stimulierenden Kontakten der CI-Elektrode und den SGNs aufgrund der anatomischen
Situation recht groR. Aufgrund dieser Liicke missen elektrische Signale mit héherer Intensitat
verwendet werden und es kommt zu einer raumlichen Streuung des Stimulationssignals.4
Dies fiihrt zu einer Uberlappung der adressierten SGNs und reduziert die fokussierte neuronale
Stimulation, was wiederum in einer geringeren Frequenzauflosung resultiert.>361 Wenn nun
die aus den SGNs hervorgehenden Neuriten diese Liicke tiberwinden, um in engem Kontakt
mit der Elektrode zu stehen, kdnnte eine spezifischere elektrische Stimulation erreicht werden.
Die aktuelle Forschung konzentriert sich daher auf die Verbesserung des Uberlebens und der

Funktionalitat der SGNs sowie auf die Optimierung des Elektroden-Nerven-Kontakts.[283137]

Es wurde gezeigt, dass verschiedene Wachstumsfaktoren, wie BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor), an der Aufrechterhaltung und Entwicklung der SGNs in der Cochlea
beteiligt sind.[1>28-30-38 \Weiterhin ist bekannt, dass ein Mangel an BDNF-Signalwegen zu
fortschreitendem Horverlust fuhrt®® und dass bei schwerhorigen Mausen reduzierte cochleare
BDNF-Spiegel zu beobachten sind.°! Dariiber hinaus wird BDNF von den Haarzellen in der
sich entwickelnden Cochlea und spdter von den SGNs sowie Unterstiitzerzellen
bereitgestellt.l**4 Somit ist eine langfristige Bereitstellung physiologischer BDNF-Mengen
eine vielversprechende MaRnahme nach einer Cochlea-Implantation.[*24% Die langanhaltende
Freisetzung von BDNF ermdglichte bereits das Nachwachsen peripherer Hornervenfasern(26271
sowie eine erhdhte Uberlebensrate der SGNs in vivo. Dies wurde durch die elektrische

Stimulation der CI-Elektrode unterstiitzt.[*4!

Es gibt mehrere Herausforderungen, wenn die Abgabe von BDNF an das Innenohr in Betracht
gezogen wird. Neben systemischen Therapien, bei denen u .a. ein eingeschrankter Blutfluss
zum Innenohr beachtet werden muss,“ weisen auch Darreichungsformen durch
miniosmotische Pumpen Limitierungen auf.[2646-481 Die regelmaRige Befiillung des Reservoirs
erhoht z. B. das Infektionsrisiko.[“ Auch gen- sowie zellbasierte BDNF-Freisetzungen®0-53
kénnen durch die Zelltoxizitit sowie unkontrollierbare Expression neurotropher Faktoren ein
Risiko darstellen.®™ Somit konnen Implantat-assoziierte Drug Delivery-Systeme eine
effektivere und sicherere Alternative bieten. Erste experimentelle Ansétze zur physikalischen
(z. B. durch Modifikation der Topographie)®®>"1 oder chemischen Funktionalisierung der

Oberflache der Cl-Elektrode!*>%® zur lokalen Wirkstoffabgabe wurden bereits beschrieben
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und im Rahmen des Exzellenzcluster ,,Hearing4all* durchgefiihrt.®*¢% Neben Hydrogelen®*!
haben sich auch Mikrospharen®@ und Nanopartikell?7355963841 3]s geeignete Trager fiir
neurotrophe Wirkstoffe etabliert, obwohl nicht alle erfolgreich an der Implantatoberflache
befestigt werden konnten.®)

Um die anatomische Position der Implantatelektrode zu verbessern und sie ndher an den SGNs
zu platzieren, wurden bereits verschiedene Konzepte getestet. Neben vorgekriimmten sowie
modiolaren Umarmungselektroden?®! wurden aktivierende Hydrogele entwickelt, um die
Elektrode zum Modiolus hin zu verbiegen.?*l Um die SGNs jedoch in direkten Kontakt mit
den stimulierenden CI-Elektroden zu bringen, misste das Neuritenwachstum angeregt werden.
Ein Nervenleitgerust konnte diese anschlieBend zu den einzelnen Kontakten flihren. Trotz der
fortschreitenden Entwicklungen von neuronalen Leitkanalen fiir periphere Nerven®! sowie
regenerativen Gerusten zur Behandlung von Riickenmarksverletzungen ist die Datenlage zur
Leitung von regenerierten Neuriten der SGNs gering. Hier zeigten lediglich dezellularisierte
Pferde-Halsschlagadern eine vielversprechende Wirkung auf die Neuritenregeneration.!
Weiterhin wurde an hohlen Calciumphosphat-Nanopartikel geforscht, welche angebracht auf
der Cl-Elektrode Wachstumsfaktoren freisetzen.®® Zudem kann eine topografische
Modifikation der Elektrodenoberflache,™ u. a. mit bestimmten Mustern,®”! die Anhaftung
sowie das Wachstum der Neuriten fordern. Bei den genannten Ansdtzen wird den Neuriten
jedoch keine Unterstiitzung auf ihrem Weg durch das flussigkeitsgefiillte Lumen der scala
tympani geboten. Ein BDNF-freisetzendes Hydrogel konnte den nachwachsenden Neuriten

hier zwar eine giinstige Umgebung, jedoch keine Fiihrung zur C1-Oberflache gewahrleisten. ]

Somit wird im Rahmen dieser Arbeit sowie als Teil des Exzellenzclusters ,,Hearing4all* der
Ansatz verfolgt, ein neuronales Leitsystem aus modifizierten, biologisch abbaubaren
Polymerfasern zu entwickeln, welche die nachwachsenden Neuriten zur Oberfldche des Cls
leiten. Hierbei sollen die Fasern senkrecht auf die Cl-Oberflache aufgebracht und mit
verschiedenen Biomolekilen beschichtet werden (siehe Abbildung 1). Die Fasern,
unbehandelt sowie amino-modifiziert, dienen zundchst als Tragermaterial flr die
extrazellulare Matrixkomponente Heparansulfat (HS). Dieses soll wiederum zur Abgabe eines
neurotrophen Wachstumsfaktors genutzt werden. Hier wird sich in der Arbeit auf das bereits
beschriebene BDNF konzentriert. Eine mogliche Alternative bietet NT-3 (Neurotrophic
Factor 3), welches ebenfalls neuroprotektiv sowie regenerativ wirkt.[*1434454671 Um den
Neuriten Ankerpunkte auf ihrem Weg entlang der Fasern zur Oberflache des Cls zu bieten,
sollen diese mit dem Adhasionsprotein Laminin (LAM) beschichtet werden.[%-711 Zusatzlich
kdnnen noch weitere Wirkstoffe in das System integriert werden, welche innerhalb dieser
Arbeit jedoch keine Beriicksichtigung finden. So ist es denkbar, die Fasern in Zukunft
ebenfalls mit der anti-adh&siven Polysialinsaure (PolySia) auszustatten, sodass die Neuriten

auf dem Weg zu den Elektrodenkontakten des Cls lediglich an der Leitstruktur entlang
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wachsen, anstatt vollstandig dort zu verbleiben.[? Weiterhin kann die Cl-Elektrode selbst mit
dem neuralen Adhasionsmolekil L1CAM beschichtet werden, sodass die Neuriten
letztendlich auf dessen Oberflache anwachsen und eine ausreichende sowie differenzierte
elektrische Signaltbertragung erhalten wird.”*"5 Nach dem Abbau der Polymerfasern fordert
die Stimulation der Cl-Elektrode das Anhaften der Neuriten.[’6-781

Amino-

modifikation
Anbindung Anbindung
von LAM / ‘ \ von LAM
Anbindung Anbindung
von HS von HS

= =.; W i == -

Immobilisation Immobilisation
von BDNF L

von BDNF

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Oberflachenfunktionalisierung der PGA/PCL-Fasern (grau), welche
ebenfalls die Aminomodifikation (griin) beinhaltet. Neben Laminin (lila) werden die Fasern ebenfalls mit HS be-
schichtet (blau). Dieses dient als Tragermatrix fiir den Wachstumsfaktor BDNF (rot).

Wéhrend ein nanofaseriges Gerust als vielversprechende Strategie zur Regeneration von Hor-
nerven bereits untersucht wurde,[® weisen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Poly-
merfasern Durchmesser im Bereich von 100 um auf, um den Neuriten als stabiles Tragerma-
terial zu dienen. Hierzu wurde ein langfristig biologisch abbaubares Nahtmaterial, bestehend
aus Poly-¢-Caprolacton (PCL) und Polyglykolsaure (PGA), welche in den letzten Jahrzehnten
im Fokus der biomedizinischen Forschung standen, umfunktioniert.[®%81 Neben ihrer Verwen-
dung als degradierbares Nahtmaterial®?-84 dienten diese Fasern bereits als Drug Delivery-Sys-
tem zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren wahrend der Wundheilung oder wurden im Be-
reich des Tissue Engineerings als kiinstliche extrazellulare Matrix (ECM, extracellular matrix)
eingesetzt.[®5-871 Hierbei wurden die Wirkstoffe entweder bereits wahrend des Herstellungs-
prozesses in die Fasern eingearbeitet®! oder anschlieBend physikalisch/chemisch angebun-

den.[86:87]

Um auf der Oberflache der Fasern eine naturliche Umgebung nachzuahmen, wurden diese
zunachst mit Heparansulfat (HS), einem Glykosaminoglykan der ECM, beschichtet. Im All-
gemeinen ist HS fiir seine wundheilenden und gerinnungshemmenden Eigenschaften sowie
als Analgetikum bekannt.!® Nach Implantationen erhoht es sowohl die Biokompatibilitét als
auch die Gewebereaktionen.%! In biomedizinischen Anwendungen wirkt HS als regenerati-

ver Faktor, da es als Bestandteil der nattirlichen ECM die Bildung neuen Gewebes unterstiitzen
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kann.[889192] Eg jst bekannt, dass HS Wachstumsfaktoren binden, stabilisieren,®3 vor Denatu-
rierung sowie proteolytischem Abbau schiitzen kann®-! und die (Langzeit-)Freisetzung®’!
sowie Préasentation des Biomolekdils fiir die Zellen kontrolliert.®®-1%4 Wahrend nach Literatur-
berichten HS selbst das Uberleben sowie die Neuritenaussprossung der SGNs unterstiitzt, for-
dert die gleichzeitige Behandlung von SGN-Explantaten mit HS und dem bereits beschriebe-
nen BDNF ein verstarktes Neuritenwachstum.[102]

Der Wirkstoff Laminin, welcher tber spezifische Stellen ebenfalls mit HS Bindungen einge-
hen kann, 8% gehort zu den Glykoproteinen(*®1%4 und wurde bereits im Rahmen des Cls als
Elektrodenbeschichtung eingesetzt. Hier forderte es zum einen das Uberleben der SGNs und
verstarkte zum anderen den Auswuchs der Neuriten.['®! Es ist ebenfalls in der Lage, Wachs-
tumsfaktoren zu speichern und ihre Verteilung sowie Prasentation fiir die jeweiligen Zellen zu
regulieren. % Daneben agiert Laminin als Adhasionsprotein auf Neurone.[® 71 Um das
Wachstum der Neuriten entlang der neuronalen Leitstruktur zu unterstitzen, sollen die Fasern
daher ebenfalls mit Laminin ausgestattet werden. Mit Laminin beschichtete Polymer Scaffolds

erhohten bereits die neuronale Adhasion sowie die Regeneration der Neuriten. 1%

Somit sind die Wirkstoffe BDNF, HS und Laminin geeignet, um aufgebracht auf den Poly-
merfasern sowohl das Uberleben als auch die Regeneration der SGNs zu fordern. Entlang der
neuronalen Leitstruktur sollen die Neuriten schlieflich zum Implantat gefiihrt werden, um spé-
ter auf diesem anzuwachsen. Durch eine spezifische elektrische Anregung soll auf diese Weise
der Horeindruck mittels des Cls optimiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Poly-
merfasern zunachst einer Aminolyse unterzogen, um den Einfluss auf die spatere Anbindung
der Biomolekiile zu untersuchen. AnschlieBend soll herausgefunden werden, inwieweit die
Fasern mit HS beschichtet werden kdnnen. Als Tragermatrix fir Wachstumsfaktoren wird un-
tersucht, wie sich HS auf die Anbindung sowie Freisetzung von BDNF auswirkt. Hierzu wird
eine Langzeitfreisetzung des BDNFs (105 d) von den Fasern untersucht. AuBerdem werden
der neuroprotektive sowie regenerative Effekt von HS und BDNF gegeniiber den SGNs in
vitro getestet. AbschlieBend erfolgen Untersuchungen, inwieweit sich die Polymerfasern mit

Laminin als Adhasionsmolekdl fir nachwachsende Neuriten ausstatten lassen.
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2 Allgemeine Grundlagen

2.1 Das Cochlea-Implantat

Im Jahr 2021 leben laut der WHO ca. 430 Millionen Menschen auf diesem Planeten, die an
einer Horbehinderung leiden. Es wird geschétzt, dass sich diese Zahl bis 2050 auf tiber 700
Millionen Betroffene ausweitet.[*1 278 Millionen dieser Menschen leiden sogar an einer sehr
starken Schwerhorigkeit. Diese macht es ihnen nicht méglich, normale Aktivitaten, wie z. B.
eine Unterhaltung zu fihren oder Musik zu horen, auszutiben.!®! Das eingeschrankte Horver-
mogen kann dazu flihren, dass sich die betroffenen Personen aus dem sozialen Leben zuriick
ziehen.!?! In wenigen Féllen ist die Schwerhorigkeit, die bis zur Taubheit reichen kann, ver-
erbbar, meistens sind jedoch externe Faktoren der Ausldser. Zum einen kann der Fotus vor der
Geburt durch Medikamente sowie durch eine Viruserkrankung der Mutter (z. B. Roteln) ge-
sch&digt worden sein. Andererseits kann die Gehorlosigkeit wahrend der Geburt durch Sauer-
stoffmangel oder Geburtstraumen ausgeldst werden. Haufige Griinde fir einen spéteren Hor-
verlust sind neben Schadelbriichen und Gehirnhautentziindungen auch chronische Mittelohr-
entziindungen, Virusinfektionen wie Mumps oder Masern sowie Hortraumata.l®! Die meisten
Patienten (>95 %) leiden an einer sensorischen Taubheit, welche auch Innenohrtaubheit ge-
nannt wird. Hierbei sind neben den &ulleren auch die inneren Horsinneszellen, die sog. Haar-
zellen, geschadigt bzw. ausgefallen, wobei in den meisten Fallen der Hornerv sowie die zent-
rale Horbahn intakt bleiben. Die ausgefallenen Sinneszellen kénnen hier mithilfe einer elekt-
ronischen Reizprothese, dem Cochlea-Implantat, umgangen werden, um den Patienten zu
neuem Héren zu verhelfen. Das Cl ist in der Lage, den Schall in elektrische Impulse umzu-
wandeln und diese anschlieBend an die noch intakten Nervenenden zu leiten. Taubgeborenen
Kindern wird friihzeitig ein CI eingesetzt, um den Spracherwerb, gestiitzt auf ein ausreichen-
des Horvermogen, zu generieren.”) Im Gegensatz dazu ist bei Erwachsenen, welche erst nach
abgeschlossenem Spracherwerb ertaubt sind, auch noch nach vielen Jahren eine Implantation
maoglich.[1%1 Trotz dessen ist eine zeitnahe Insertion des Implantats nach dem Horverlust ent-
scheidend, um einer fortschreitenden Ruckbildung der Nervenenden infolge mangelnder Sti-

mulation entgegenzuwirken. 2]

Die Anféange des Cls gehen auf ALESSANDRO VOLTA zuriick. Trotz bestehendem Horvermo-
gen versuchte er mithilfe von zwei Dréhten im duRReren Gehorgang einen elektrischen Horein-
druck bei sich selbst zu erzeugen.['® Jedoch erst Anfang des 20. Jahrhunderts kamen ernst-
hafte Bemihungen auf, das funktionell ausgefallene Innenohr durch elektrische Impulse zu

ersetzen.[*'% ERyIs und DIJOURNO operierten dazu im Jahr 1957 ihren ersten gehorlosen Pati-
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enten. So konnten sie mittels Magnetfelddnderungen Spannungsimpulse in einer intern liegen-
den Drahtspule induzieren, sodass die ausgeldsten Strome ber Wechselwirkung mit den vor-
liegenden Neuronen einen Horeindruck generierten. Es konnten jedoch nur einzelne Worter
sowie Gerausche wahrgenommen werden.®* Indes kénnen ZOLLNER und KEIDEL als ,,Pio-
niere“!" fiir ein sprachvermittelndes Implantat beschrieben werden. Sie wahlten einen anderen
Weg als ihre Vorganger und fiihrten 1963 eine Elektrode durch das runde Fenster in die
Horschnecke (Cochlea) ein, um ertaubten Patienten wieder zu neuem Horen zu verhelfen. Ne-
ben einer transkutanen Signallibertragung installierten sie intracochledre Platinelektroden
(Anzahl: 20-100) mit einer Frequenzverteilung zwischen 300-3000 Hz. Somit konnten schon
in den 1970er Jahren die ersten Langzeitimplantate mit tragbaren Sprachprozessoren einge-
setzt werden.**Y Eine breite klinische Anwendung fand das Implantat jedoch erst durch
House und URBAN, welche demnach als ,,Viter des Cls“[! bekannt sind. Die implantierten
Elektroden enthielten jeweils einen stimulierenden Kontakt.[*?l In Europa wurde ebenfalls ein
einkanaliges Implantat entwickelt sowie transplantiert. In Wien arbeiteten in den 70er Jahren
BURIAN, HOCHMAIR-DESOYER und HOCHMAIR an dem ClI, welches entweder eine extracoch-
ledre Kugelelektrode oder aber einen intracochledren Elektrodentrager enthalt.!*2 Demgegen-
tiber versorgten SIMMONS und CLARK die ersten Patienten in den 1980er Jahren mit mehrka-
naligen CI-Elektroden, um einen besseren Horeindruck zu vermitteln. Bis heute ist diese Tech-

nik tiberlegen,[7:113.114]

Normaler Horvorgang. Um die Funktionsweise sowie Wirksamkeit des Cls besser nachvoll-
ziehen zu koénnen, wird im Folgenden zunéchst der Horvorgang eines gesunden Ohres erléu-
tert. Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau des Ohres, welches in drei Bereiche einge-
teilt werden kann. Bei Normalhtrenden gelangt der Schall zunéchst in das Auenohr, beste-
hend aus Gehdrmuschel, Gehdrgang und Trommelfell. Hierbei bilden sowohl die Ohrmuschel
als auch der Gehdérgang einen Schalltrichter, der bei mittleren und hohen Frequenzen schall-
verstarkend wirkt.®! Es wird hier von einer Luftleitung gesprochen.? Die nach innen trichter-
artig ausgezogene Membran des Trommelfells wird nun in Schwingung versetzt und wandelt
auf diese Weise die Schallwellen in mechanische Energie um. Seine Bewegungen werden auf
die im Mittelohr, in der Paukenhdhle, liegenden Gehérknéchelchen tibertragen. Hammer (mal-
leus), Amboss (incus) und Steigbiigel (stapes) haben hier die Aufgabe, die niedrige Impedanz
der Luft an die hohe Impedanz der darauffolgenden Innenohrflissigkeit anzupassen. Durch
die Hebelwirkung der Gehorknéchelchen sowie den FlachengréRenunterschied zwischen
Trommelfell und ovalem Fenster wird der Schall verstarkt. Uber das ovale Fenster kann die

Flussigkeit im Innenohr in der Cochlea in Bewegung versetzt werden.[*]
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des menschlichen Ohres. Der Schall wird iber das AuRenohr aufgenommen
und mithilfe der Gehdérkndchelchen im Mittelohr an das Innenohr (ibertragen, welches den Schall in elektrische
Signale umwandelt (Nach Lit.[151),

Die Cochlea bildet neben dem Gleichgewichtsorgan einen entscheidenden Bereich des In-
nenohres und dient der Transduktion von Schallwellen. Sie ist schematisch in Abbildung 3
dargestellt. Anatomisch gesehen gleicht sie einem Schneckenhaus, welches sich mit einer Ge-
samtlange von ca. 33 mm zweieinhalbmal um die Schneckenmitte, den sog. modiolus, windet.
Hier befindet sich der Hornerv.®! Weiterhin ist die Cochlea aus drei ibereinander liegenden
Gangen aufgebaut. Der obere Gang wird als scala vestibuli (Vorhoftreppe) und der untere
Gang als scala tympani (Paukentreppe) bezeichnet. Der dazwischen liegende Gang (scala me-
dia oder ductus cochlearis) bildet die sogenannte cochledre Trennwand.™! Durch das he-
licotrema (Schneckenloch) am apex cochlearis (Schneckenspitze) stehen der obere sowie un-
tere Gang miteinander in Verbindung.

Dringt nun ein Schallsignal in das Ohr ein, so schwingt der Steigbiigel im nachgiebigen ovalen
Fenster, welches mit der scala vestibuli verbunden ist, im Wechsel in das Innenohr hinein und
heraus. Dabei wird die inkompressible Lymphflissigkeit in der Cochlea, die Perilymphe, in
Bewegung versetzt, sodass die leicht bewegliche cochledre Trennwand ausgelenkt und
dadurch die Perilymphe in der scala tympani ebenfalls verdrangt wird. Diese kann ausweichen,

da sie Uber ein rundes, nachgiebiges Fenster mit dem luftgefillten Mittelohr verbunden ist.
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AnschlieRend erfolgt die Umkehrung der Bewegung und somit die entgegengesetzte Auslen-
kung der cochlearen Trennwand.™ Aufgrund der zahlreichen Schallwellen ergibt sich eine
standige Auf- und Abwadrtsvibration der Trennwand. Eine Wanderwelle bildet sich in der
Hdorschnecke aus, welche an einem frequenzspezifischen Ort entlang der Trennwand ein Ma-
ximum ausbildet (Frequenzdispersion).[? An der Basis der Cochlea werden hohe Frequenzen
um die 10000 Hz und an der Spitze der Horschnecke niedrige Frequenzen um 500 Hz verar-
beitet.[!

Helicotrema

500 Hz
REISSNER-MEMBRAN Modiolus

Ligamentum spirale Knochenle|ste

Scala vestibuli

é‘ Ductus cochlearis

mit Corti-Organ
Scala tympani

Tektorialmembran

Basilarmembran

Ganglion spirale

Hoérnerv

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Cochlea im Querschnitt. Es ist die aufgeklappte Schnecke mit Peri-
lymphbewegung entlang der Scala tympani und Scala vestibuli sowie die Frequenzabbildung zu sehen. In der coch-
ledren Trennwand befindet sich das Corti-Organ (Nach Lit.[9).

Die cochleare Trennwand besitzt einen dreieckigen, komplexen Aufbau und ist zur scala ves-
tibuli hin durch die fur lonen durchlassige REISSNER-MEMBRAN und zur scala tympani hin
durch die Basilarmembran abgegrenzt. Sie wird als gallertartig beschrieben®™ und besteht aus
zwei Schichten. Wahrend die obere Schicht, welche in den ductus cochlearis hineinzeigt, diinn
und kompakt vorliegt, befindet sich darunter eine zweite fibrdse Schicht. Sie ist aus in Quer-
richtung gebindelten Fasern zusammengesetzt. Diese sind unter dem Lichtmikroskop zu er-
kennen.!*®! |aut aktuellen Studien liegt als Hauptprotein in der faserigen Struktur Kollagen
Typ Il vor.[**"] Die Basilarmembran spannt sich in der Cochlea tiber eine Lange von ca. 33 mm
auf. Wahrend sie am ovalen Fenster mit einer Breite von 0.04 mm am stérksten gespannt vor-
liegt, betragt die Dicke der Membran am helicotrema 0.5 mm. Hier ist sie am wenigsten ge-
spannt.B Die duBere Wand des ductus cochlearis, das ligamentum spirale, ist fir die Bildung
der LymphflUssigkeit in diesem Bereich zustandig, der Endolymphe.! In diesem Raum befin-
det sich das fiir den Horsinn notwendige Corti-Organ, welches in Abbildung 4 sowohl sche-
matisch (links) als auch in einer rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme (rechts) darge-
stellt ist. Auf der Basilarmembran (griin) befinden sich die Stitzzellen, welche ihrerseits wie-

derum die Horsinneszellen tragen. Sie besitzen an ihrem oberen Ende feine Sinneshérchen
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(Stereozilien), weswegen sie als Haarzellen bezeichnet werden. Im menschlichen Ohr befin-
den sich eine Reihe innerer (rot) und drei Reihen auBerer (blau) Haarzellen, wobei erstere fur
die Aufnahme des Hdorsignals und letztere lediglich fir dessen Verstarkung verantwortlich
sind. Die Haarzellen werden von einer kollagenhaltigen Membran, der Tektorialmembran
(lila), Gberspannt, welche die Spitzen der langsten Stereozilien der dufRReren Haarzellen be-

riihrt.[*-6

= Sinnesharchen

AulRere B — Endolymphe

Haarzelle ~
stutz-_ /] |
zellen > \

Innere

/ N -—»--4\ RS i g / o
7 W \j
q _. Haarzelle Qi
/ \ OF o o/o : | \
. "

Afferente und
(zu ggl. spirale)

Ty \(:?‘;_1,’3”;

Basilarmembran -
R NS Neurone

Perilymphe

Abbildung 4: Links: Schematischer Aufbau des Corti-Organs (Nach Lit.[*8]), Rechts: Rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahme eines menschlichen Corti-Organs.['*®] Es besteht aus inneren (rot) sowie duBeren (blau) Haarzel-
len, deren Stereozilien oben an der Tektorialmembran (lila) verankert sind. Auf der anderen Seite sind die Haarzel-
len mit den Spiralganglienneuronen (gelb) verknipft.

Wiahrend des Horvorgangs bewegen sich die Tektorialmembran und das Corti-Organ relativ
zueinander, wenn die cochledre Trennwand ausgelenkt wird. Hierdurch bewegen sich somit
auch die Sinneshérchen der duReren Haarzellen im Wechsel nach auf’en sowie nach innen
(Deflektion). Die Sinnesharchen der inneren Haarzellen werden womdglich durch die Bewe-
gung der Flissigkeit zwischen Tektorialmembran und Corti-Organ mit ausgelenkt. Dargestellt
ist dieser Vorgang schematisch in Abbildung 5. Jede Haarzelle besitzt an ihrem oberen Ende
ca. 80-100 Sinnesharchen, welche von innen nach auflen in Reihen mit zunehmender GroRe
angeordnet sind. Hierbei sind die Spitzen der jeweils niedrigen Stereozilien mit den jeweils
langsten Stereozilien tber eine fadenartige Verbindung, den tip link, verkniipft. Im Ruhezu-
stand weisen die inneren Haarzellen ein Ruhemembranpotential von —40 mV und die dufBeren
Zellen eines von —70 mV auf. Die umgebende Endolymphe in der scala media hat durch ihre
extrem hohe Kaliumionenkonzentration (K*-lonen) gegenuiber den ubrigen extrazelluléren
Raumen ein standiges Potential von etwa +85 mV, das endolymphatische Potential (EP). Bei
Deflektion der Stereozilien werden die Transduktionskanéle am oberen Ende der Haarzellen
ge6ffnet und somit die hohe Potentialdifferenz der angrenzenden Rdume wirksam, welche bis
zu 155 mV betragen kann. Durch den darauffolgenden Einstrom der positiv geladenen Kali-
umionen &ndert sich das Membranpotential der Haarzelle. Es entsteht eine Depolarisation und
somit das Sensorpotential. Somit wird das urspriinglich mechanische Signal in ein elektrisches
Signal umgewandelt, sodass von einer mechanoelektrischen Transduktion gesprochen werden

kann. 57 Die Repolarisation der Zelle wird durch die entgegen gerichtete Verlagerung der
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Stereozilienbiindel sowie den Ausstrom der Kaliumionen zur Perilymphe hin erreicht.[*"! Bei
den inneren Haarzellen werden wéhrend des Auftretens des Sensorpotentials an den unteren
Enden afferente Neurotransmitter (Glutamat) aus Vesikeln freigesetzt. Grund hierfir ist der
Anstieg der intrazellularen freien Calciumkonzentration, welche durch das Sensorpotential
kontrolliert wird. Diese wechselwirken anschlieBend mit den afferenten Synapsen des Hor-
nervs, den Spiralganglienneuronen (engl.: spiral ganglion neurons, SGN) aus dem ganglion

spirale, von denen 90 % an den basalen Enden der inneren Haarzellen liegen.

Endolymphe

Innere
Haarzelle

\\ 7/ Vesikel mit
\ Neurotransmitter

Hdrnewenfaser—q\_a Perilymphe

Abbildung 5: Depolarisation einer Haarzelle. Durch den Eintritt von K* wird die Haarzelle depolarisiert und es
stromen Ca?* lonen ein, die zur Ausschiittung von Neurotransmittern fiihren. Diese diffundieren anschlieRend zur
Hornervenfaser (nach Lit.[12%0),

Der letzte Schritt I0st in der Nervenzelle ein Nervenaktionspotential aus, welches in das zent-
rale Horsystem zur weiteren Verarbeitung geleitet wird.™ Die Dendriten der SGNs sind ent-
lang der Basilarmembran ausgebreitet, ihre Zellkdrper biindeln sich in der Schneckenachse.
Von hier aus ziehen ihre Axone gebindelt als Hérnerv durch den inneren Gehdrgang zum

Horkern im Hirnstamm.[]

Horprozess mit einem CI. Liegen Schadigungen im Bereich des Innenohres vor, so kann das
ClI die Funktion der ausgefallenen Haarzellen tberbriicken, um den jeweiligen Patienten zu
neuem Horen zu verhelfen. Der Hornerv muss in diesem Fall jedoch intakt sein. Schematisch

ist die Funktionsweise des eingesetzten Cls im defekten Ohr in Abbildung 6 illustriert.
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Abbildung 6: Darstellung der Funktionsweise des Cls im defekten Ohr (Nach Lit.['3], (1) externer Soundprozessor,
(2) Sendespule, (3) unter der Haut liegendes Implantat, (4) Cochlea-Elektrode

Direkt hinter dem Ohr ist der externe Soundprozessor angebracht, welcher in diesem Fall die
Schallwellen mit einem Mikrofon aufnimmt und sie in digitale Signale umwandelt (1). Diese
werden gefiltert, es werden Stérgerdusche entfernt und es wird eine Aufteilung in Frequenz-
blocke vorgenommen.[*?Y Zudem beinhaltet der Soundprozessor zusatzlich die Stromversor-
gung flr das gesamte Implantat. Nach der Umwandlung leitet die Sendespule (2) die Signale
als Radiowellen oder durch Induktion an das unter der Haut liegende Implantat weiter (3),
welches im Schadelknochen verankert ist. Anschliellend dekodiert das Implantat die ankom-
menden Signale und transferiert sie in elektrische Impulse. Diese werden an den Elektroden-
trager in der Cochlea gesendet (4). Zuletzt stimulieren die Implantatelektroden die SGNs in
der Cochlea entsprechend der Frequenz-Positions-Beziehung ortsaufgeldst.[*?2 Das Signal

wird anschliefend Uber den HOrnerv an das Gehirn tbermittelt und dort weiter verarbei-
tet.[7'13'14]

Unterstitzend hierzu sind in Abbildung 7 die einzelnen Bestandteile des Cls dargestellt.
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a) Externer Teil des Cochlea-Implantates b) Interner Teil des Cochlea-Implantates

Empfangerspule

o’ \Sendespule ‘:" o /
\ "‘
" J/ Referenzelektrode
Cochlea-
Elektrode

/

Soundprozessor

c) Cochlea-Elektrode im Detail . .
2 N
Platin-Kontakte Platin-Iridium-Drahte Silicon-Matrix

Abbildung 7: Komponenten des Cls: Soundprozessor mit Sender (a)l*23, Empfanger-Implantat mit Elektroden
(b)*24 sowie die ausgerollte Cochlea-Elektrode (c)1?3.

Die Elektrode besteht aus 22 Platin-Kontakten, welche jeweils iber einen mit Teflon beschich-
teten Platin / Iridium-Draht (Platinanteil: 90 % / Iridiumanteil: 10 %) angesteuert werden. Pla-
tin weist eine hohe Ladungsspeicherkapazitat sowie eine hohe chemische und mechanische
Stabilitat auf. Weiterhin zeugt es von einer guten Biokompatibilitat, starken Korrosionsbestén-
digkeit und Langzeitstabilitat. Die Nervenenden sollen so (ber langen Zeitraum mit gleich-
bleibender Qualitat elektrisch angeregt werden. Die Elektroden sind von einem biostabilen
Siliconmantel umgeben, welcher nicht nur isolierend wirkt, sondern auch die in der Hérschne-
cke bendtigte Flexibilitat bietet.*> Somit kann sich die Elektrode in der scala tympani einrol-
len und sich der Form der Cochlea anpassen,[*?81 was in Abbildung 8 zu sehen ist. Je nach
Art der Erkrankung bzw. Ertaubung kdnnen Elektroden mit unterschiedlicher L&nge eingesetzt
werden. Kiirzere bzw. nur teilweise eingefiihrte Elektroden dienen dazu, das Resthérvermdgen
im apikalen Teil der Cochlea zu nutzen, da eine Ertaubung meist zundchst im basalen Teil der
Horschnecke auftritt.[14127]
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Abbildung 8: Intracochleare Elektrodenlage des Implantats (nach Lit.['?81), Die CI-Elektrode liegt lateral positio-
niert in der HOrschnecke vor.

Wie in der Abbildung zu sehen, ist die Elektrode lateral in der Cochlea positioniert, was die
Wechselwirkung mit den Nervenzellen erschwert.?®! Zusatzlich degenerieren die Spiralgang-
lienneuronen nach dem Verlust der inneren Haarzellen, weil sie einerseits nicht mehr ausrei-
chend durch Glutamat angeregt werden. Dieses wird eigentlich von den Haarzellen freigesetzt
und aktiviert die Synapsen der SGN. Andererseits werden die SGNs nicht mehr ausreichend
durch neurotrophe Faktoren, wie BDNF und NT-3, geschiitzt (neurotropher support),t#9:29.130]
Diese werden in einem gesunden Ohr von den Haarzellen sowie Stiitzzellen produziert.[“834
Die Degeneration fiihrt von der Ruckbildung der Neuriten bis zum Verlust von Zellkorpern
und ist schematisch in Abbildung 9 dargestellt. Mit fortschreitender Degeneration erhéht sich
das Ausmal} der Schadigung. Auerdem wird diese durch den Verlust von Stitzzellen noch
weiter verstarkt,[1528-30.132]

a) Normalzustand b) Verlust der Haarzellen / c) Fortschreitende Degeneration

2 iereiisarzaiian Degeneration der SGNs

Stutzzellen |nnere \ O]
= 52©
Haarzellen SGNs 3% §
SGNs

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Corti-Organs in einem gesunden Ohr sowie nach Verlust der Haar-
zellen in Abhangigkeit vom Fortschritt der Schadigung (nach Lit.[281).

In einem Cl-implantierten Ohr besteht die Mdglichkeit, dass Neurone durch die elektrische
Stimulation zur Produktion von endogenen Faktoren angeregt werden. Weiterhin kdnnen ver-
bliebene sensorische Zellen ebenfalls endogene Faktoren produzieren. In Einzelfallen kann so
der Degeneration der SGNs entgegengewirkt werden.[6-781 Generell ist der Abstand der Ner-
venenden zu der Cl-Elektrode jedoch relativ grof3, sodass sie nicht optimal stimuliert werden
konnen, um die empfangenen Signale anschlieRend weiterzusenden.*>28-3% Der Abstand zwi-

schen den SGNs und dem Cl in der scala tympani betragt ca. 2.3 mm.!%1 Zusitzlich sind sie
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durch eine kndcherne Wand voneinander getrennt. Hinzu kommt, dass sich isolierendes Ge-
webe in dem vorliegenden Zwischenraum bilden kann.®! Infolgedessen konnen einzelne Pla-
tinkontakte lediglich einen groReren Bereich von Nervenenden simultan anregen. In diesem
Zusammenhang ist die Leistungsfahigkeit des Implantats durch die Streuung des zu tbertra-
genden Signals begrenzt.[!71341%] Die Streuung ist dabei proportional zur Stromdichte, welche
bei zunehmendem SGN-Elektrodenabstand ansteigen muss.?1%1 Durch die Uberlagerung von
einzelnen Reizen zu einem verbreiterten und unspezifischen Reiz kann ein fehlerhaftes Signal
im Nerv ausgel6st werden. Resultierend hieraus wird der Horeindruck ungenau, sodass trotz
22 vorhandenen Elektroden nur circa acht verschiedene Wahrnehmungskandle angesteuert
werden konnen. Die Forschung zeigt jedoch, dass mindestens 20 unterschiedliche Kanéle fir
einen ausreichenden Horeindruck in einer gerduschvollen Umgebung nétig wéren. Fir die
Wahrnehmung von Musik sind 30 Kanéle erforderlich.'l Um zwischen verschiedenen
Sprechern unterscheiden zu kénnen, bendtigt man ebenfalls mehr Kanale.' Im Gegensatz
dazu besitzt ein gesundes Ohr in etwa 3400 natiirliche auditorische Kanéale.[**! Somit ist es
heutzutage von groBem Interesse, durch gezielte Forschung am CI die Anzahl an nutzbaren

Kanalen zu erhéhen, um die Leistungsfahigkeit des Implantats zu verbessern. 341251

Forschung am CI. Heutzutage wird in den verschiedensten Bereichen des Cls geforscht, um
die Horqualitat fir dessen Nutzer zu optimieren. Neben der Verbesserung und Beschleunigung
individueller Diagnostiken wird auch an der Signalverarbeitung bzw. am Sprachprozessor so-
wie an unterschiedlichen Modellen zur Voraussage der Horleistung mithilfe eines Cls gear-
beitet. Ein Grofiteil der Forschung befasst sich mit verschiedenen Stimulationsmethoden bzw.
der Verbesserung des Elektroden-Nervenkontakts, welche auch die Biointegration des Implan-
tats beinhaltet. Aufgrund dessen werden die zuletzt genannten Aspekte im Rahmen dieser Ar-
beit fokussiert behandelt, wobei zusatzlich Einblicke in die weiteren Forschungsgebiete erfol-

gen.

Im Bereich der Diagnostik soll beispielsweise die Positronemissionstomographie als bildge-
bendes Verfahren die Aktivitat des Nervengewebes sowie die Signaliibertragung durch Boten-
stoffe im Gehirn unterstiitzen. Genutzt werden hierfir radioaktive Biomarker. Ziel ist es, die
Pathophysiologie von Hoérstorungen besser zu verstehen, um dadurch das Hérvermégen mit-
tels Implantat besser wieder herstellen zu konnen.[*®19 Weiterhin wird in der Signalverarbei-
tung bzw. in den Sprachprozessoren daran gearbeitet, die erhdhte Lautheitswahrnehmung von
Schwerhdrenden zu reduzieren. Mit binauralen breitbandigen Lautheitsmessungen wurde das
lautheitsbasierende Anpassungskonzept ,,trueLOUDNESS* entwickelt, um individuelle Un-
terschiede in der Wahrnehmung zu berticksichtigen und entsprechende Verstarkungswerte im
Prozessor anzuwenden.[?>2 Zusatzlich wird an dem neu entwickelten Horgerateprozessor

KAVUAKA geforscht, um bei geringen Batterielaufzeiten und kleinem Bauformat das Hor-
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vermdgen zu verbessern. Dies geschieht mithilfe einer durch komplexe Algorithmen optimier-
ten Prozessarchitektur sowie einer individuell anpassbaren System-on-Chip-Technolo-
gie.'37138 Um Arzten sowohl bei der Diagnostik als auch bei der Behandlung nach einer Cl-
Operation helfend zur Seite zu stehen, dienen computergestiitzte Modelle zur Voraussage der
spateren Horleistung. So soll es mdglich sein, mithilfe der Forschung an dem Modellkonzept
CAFPAS (,, Commin Audiological Functional Parameters ‘) mit nur wenigen aussagekrafti-
gen Zwischenvariablen eine kompakte und universelle Darstellung der audiologischen Be-

funde aus unterschiedlichen Datensétzen zu erreichen.[*39

Wie bereits erwahnt, wird in der heutigen Forschung ein grof3er Fokus auf die Optimierung
des Elektroden-Nerven-Kontaktes gelegt, um schon in der Cochlea die Horleistung zu verbes-
sern. Dies beinhaltet sowohl die Erhéhung der Uberlebensrate der dort ansassigen Neuronen,
den SGN, sowie deren Regeneration. Das Ziel ist die bessere Wechselwirkung mit den Elekt-
roden des Cls.[?83L37 Es wurden schon vielfach Untersuchungen angestellt, um die Elektrode
néher an dem Modiolus der Cochlea zu platzieren, sodass sich der Abstand zu den zu errei-
chenden Nervenenden verringert. Ein Ansatz beinhaltet die Nutzung beweglicher Teflonstrei-
fen.?2 Zudem wird an vorgeformten Elektroden geforscht, die sich von allein um den Modio-
lus legen[®! sowie an quellenden Hydrogelen, welche die Elektrode um die Schneckenmitte
biegen sollen.?4 Weiterhin arbeiten Forscher daran, die GroRe der intercochledren Elektrode
zu minimieren, um einerseits Verletzungen wéhrend der Insertion des Implantats entgegenzu-
wirken. Andererseits soll das Wachstum von Bindegewebe, ™% welches den Abstand zu den
SGNs erhoht und die Ubertragung des elektrischen Signals verschlechtert, verringert wer-
den.[*I Hierbei kommt die Chip-Technologie als eine Moglichkeit in Frage. Wahrend sich der
elektrische Schaltkreis direkt auf der Elektrodenanordnung befindet, sollen die aktiven elekt-
ronischen Elemente auf der Elektrode in der Cochlea platziert werden.[*>%41 Eine weitere Mdg-
lichkeit stellt der Einsatz elektrisch leitender Polymere als Elektrodenmaterial sowie -be-
schichtung dar, sodass neben einer erhéhten Anzahl an einzelnen Elektroden auch die Flexi-
bilitat der gesamten Elektrode optimiert werden kann, um die Wechselwirkung mit den SGNs
zu verbessern. Ein vielversprechender Kandidat stellt hier PEDOT (Poly-3,4-ethylendioxythi-
ophen) dar.[*%?1 Die geringe Langzeitstabilitat und Biokompatibilitat sowie mangelnde elektri-
sche Ubertragungseigenschaften wirken einer klinischen Anwendung vieler leitfahiger Poly-
mere jedoch oftmals noch entgegen.[*43-1461 Flexible Elektroden aus biokompatiblen sowie che-
misch stabilen Polyimiden werden dahingegen schon erfolgreich im Rahmen des Cls einge-
setzt.[17141 Trotz dieser Fortschritte sind weitere Optimierungen notwendig, um die Leistung
der Cochlea-Elektrode zu verbessern. Nach STOVER et al.[*%] gibt es verschiedene Mdglichkei-
ten, um die Elektrode zur Verbesserung des Elektroden-Nervenkontaktes zu modifizieren. Au-
Rerdem kann hierdurch die Einheilung des Implantats nach dessen Insertion verbessert werden

sowie storendes Gewebewachstums vermieden werden. Hierbei kann die Oberflache entweder
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physikalisch (Verdnderung der Topographie), chemisch (Beschichtung der Oberflache), bio-
logisch (Zellbesiedlung der Oberflache) oder biochemisch (Beschichtung mit Signalproteinen)
verdndert werden. In diesem Zuge kann ein lokales Drug Delivery-System auf der Elektroden-
oberflache etabliert werden.[*s! Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine nanoporése Modi-
fizierung der Platinoberflachen sowohl die elektrische Signaliibertragung als auch die Anla-
gerung der Neurone fordert.5® Zusatzlich reduziert die Mikro-Strukturierung der Platin- sowie
Siliconoberflache das Anwachsen von signalstorenden Fibroblasten.[%1 Den gleichen Effekt
zeigt zudem die chemische Beschichtung des Implantats mit Polymeren. Hierbei kann die
Uberlebensrate sowie Neuritenaussprossung der SGNs verbessert werden. Biodegradier-
bare Polymere kénnen zudem als Drug Delivery-System fur aktive Substanzen verwendet wer-
den.!* Beispielsweise rief die Freisetzung von Dexamethasonphosphat aus den mit PEDOT-
beschichteten Elektroden eine entzindungshemmende Wirkung in Ratten hervor. Weiterhin
waren hierdurch in Elektrodennahe eine héhere Anzahl von Neuronen vorzufinden.®! Um
Entztindungen / Infektionen entgegenzuwirken, erscheint die antimikrobielle Oberflachenmo-
difizierung mit Silber-Nanopartikeln vielversprechend. Nachdem sie in verschiedenen Dosen
an das Innenohr verabreicht wurden, kénnen sie Krankheitserreger, entweder allein oder in
Kombination mit verschiedenen Antibiotika-Formulierungen, abtoten.-15% AuRerdem kon-
nen genetisch modifizierte Zellen / Stammzellen als Verbindungselement zwischen der Elekt-
rode und den SGNs dienen. In Tierexperimenten konnte nicht nur die Regeneration der Spi-
ralganglienzellen, sondern auch eine bessere Effektivitat des Implantats gezeigt werden. 15154
Obwohl eine gen- sowie zellbasierte Freisetzung des Wachstumsfaktors BDNF die Uberle-
bensrate der SGNs in vitro erhohte,%52531%51 miissen eine maogliche Zelltoxizitat sowie un-
kontrollierbare Freisetzungen von neurotrophen Faktoren beachtet werden. Insgesamt stellt
die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren, wie BDNF und NT-3, ein zentrales Thema fiir das
Uberleben bzw. die Regeneration der SGNs dar.[2-3:33156] |n Meerschweinchen konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass die Uberlebensrate von SGNs durch die anhaltende Freiset-
zung von BDNF im Innenohr erhéht wurde. Gleichzeitig erfolgte eine elektrische Stimulation
der Neurone durch die eingesetzte Cl-Elektrode.[?621 Zudem konnte die Freisetzung von
BDNF in ertaubten Meerschweinchen das Nachwachsen peripherer auditorischer Nervenfa-
sern fordern.[*l Hierbei erweisen sich Implantat-assoziierte Drug Delivery-Systeme bzw. die
biochemische Beschichtung der Implantatoberflache mit den neurotrophen Faktoren als siche-
rer und effektiver. Unterschieden werden kann hier zwischen affinitats- sowie reservoirbasier-
ten Methoden zur Bereitstellung der Wachstumsfaktoren.[? Erstere beschreibt die nicht-kova-
lente Wechselwirkung der freizusetzenden Substanz mit einem Material.[**"! Diese Systeme
imitieren die Wechselwirkungen in der extrazellularen Matrix.[*>81 Bekannte Systeme arbeiten
mit dem Glykosaminoglykan Heparin oder ihrem Verwandten Heparansulfat, welche die An-

lagerung sowie Stabilitat von Wachstumsfaktoren beeinflussen, um dariiber die Freisetzung
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der Stoffe zu regulieren.[*3-%6158-1601 Dje reservoirbasierten Systeme werden dahingegen defi-
niert als pordse Materialien, bei denen Diffusionsmechanismen die Freisetzungsrate bestim-
men.61  Neben Hydrogelen® konnten auch Mikrospharen!®? sowie Nanoparti-
kel[27:3559.64.162] 515 m@gliche Trager neurotropher Faktoren fiir die Anwendung im Innenohr
entwickelt werden. Es hat sich allerdings gezeigt, dass nicht alle von ihnen erfolgreich auf die
Oberflache des Implantats aufgebracht werden konnten.[*®! Eine Kombination der beiden Me-
thoden stellt die Arbeit von TAN et al. dar.[?1 Hier wurden nanopordse PGA-Partikel zunéchst
mit Heparin und anschliefend mit BDNF beschichtet. Es konnte gezeigt werden, dass das
freigesetzte BDNF die Uberlebensrate von Neuronen in der Cochlea ertaubter Meerschwein-
chen effektiv erhéhte. Demgegeniiber stehen konventionelle Methoden, um das Innenohr mit
Neurotrophinen zu versorgen. Da dieser Aspekt jedoch keine entscheidende Rolle fiir die vor-
liegende Arbeit spielt, wird er nur der Vollstandigkeit halber dargestellt. Eine Mdglichkeit
stellt hier die systemische Gabe der Wachstumsfaktoren dar. Diese ist jedoch streng limitiert
durch einen begrenzten Blutfluss zum Innenohr sowie das Uberqueren der Blut-Hirn-
Schranke. Eine andere Mdglichkeit bieten miniosmotische Pumpen, die BDNF oder NT-3
in das Innenohr freisetzen.[?646-481 Damit ein solches System jedoch nicht mehr begrenzt ist,
muss sein Reservoir periodisch wieder aufgefiillt werden. Somit erhoht sich auch das Risiko
flr Infektionen im Innenohr. Dieses ist ohnehin durch den permanenten Zugang der Pumpe
zur Cochlea gegeben..[* Trotz dieser Fortschritte ist bis heute kein direkter Kontakt zwischen
den Nervenenden und den Platinkontakten des Cls mdglich, um die Reizweiterleitung des
elektrischen Signals zu optimieren. Hierfiir missten die Neuriten der SGNs so stimuliert wer-
den, dass sie mithilfe von Leitstrukturen zum Implantat hin wachsen. Im Zuge der erfolgrei-
chen Forschung an Nervenleitschienen® konnten schon dezellularisierte Halsschlagadern
von Pferden eine neuronale Regeneration von SGNs hervorrufen.® In vitro Versuche zeigten,
dass die Neuriten von SGN-Explantaten auf diesen Strukturen aussprieen und an diesen ent-
lang wachsen. Des Weiteren soll die anatomische Liicke zu den auditorischen Neuronen durch
GDNF geschlossen werden, welches aus Calciumphosphat-Nanosphéren, aufgebracht auf dem

Cl, freigesetzt wird.[*

Mithilfe topographisch modifizierter Elektrodenkontakte war eine gute Anlagerung der
Ganglion-Neuriten moglich.B%! Deren Wachstum kann mittels bevorzugter Muster gefordert
werden. In der Absicht, dass die Neuriten der SGNs den fliissigkeitsgefiillten Raum in der
Scala Tympani Uberqueren, um zu den Elektrodenkontakten zu gelangen, wird an einem

BDNF-freisetzenden Hydrogel gearbeitet. 6!

Auch in der Arbeitsgruppe BEHRENS wird auf vielfaltige Weise daran geforscht, dass Cl zu
optimieren. Nanopordse Kohlenstoffmaterialien als Elektrodenbeschichtungen sollten nicht

nur die Impedanz des Cls verringern, sondern zusatzlich als Freisetzungssystem fur Medika-
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mente dienen.['s31 Als Alternative wurde zudem pordses Platin als Beschichtungssystem un-
tersucht.[**4 Dartiber hinaus lag der Fokus auf der Forschung an nanoporésen Silica Nanopar-
tikeln, welche mit ihrer grof3en Oberflache ebenfalls als Medikamentenreservoir dienen sollen.
Aufgebracht auf das Implantat oder eingebettet in die Siliconmatrix soll auf diese Weise der
Elektroden-Nervenkontakt verbessert werden.[651¢6] Als Kombination zweier Systeme wurde
untersucht, inwieweit die Nanopartikel in die Hohlraume des pordsen Platins integriert werden

konnen, um die Eigenschaften des Implantats zu optimieren[*67.168l

2.2 Wirkstoffe

Wie im vorherigen Kapitel bereits erwahnt, kann die Kombination einer Cl-Elektrode mit pas-
senden Wirkstoffen den Elektroden-Nerven-Kontakt und damit die Horleistung optimieren. !
Somit werden im folgenden Kapitel verschiedene Biomolekiile sowie ihre Funktionen vorge-

stellt, um im Rahmen des Cls eingesetzt zu werden.

2.2.1 Heparansulfat

Eine Option, um die Implantation einer Cochlea-Elektrode und ihre spatere Funktion zu opti-

mieren, stellt die Nutzung des Wirkstoffes Heparansulfat (HS) dar.

Biologische Funktion. Als Molekdil der extrazellularen Matrix (EZM) dient HS der Regene-
ration verschiedener Zellen und konnte sich laut Studien schon positiv auf das Uberleben so-
wie die Regeneration der SGNs auswirken.[881%2 In Saugetieren kommt es als biosynthetisier-
tes Proteoglykan (Protein mit HS-Seitenketten) vor, woraus sich viele weitere Funktionen er-
geben. Hier ist es meist auf Zelloberflachen und in der ECM zu finden. Sowonhl die Zellad-
hasion!*®! als auch die Regulierung des Zellwachstums, der Zellproliferation*"°17% sowie der
Entwicklungsprozessel*™ gehoren zu seinen Aufgaben. Es unterstiitzt zudem die Blutgerin-
nung™? und Angiogenese. 173174 In biomedizinischen Anwendungen agiert HS als regenera-
tiver Faktor, um die Bildung neuen Gewebes zu fordern, indem es die Struktur der ECM auf-
baut.[®8°1 VVergangene Studien demonstrierten die erhohte Biokompatibilitat und verbesserte
Gewebereaktion nach der Implantation von Kollagen-HS-Matrizen in Ratten.[8%%1 Es gilt als
zentraler Baustein in Bezug auf Virenangriffel™>1’61 und Tumormetastasen.'’””178] Seine
Wechselwirkungen mit Proteinen sind vielfaltig. HS ist in der Lage, selbst Wachstumsfaktoren
anzubinden™ und diese schlussendlich auf die Zelloberflache aufbringen zu kénnen.[279:1801
Es stabilisiert®! die Wachstumsfaktoren und bewahrt sie vor Denaturierung und proteolyti-
scher Degradation.®*9:181 |n der ECM gelten HS-Proteoglykane als Reservoirs filr Wachs-
tumsfaktoren und erhéhen ihre langlebige Bioverfiigbarkeit.*5 So konnte der Wachstumsfak-
tor BDNF schon (ber einen langeren Zeitraum biologisch aktiv von Oberflachen freigesetzt

werden, die HS-ahnliche Wirkstoffe enthalten.®”l AuRerdem vermittelt HS Internalisierungs-
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prozesse von Proteinen™? und reguliert ihren Transport durch die Basalmembran hin-
durch,8 indem stabile Komplexe zwischen HS / Protein gebildet werden. Dieser Vorgang
konnte schon fiir den bFGF gezeigt werden.['®1% Die gleichzeitige Behandlung von SGNs
mit HS und BDNF fordert eine erhohte Neuritenaussprossung.?

Vorkommen und Aufbau. Entdeckt wurde der Wirkstoff HS zunéchst als Verunreinigung in
dem strukturell sehr &hnlichen Heparin. Aufgrund dessen wurde ihm ursprunglich der Name
Heparitinsulfat zugewiesen.*® Die zwei Substanzen gehdren zusammen mit Chrondoitinsul-
fat, Dermatansulfat sowie Keratansulfat der Familie der Glykosaminoglykane (GAG) an, wel-
che saure Polyanionen darstellen.[84181 HS selbst besitzt in PBS bei einem pH-Wert von 7.4
ein Zetapotential von —10 mV.[# Zudem handelt es sich bei den GAGs um lineare Polysac-
charide, welche aus sich wiederholenden Disaccharid-Bausteinen von Uronsaure-(1—4)-D-
Glukoseamine aufgebaut sind. Hierzu z&hlen a-L-Iduronséure (IdoA) bzw. B-D-Glucoronsdure
(GlcA), welche zudem in einer 2-O-sulfatierten Form vorliegen kodnnen (ldo(2S) und
GICA(2S)). Diese werden mit den B-D-Glucosaminen (GIcN) kombiniert, die sowohl N-sulfa-
tiert (GIcNS) als auch N-acetyliert (GIcNAc) vorkommen. Dartiber hinaus liegen 6-O-sulfa-
tierte Strukturen der Disaccharid-Bausteine vor (GIcNS(6S) und GIcNAc(6S)), wobei GICNS
und GIcNS(6S) auch als 3-O-sulfatiert (GICNS(3S) und GIcNS(3,6S)) zu finden sind. Abbil-
dung 10 illustriert die einzelnen Bausteine, welche die 24 Uronséure-(1—4)-D-Glukoseamine
Sequenzen aufbauen. Sie stellen die sequentiellen Basiseinheiten sowohl von Heparin als auch

von HS dar.[68

a-L-lduronsaure B-D-Glucoronsaure N-sulfo-a-D-Glucosamin N-Acetyl-a-D-Glucosamin
OR OR
OH OH
o} o} O o}
COy COy
OH OH OR' OH
OH OH OH OH OH OH
OR OR NHSO3" NHAc

GIcNS R=R'=H GIcNAc R=H

IdoA R=H GlcA R=H §

.50 ol 2 GIcNS(6S) R=SO,,R'=H GIcNAc(6S) R =SOs

IdoA(2S)R = SO, GIcA(2S)R = SO, GIeNS(3S) R=H.R = SO

GIcNS(3,6S) R=R'=S0y

Abbildung 10: Darstellung der verschiedenen Monosaccharide, aus denen Heparin und HS aufgebaut sind (nach
Lit.188l),

Der strukturelle Aufbau des HS unterscheidet sich zu demjenigen des Heparins insofern, als
dass abweichende Verhaltnisse der einzelnen Disaccharid-Bausteine zueinander auftreten. Es
besitzt nicht nur ein erhdhtes Verhaltnis der GIcA /ldoA- sowie GIcNAc / GIcNS-Einheiten,

sondern zusatzlich einen niedrigeren SO4-Gehalt.*¥"! Die unsulfatierte GIcA-(1,4)-GIcNAc
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Disaccharid-Sequenz kommt am haufigsten im HS vorl und bildet damit einen Teil der Do-
manenstruktur des Wirkstoffs (NA-Doméne). Die NS-Domane wird von dem hoch sulfatierten
IdoA-(1—4)-GIcNS beherrscht,['® welches am héufigsten in Heparin vorkommt.! Eine
NA / NS-Zwischenschicht trennt die beiden sich wiederholenden Doménen.*#! Abbildung 11

stellt die Domanenstruktur mit ihren Bestandteilen dar.

a)

NS-Doméne NA/NS-Doméne NA-Domane
I I l l
6S 6S 6S 6S B6S 6S Gs 65 B85S 6S 6S - ) 6S 6S
OLOMOMAm MBS OB 0RO 000000000L000000MON
b) c)
0S0;~ OH
COZ_
0. o. o) 0.
vl o) o
J@ OH & J OH ([)H 5
0S0;5” NHSO3” OH NHCOCH,
6S
’. 1doA(2S)-(1,4)-GICNS(6S) (}D GlcA-(1,4)-GlcNAc
28

Abbildung 11: Darstellung der Domanenstruktur des HS (a) mit den zwei Disaccharideinheiten (b,c). Hierbei bil-
det die hoch sulfatierte IdoA-(1—4)-GIcNS-Einheit die NS Domane. Sie ist zusatzlich Hauptbestandteil des Hepa-
rins (b). Die unsulfatierte GIcA-(1,4)-GIcNAc Disaccharid-Sequenz kommt am haufigsten im HS vor und bildet
die NA Doméne (c).[68]

Die einzelnen Strénge des HS sind aus ca. 50-200 Disaccharid-Einheiten aufgebaut, aus denen
sich eine erweiterte helikale Struktur mit einer Lange von 40-160 nm ergibt. ]

2.2.2 BDNF

Einen essentiellen Beitrag zur Optimierung des Elektroden-Nervenkontaktes im Rahmen des
Cls stellt die Nutzung des Wachstumsfaktors BDNF dar.[?6:27:33441 |nnerhalb eines gesunden
Ohres wird er von den existierenden Haarzellen geliefert und wirkt sowohl wéhrend des axo-
nalen als auch dendritischen Wachstums von Neuronen, wie den Spiralganglienneuronen. !
1982 wurde der Wachstumsfaktor von der Arbeitsgruppe um YVES BARDE am Max-Planck-
Institut flr Psychiatrie erstmals aus dem Gehirn von Schweinen extrahiert und somit entdeckt.
Da sich BDNF hauptsichlich im Gehirn nachweisen lésst, erhielt es den Namen ,,brain-deri-

ved neurotrophic factor (aus dem Gehirn stammender neurotropher Faktor).21%

Biologische Funktion. Neurotrophe Faktoren sind Proteine, welche eine entscheidende Rolle
in der Proliferation, Differenzierung, Erhaltung, Plastizitat, dem Uberleben und der Funktion
der Neurone im zentralen sowie peripheren Nervensystem spielen.[541911921 Zydem partizipie-
ren die neuroprotektiven Molekiile an lokalen Reaktionen gegentber verschiedenen neurona-

len Stressoren.*%3194 |n Saugetieren dient BDNF der Regulierung von axonalem Wachstum
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sowie deren Konnektivitat, neuronaler Differenzierung, neuronalem Uberleben und synapti-
scher Plastizitat.541951%1 Zydem spielt es eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von Me-
dikamenten fiir neurologische Erkrankungen.41%31%4 |n zu hohen Dosen kann BDNF jedoch
auch gefahrliche Nebeneffekte, wie Epilepsie, im Korper auslosen."!

Vorkommen und Aufbau. Zu der Gruppe der Neurotrophine gehéren neben BDNF und dem
bereits bekannten NGF (nerve growth factor)!%! auch die spater entdeckten Neurotrophine 3
(NT-3)9%1 -4 (NT-4)2%, -5 (NT-5)%U und -6 (NT-6)2% dazu. Da NT-4 und NT-5 lediglich
Variationen desselben Molekiils darstellen, werden sie als NT-4/5 zusammengefasst.?°?! Neu-
rotrophine bilden Homodimere, welche einen l6slichen, stark basischen ( pH 9-10.5)? Cha-
rakter und ein Molekulargewicht um 27 kDa aufweisen. Sie besitzen einen &hnlichen struktu-
rellen Aufbau, der durch drei Disulfid-Briicken zwischen Cystein-Aminosauren gekennzeich-
net ist.[2042051 Bezeichnet wird diese Charakteristik als Cystin-Knoten. Hierbei wird das Po-
lypeptid-Ruckgrat durch zwei Disulfidbriicken zu einem Ring verbunden, durch den eine dritte
Disulfidbriicke hindurchragt.?%6-2%¢1 Jede Monomer Einheit besteht aus =120 Aminosauren
und bildet drei Paare an antiparallelen B-Strangen, welche mit drei I6sungsexponierten Haar-
nadelschleifen (Schleife 1, 2 und 4) und einer l&ngeren Schleife (Schleife 3) verbunden sind.
Bei der Haarnadelschleife handelt es sich um einen doppelstrangigen Bereich in einer einzel-
strangigen Nukleinsaure.[!*2%] Die Dimere sind parallel zueinander angeordnet und werden
nichtkovalent Gber hydrophobe Wechselwirkungen zusammengehalten.2%-21 Aufgrund die-
ser Wechselwirkungen koénnen sich auch Heterodimere von BDNF mit NT-3 bzw. NT-4/5
aushilden, welche schon Aufschluss Gber die BDNF-Struktur geben konnten.[2%42%] Des Wei-
teren lasst sich durch die Homologie mit NGF und dessen Rontgen-Kristallstrukturanalyse die
GroRe eines BDNF-Molekiils abschatzen. Das NGF besitzt eine GroRe von 60 x 25 x 30 A 212
Neben der Grolie ist ein weiterer wichtiger Faktor fur die Immobilisierung des BDNFs auf
Substraten dessen Oberflachenladung. Es handelt sich bei BDNF um ein stark basisches Pro-
tein, welches seinen isoelektrischen Punkt bei pH 10 besitzt.[*262 Die positiv geladenen Be-
reiche auf der Oberflache des BDNF-Molekiils Giberwiegen hierbei. Dargestellt ist dies in Ab-

bildung 12 ¢ durch die Anfarbung des elektrostatischen Oberflachenpotentials. 2!
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Schleife 2 Schleife 2
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Abbildung 12: Verschiedene Darstellungen eines BDNF-Homodimers. A) Modulierte Proteinstruktur, wobei die
Pfeile die B-Strange darstellen.[?41 B) Molekularstruktur eines BDNF-Molekiils.'*% C) Visualisierung des elektro-
statischen Potentials auf der Oberflache des BDNF-Homodimers (weif: unpolare Bereiche, blau: positives Poten-
tial, rot: negatives Potential).[?13]

Gebildet wird BDNF aus seinem Vorlauferprotein pro-BDNF, welches aus 382 Aminosauren
besteht und mit 32 kDa ein wenig schwerer ist.?!51 Hierbei enthalt die pro-Region wahrschein-
lich eine Differenzierungssequenz, sodass eine zielgenaue Sortierung von BDNF maglich ist.
Im synaptischen Spalt wird pro-BDNF von Proteasen, wie Plamin, zu BDNF gespalten. Das
Vorlauferprotein bindet hauptsachlich an den fir ihn hochaffinen p75N-Rezeptor. Dieser ist
im Gegensatz dazu fir BDNF selbst niedrigaffin. Der Wirkstoff kann zwar Bindungen mit
dem Rezeptor eingehen, bindet jedoch eher an den fir ihn hochaffinen Tyrosin-Kinase-B
(TrKB)-Rezeptor, um eine Wirkung im Korper zu generieren. Anschlielend werden Signal-
kaskaden ausgeldst, die tiber mehrere Schritte zur Wirkung von BDNF fiihren. 2 Dies wird
jedoch genauer in Kapitel 2.3 erléutert.

2.2.3 Laminin

Um die Horqualitat mithilfe eines Cls zu verbessern, ist es nach vorangegangenen Studient*#28l
von groRer Wichtigkeit, die N&he der Spiralganglienneurone zu dem Platinkontakten des
Elektrodenarrays zu berlcksichtigen. Hierbei stellt der Wirkstoff Laminin eine wichtige un-
terstlitzende Komponente dar. Er wurde schon als Elektrodenbeschichtung eingesetzt und
konnte nicht nur eine erhéhte Uberlebensrate der SGNs generieren, sondern auch eine ver-

mehrte Neuritenaussprossung in Richtung der Elektrode erzeugen.[*%!

Vorkommen und Aufbau. Im menschlichen Kérper kommt Laminin ausschlieflich in der
ECM bzw. in der Basalmembran vor und ist vor allem fir die Zellbindung verantwortlich. Es
handelt sich hierbei um eine diinne Membran, die neben Epithelgewebe auch Nerven-, Fett-
und Muskelzellen umhillt.20%1%4 |m Jahr 1979 wurde erstmals Laminin von TIMPL et al. aus
dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sarkom einer Maus isoliert,[1%3271 welches einzig allein

der Produktion von Bestandteilen der Basalmembran dient.!?*®! Ebenfalls im gleichen Jahr
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konnten CHUNG et al. Laminin aus embryonalen Karzinomzelllinien einer Maus isolieren.04
Laminin gehort strukturell zu den Glycoproteinen mit einem Molekulargewicht von ungefahr
850 kDa.!l193194] Djese bestehen zu einem Teil aus Aminosauren, welche zu Peptiden miteinan-
der verbunden sind. Kovalent angebunden sind hieran langkettige Kohlenhydratmolekdile, wo-
bei die Bindung entweder N-glycosidisch oder O-glycosidisch erfolgen kann. Die Bindung
kann also entweder tiber den Stickstoff der funktionellen Gruppe des Asparagins oder aber
tber den Sauerstoff der funktionellen Gruppe des Serins bzw. Threonins geknlpft werden. 2]
Der Kohlenhydrat-Anteil im Laminin betrégt in etwa 13 %. Die Kohlenhydrate bilden in ver-
schiedenen Bereichen des Laminins Clusters.[¥ Laminin besitzt zudem einen isoelektrischen
Punkt bei pH 5.220

Abbildung 13 a) zeigt das aus dem EHS isolierte Laminin, anhand dessen seine Struktur ge-
nauer erldutert wird. Als Heterotrimer ist es aus drei Peptidstrangen (o.,B,y) aufgebaut, welche
untereinander durch Disulfidbriicken verbunden sind.[686°103104 Dje einzelnen Ketten enthal-
ten sowohl kugelférmige als auch stdbchenférmige Einheiten und sind in einer asymmetri-
schen Kreuzform angeordnet. Neben drei kurzen Armen wird zudem ein langer Arm, welcher
in etwa 77 nm misst und aus allen drei Ketten aufgebaut ist, gebildet.?211222] Er stellt eine o-
helikale Coiled-Coil Struktur dar, bei der jede einzelne Kette eine a-Helix aus sich wiederho-
lenden Heptad-Einheiten darstellt. In einer Sequenz von sieben Aminosauren befinden sich an
der ersten und vierten Position jeweils hydrophobe Aminosduren, um die spéter gebildete
Coiled-Coil Struktur zu stabilisieren. Sie baut sich aus drei miteinander verdrehten o-Helices
auf (Abbildung 13 b).1222221Am Ende des langen Armes befinden sich fiinf kugelformige Ein-
heiten, welche als C-Terminus fir die Bindung an Calciumionen verantwortlich sind.[%2%1 An
den Enden der kurzen Arme (34 — 48 nm) befindet sich jeweils eine kugelférmige Einheit (N-
Terminus) und innerhalb der Kette sind jeweils zwei bis drei kugelférmige Strukturen vorhan-
den [68:69.221.222.226] \Wzhrend die kugelférmigen Strukturen einen geringen Anteil an Cystein-
Resten besitzen, weisen die stdbchenférmigen Bereiche zwischen den Kugeln einen hohen
Cystein-Gehalt auf.?>’l Neben dem Laminin aus dem EHS wurden mit der Zeit viele genetisch
unterschiedliche Laminin-Molekile entdeckt, welche aus verschiedenen Kombinationen der
a-, B- und y-Ketten aufgebaut sind. Das hier beschriebene Biomolekul tragt die Bezeichnung
Laminin-111.12%¢1 Insgesamt sind jedoch theoretisch tiber 50 verschiedene Strangkombination
denkbar, wobei sowohl im menschlichen Korper® als auch in der Maus??®! durch experimen-

telle Daten bis jetzt lediglich 16 verschiedene Molekiile vorausgesagt werden konnen. 28]

Biologische Funktion. Biologisch gesehen wirkt Laminin mafigeblich am Aufbau der Basal-
membran mit. Es bindet an die anderen Komponenten der Basalmembran, um ein stabiles
Netzwerk zu erzeugen (siehe Abbildung 13 c).[*7 Mit Nidogen, einem Glykoprotein und
Netzwerkbildner der EZM, bildet es einen stabilen Komplex,?22-229 der die Zellbindungsakti-

vitat erhoht. Collagen 1V geht eine Bindung mit den Enden der kurzen Arme und des langen
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Arms des Laminins ein.[59231221 Aych Osteonectin geht mit dem Laminin einen Komplex
ein.[% Uber die Heparin Bindungsstelle am Ende des langen Arms kénnen verschiedene Pro-
teoglycane an das Laminin angebunden werden.[%%233 Es handelt sich hier ebenfalls um Gly-
coproteine, wobei ihr Kohlenhydratanteil hoher als ihr Proteinanteil ist.1?** Hierzu zéhlen u. a.
Heparin und HS, wobei letzteres sowohl in hoher als auch in niedriger Dichte in der Basal-
membran vorkommt. Ersteres bindet nur schwach an das Laminin. Durch eine erhéhte Salz-
konzentration kann diese Verknlipfung gespalten werden.[?*31 Dahingegen sind die Bindungs-
verhaltnisse fir das HS mit geringerer Dichte noch unbekannt.!?%6! Zusatzlich ist Laminin in

der Lage mit anderen Laminin-Molekulen reversibel selbst assemblierte Strukturen zu erschaf-
fen.[69.237]

Eine weitere wichtige Aufgabe des Laminins ist die Zellanbindung, welche im mittleren Ab-
schnitt der Kreuzform stattfindet.[®®" Hierdurch werden verschieden Effekte in den Zellen
ausgelost. Neben der Steuerung des Wachstums,t™ der Morphologie,['*%8 der Adha-
sion,["*2%%1 Genexpression und Signaliibermittlung® beeinflusst es ebenfalls das Uberle-
ben®."1 und die Differenzierung"?*% der Zellen. Zudem kann Laminin als chemotaktisches
Molekiil die Migration von Zellen fordern.[®8241 Weiterhin unterstiitzt Laminin mithilfe einer
Doméne am unteren Ende der Coiled-Coil-Struktur die Neuritenaussprossung in Nervenzel-

len. Es wirkt vor allem im zentralen Nervensystem,[69.70.242]
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Abbildung 13: Verschiedene Darstellungen eines Laminin Molekils. A) Schematischer Aufbau des 111-Laminins
mit der a-, B- und y-Kette. Zu sehen sind sowohl die kugelférmigen als auch die stdbchenférmigen Bereiche wie
auch der N- bzw. C-Terminus (nach Lit.[%). B) Kristallstruktur der Coiled-Coil Struktur des 111-Laminins sowie
Teile des C-Terminus*.[?#3l C) Visualisierung der Bindungsstellen im Laminin fiir Collagen, Nidogen, Heparin so-
wie Zellen. Zudem ist der Bereich gekennzeichnet, der fiir den Neuriten-Auswuchs verantwortlich ist (nach Lit.[5),



26 2 Allgemeine Grundlagen

2.3 Implantat-gestttzte Neuroregeneration

Die verschiedenen Wirkstoffe kdnnen im Rahmen des Cls eingesetzt werden, um seine Funk-
tion zu unterstlitzen bzw. seine Wirksamkeit zu verbessern. Wéhrend Laminin schon erfolg-
reich als Elektrodenbeschichtung verwendet wird,*%! zeigen sowohl HS als auch BDNF er-
folgsversprechende Ergebnisse im Hinblick auf ihren Einsatz in der Cochlea.[?6:27:44102 \Wje
schon in Kapitel 2.1 erwahnt, ist einerseits die Degeneration der SGNs ein entscheidender
Faktor fiir die limitierte Wirkungsweise des Cls. Die Ubertragung des elektrischen Signals von
der Elektrode an die verbliebenden SGNs ist mit einer starken Streuung und folglich auch
Signaluiberlappung verknipft, was einen unzureichenden Horeindruck generiert.?®! Nun kon-
nen die verschiedenen Wirkstoffe dazu eingesetzt werden, um sowohl die Uberlebensrate der
SGNs zu erhéhen als auch die Aussprossung der Neuriten in Richtung der Elektrode zu for-
dern. Eine optimale Signallibertragung lieBe sich schlussendlich durch das Anwachsen der
Neuriten auf der Elektrodenoberflache erreichen. Dieser Vorgang wird in diesem Abschnitt
als Implantat-gestiitzte Neuroregeneration genauer beschrieben. Neben Laminin, HS und
BDNF gibt es noch weitere Wirkstoffe, die hier ihren Einsatz finden. Im Rahmen dieser Arbeit
soll eine unterstiitzend wirkende neuronale Leitstruktur®! aus biodegradierbaren Polymerfa-
sern, welche senkrecht stehend auf der Elektrodenoberflache aufgebracht und mit Wirkstoffen
beschichtet sind, entwickelt werden. Die Wirkstoffe kdonnen anschlief3end lokal ihre Wirkung
entfalten. Nach der Degradation der Polymerfasern kénnen die regenerierten Neurone direkt
von der Elektrodenoberflache stimuliert werden. Somit werden im Folgenden nacheinander
die Wirkungsweisen der einzelnen Biomolekiile, die als Besteandteile eines Cl-assoziierten

Scaffolds dienen kénnten, erlautert.

BDNF und NT-3. Der Ertaubung im menschlichen Ohr folgt die Degeneration der fur den
Horvorgang notwendigen SGNs, welche langfristig das Absterben der Zellkérper mit sich
bringt.?®1 Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Neurotrophine, wie BDNF und NT-3, die
Uberlebensrate der SGNs erhohen,® wobei dem BDNF ein hoherer Effekt zugeschrieben
wird.[28:442441 Innerhalb eines gesunden Ohres werden die beiden Neurotrophine zunachst von
den Haarzellen und spater von den SGNs sowie Unterstiitzerzellen bereitgestellt.2%4! Sie ent-
falten ihre Wirkung durch die Bindung an neurotrophinspezifische Rezeptoren. Fiir NT-3 han-
delt es sich um den TrkC- und fir BDNF um den TrkB-Rezeptor.[54245.2461 \Weiterhin weisen
alle Neurotrophine dieselbe Affinitat fir den p75-Neurotrophinrezeptor (p75N™®) auf. Wah-
rend diese Bindung auch einen gegensétzlichen Effekt hervorrufen kann, dient sie zudem als
Corezeptor, um die Spezifitat der Trk-Rezeptoren zu steigern.?%61 Nachdem diese das Neuro-
trophin gebunden haben, dimerisieren die Trk-Rezeptoren und aktivieren eine intrinsische
Kinaseaktivitat. Weiterhin unterliegen die Rezeptoren einer Autophosphorylierung und stimu-

lieren einen komplexen Satz intrazellularer Signalkaskaden.['®247] In der Cochlea kann durch
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BDNF sowie NT-3 der Phosphoinositol-3 Kinase (PI3K)- / Protein Kinase B (AKT)-Signal-
weg initiiert werden. Durch das Gab1-Protein (Grb2 associated binding protein) wird so das
Uberleben und die Proliferation der Neuronen geférdert.> Schlussendlich wird hierdurch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP (cyclic adenosine monophosphate)-
responsive element-binding protein) reguliert. Infolgedessen leitet CREB die Expression von
uberlebensfordernden Genen in den SGNs ein.[**54 Daneben wird durch BDNF / NT-3 die
synaptische Plastizitat sowie die Neurotransmission geférdert.’1 Zudem wird der ERK
(extracellular signal-regulated kinase) / MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signal-
weg ausgeldst, um die neuronale Differenzierung zu unterstitzen, welche sowohl die Neuro-
genese als auch das Neuritenwachstum umfasst.[*1434454 Eine langanhaltende Freisetzung von
BDNF ermdglichte bereits das Nachwachsen peripherer Hornervenfasern.?6271 Hierbei fordert
laut vorangegangenen Studien NT-3 die Neuritenaussprossung starker als BDNF.[248249 Mjt-
hilfe eines NT-3-Konzentrationsgradienten, ausgehend von der Oberflache der neuronalen
Leitstruktur, soll zudem ein gerichtetes Wachstum der Neuriten geférdert werden. Dazu zeig-
ten CAO et. al®% pereits in vitro, dass Axone in Richtung eines NT-3-Konzentrationsgradien-
ten wachsen. Weiterhin wurde in vivo das axonale Wachstum in Richtung eines NT-3-Kon-
zentrationsgradienten beobachtet, um Riickenmarksverletzungen zu heilen.[?Y Es wurde be-
reits gezeigt, dass Neuriten unter Zuhilfenahme von NT-3 in der Cochlea eine Distanz von

12.5 mm uiberwinden kénnen. 20

Heparansulfat. Um das Wachstum der Neuriten auf ihrem Weg zur Elektrodenoberfl&che
entlang der neuronalen Leitstruktur zu unterstiitzen, ist diese zusatzlich mit HS beschichtet.
Hierbei soll das HS tber einen langen Zeitraum stabil anhaften. Als Tragermatrix dient es
zunéchst dazu, die Neuronen und Neuriten mit biologisch aktivem BDNF / NT-3 zu versorgen.
Zu den Aufgaben des HS gehort es, Wachstumsfaktoren anzubinden, zu stabilisieren, kontrol-
liert freizusetzen sowie ihre Bioverfiigbarkeit zu erhéhen.[%3-96:160.179-1811 7;sat71ich fordert es
selbst das neuronale Uberleben der SGN, indem es verschiedene Signalwege aktiviert. Hierzu
gehoren neben dem Wnt / Ca?*-Signalweg auch die Fibroblast Growth Factor (FGF)- und
Transforming Growth Factor-3 (TGF-B)-Signalwege.[*%2 Zudem unterstiitzt es weitere Neu-
ritenaussprossungen. 92170171 Untersuchungen haben ergeben, dass sich eine simultane Zu-
gabe von BDNF und HS additiv auf die Neuritenaussprossung auswirkt.!*°2! Zudem unterstitzt
HS die Adhasion der ausgewachsenen Neuriten entlang der neuronalen Leitstruktur.[*6% Es
bietet als Molekil der ECM strukturelle Unterstiitzung. Generell dient es den Neuriten im
Rahmen einer Matrixtherapie, indem es die natirliche Zellumgebung bewahrt bzw. wieder-
herstellt.®8921021 HS soll im Rahmen dieses Projekts die ECM imitieren. In diesem Zuge soll
es auch die Wundheilung nach dem verursachten Trauma durch die Insertion des Implantats

fordern 172174
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Laminin. Weiterhin kann HS uber spezifische Bindungsstellen am ,,unteren* Ende von Lami-
ninmolekiilen Bindungen mit diesem eingehen.[%8%! Die neuronale Leitstruktur soll ebenfalls
mit Laminin beschichtet werden, welches analog zu HS Uber einen langen Zeitraum stabil auf
der Oberflache der neuronalen Leitstruktur anhaften soll. In Anlehnung an das HS besitzt es
ebenfalls die Fahigkeit, Wachstumsfaktoren, wie BDNF und NT-3, zu speichern. Dabei regu-
liert es nicht nur die Verteilung, sondern auch die Aktivierung und Prasentation der Cytokine
fur die jeweiligen Zellen.[®® Hinzu kommt, dass es ebenfalls die Regeneration von Nervenzel-
len fordert.9252 Als Adhasionsmolekiil soll das Laminin hauptsachlich das Wachstum der
Neuriten entlang der neuronalen Leitstruktur unterstiitzen.[%7% Die Zellanbindung findet da-
bei im mittleren Teil der Kreuzstruktur des Laminins statt.[582262581 Am unteren Ende der
Coiled-Coil-Struktur liegen die Bereiche, welche die Neuritenaussprossung der SGNs for-
dern.[5%70.2421 Dje Auswirkungen des Laminins auf die Neurone steigen proportional mit der
Menge des Laminins an, denen sie ausgesetzt sind.[5%"% Die neuronalen Zellen selbst besitzen
mindestens zwei Laminin-spezifische Rezeptoren fiir die jeweiligen Wechselwirkungen. 69254
Es konnte schon vielfach in Studien gezeigt werden, dass Laminin das Wachstum von Ner-

venstrangen fordert.[255-257]

Polysialinsdure. Um die Neuriten nicht zu fest auf der neuronalen Leitstruktur anwachsen zu
lassen und sie somit von ihrem eigentlichen Ziel, der Cl-Elektrode, fernzuhalten, soll die
Struktur ebenfalls mit adhasionsverhindernden ,,permissiven* Wirkstoffen beschichtet wer-
den. Hierzu gehort die Polysialinsiure (PolySia), welche als lineares Homopolymer der a-2,8-
verkntipften Sialinsaurel’? fast ausschlieRlich gebunden an das neuronale Zell-Adhasions-Mo-
lekiil (NCAM) im Vertebraten zu finden ist.[2%8-2601 Seine Entdeckung lasst sich darauf zurtick-
fuihren, dass es die Adhasionseigenschaften des NCAMs verringert.[26-2631 Sowohl durch sei-
nen sterischen Anspruch als auch durch seine negative Ladung wirkt PolySia antiadhasiv und
kann somit die Anzahl der Zell-Anbindungen auf der neuronalen Leitstruktur verringern. 264
Hierdurch erzeugt PolySia ein permissives Medium, welches ebenfalls die Nervenregenera-
tion fordert. PolySia bewirkt nicht nur eine vermehrte Neuritenaussprossung, sondern verhin-

dert ebenfalls eine Biindelung der Neuriten,[264-266]

L1CAM. Die Oberflache der Elektrode kann letztendlich mit den schon erwéhnten neuralen
Adhasionsmolekiilen beschichtet werden, um die Neuriten fir eine ausreichende und differen-
zierte elektrische Anregung zu verankern. LLCAM zeigt in diesem Fall eine deutliche Spezi-
fit4t fiir die neuronale Anbindung, das neuronale Uberleben sowie das Aussprossen von Neu-
riten.’*"51 L1CAM fordert die Adhasion Gber homophile Bindungen. Die neuronale Anbin-
dung sowie der Neuritenauswuchs konnten schon in vitro gezeigt werden.?871 Zuséatzlich ver-
bessert eine gemusterte Beschichtung der Elektroden mit dem L1CAM das Wachstum der

Nervenfortsitze.[™
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung einer neuronalen Leitstruktur fiir die
Regeneration der SGNs in der Cochlea auf der Basis von biodegradierbaren Polymerfasern. In
diesem Rahmen wird lediglich an der Beschichtung der Fasern mit den drei Biomolekulen HS,
BDNF und Laminin gearbeitet. Die restlichen Molekule sind jedoch Bestandteil der Zukunfts-
vision, sodass Abbildung 14 das gesamte Projekt illustriert. Es zeigt schematisch den Quer-
schnitt durch die Cochlea mit eingesetztem Implantat in der scala tympani. Zum einen ist die
Situation abgebildet, welche sich lediglich aus dem Einsetzen des Cls ergibt (a). Die SGNs
degenerieren. Zusétzlich ist zu sehen, wie das Implantat mit senkrecht darauf angebrachten
Polymerfasern ausgestattet ist, welche mit verschiedenen Biomolekiilen beschichtet sind.
Hierdurch soll die neuronale Regeneration der SGNs gefordert und die Fiihrung der Neuriten
entlang der neuronalen Leistruktur zur Implantatoberflache hin generiert werden. Anschlie-
Bend sollen diese auf dem Implantat anwachsen (b). Zukinftig kénnten alternative Stimuli in
das hier beschriebene System integriert werden, um die Nervenenden vom Implantat aus an-
zuregen. So wirde eine Freisetzung von Neurotransmittern von der Implantatoberflache aus
die elektrische Anregung der SGNs ersetzen.?®®! Auch die Anregung der Neurone mithilfe von
Licht stellt eine Alternative zur klassischen elektrischen Anregung dar. Die SGNs kénnten auf
diese Weise préziser angeregt werden. In der aktuellen Forschung wird an der Entwicklung
eines optogenetischen Cls gearbeitet.[2%°]
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a)

Abbildung 14: Querschnitt durch die Cochlea mit eingesetztem Implantat. Zu sehen ist die schematische Darstel-
lung eines Cls ohne (a) bzw. mit (b) aufgebrachten Polymerfasern (braun), welche zunéchst mit einer fest anhaf-
tenden Schicht an HS (blau) beschichtet wurden. Es dient als Modell fur die extrazelluldre Matrix. Weiterhin sind
die Wachstumsfaktoren BDNF (rot) sowie NT-3 (gelb) immobilisiert. Sie werden mit der Zeit von den Fasern
freigesetzt, um die Uberlebensrate der SGNs (griin) zu erhdhen und die Aussprossung der Neuriten (griin) in Rich-
tung des Implantats zu férdern. Aufgrund dessen sind die Fasern zudem fest mit dem adhésiven Molekil Laminin
(LAM) (violett) benetzt, um den Neuriten Ankerpunkte auf ihrem Weg zur Oberflache der Elektrode entlang der
Fasern zu bieten. Damit keine dauerhafte Anbindung der Neuriten an die Fasern erfolgt, sind diese zudem fest mit
dem antiadhé&siven PolySia (rosa) beschichtet. Die Elektrodenoberflache ist wiederum mit dem neuralen Adhési-
onsmolekil L1CAM bedeckt, sodass die Neuriten letztendlich auf der Cl-Oberflache anwachsen konnen, um
elektrisch stimuliert zu werden. Im Laufe der Zeit sollen die Polymerfasern vollstdndig abgebaut werden, sodass
lediglich die angewachsenen Neuriten auf der Elektrode ubrig bleiben.
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2.4 Polymerfasern als neuronale Leitstruktur

Als neuronale Leitstruktur sollen im Rahmen dieser Arbeit Fasern aus biodegradierbaren Po-
lymeren dienen. Diese sollen Uiber einen langeren Zeitraum im Korper abgebaut werden, damit
die Leitfunktion und die assoziierth Wirkstoffe hinreichend lange fiir die Regeneration der
SGNs zur Verfiigung stehen. AuBerdem sollen sich die nachgewachsenen Neuriten entlang
der Struktur orientieren. Nachdem diese die Elektrodenoberflache erreicht haben, angewach-
sen sind und elektrisch stimuliert werden konnen,2627% hat die neuronale Leitstruktur ihre
Aufgabe erfiillt und wird nicht mehr bendtigt. Als Modell werden im Rahmen dieser Arbeit
monofile Fasern aus dem Copolymer PGA / PCL (Glycolon®) der Firma Resorba® verwen-
det. Dazu wird in den folgenden Kapiteln neben dem Aufbau und den Eigenschaften der Po-
lymere ebenfalls auf ihren Einsatz als Biomaterialien eingegangen.

2.4.1 PCL und PGA als Basismaterialien

Sowohl PCL als auch PGA gehoren zu den biodegradierbaren Polymeren, welche in den letz-
ten Jahrzehnten immer stérker in das Interesse der Biomedizin geriickt sind. Hier werden sie
nicht nur in Drug Delivery-Systemen, sondern auch im Bereich der Nervenleitung,?72721 als
chirurgisches Nahtmaterial und in Gerusten (Scaffolds) fuir das sogenannte Tissue Engineering
eingesetzt.[273-2761 |_etzteres beschreibt die gerichtete Kultivierung von Zellen, um menschli-
ches Gewebe kiinstlich wachsen zu lassen.2”7-2831 Warum diese Polymere einen so groRen Ein-
satz als Biomaterialien erfahren, wird durch ihre Eigenschaften deutlich, welche im Folgenden

genauer erlautert werden.

Poly-ge-Caprolacton. Poly-e-Caprolacton verzeichnet einen Zuwachs in der Anzahl an her-
ausgebrachten Publikationen im Bereich der Biomedizin in den Jahren 1988 bis 2010 von un-
gefahr 15 bis auf tiber 700 Artikel pro Jahr.®% Entdeckt wurde es schon in den 1930er Jahren
von der Arbeitsgruppe um CAROTHERS.[?# Hier gehorte es zu einem der ersten synthetisierten
Polymere. Nachdem entdeckt wurde, dass es trotz seiner synthetischen Herstellung von orga-
nischen Mikroorganismen abgebaut werden kann, wurde es méglich, PCL kommerziell zu
erwerben.?®! Synthetisiert werden kann es auf zwei unterschiedlichen Wegen. Neben einer

radikalischen ring6ffnenden Polymerisation von 2-Methylen-1,3-Dioxepan dient auch eine

! Die beiden Polymere werden in der Literatur sowohl als bioresorbierbar als auch als biodegradierbar
beschrieben. Der erste Begriff beschreibt Substanzen, die vom Kdérper abgebaut und anschliefend von
diesem aufgenommen und zum Aufbau des gewiinschten Gewebes genutzt werden. Biodegradierbare
Substanzen werden demgegeniber lediglich vom Kdorper abgebaut und anschlielend ausgeschieden.
Sowohl PGA als auch PCL werden vom Kdérper abgebaut. Die Abbauprodukte werden anschlieend
verstoffwechselt und nicht zum Gewebeaufbau genutzt.[?*!! Daher wird im Rahmen dieser Arbeit der
Begriff ,,biodegradierbar” zur Beschreibung der PGA/PCL-Fasern verwendet.
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ringdffnende Polymerisation von e-Caprolacton unter Verwendung verschiedener kationi-
scher, anionischer und koordinativer Katalysatoren der Herstellung des Polymers.[286.287] Dje
zugehdrige Reaktionsgleichung ist schematisch in Abbildung 15 zu sehen.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der ring6ffnenden Polymerisation von g-Caprolacton zu Poly-¢-Capro-
lacton. Nach Lit.[288]

Das Polymer weist nicht nur einen hydrophoben Charakter, sondern auch semikristalline Ei-
genschaften auf, welche mit steigendem Molekulargewicht zunehmen. Zusétzlich besitzt es
einen geringen Schmelzpunkt (59-64 °C), eine Glastibergangstemperatur von 60 °C sowie all-
gemein gute Loslichkeitseigenschaften. Da es zudem geeignet ist, um zahlreiche Blends her-
zustellen, findet Poly-g-Caprolacton eine groRe Anwendung in der Biomedizin.[?8°-2%11 Seinen
Einsatz im Bereich der Drug Delivery-Systeme fand PCL vorrangig ab den 1970er bzw.
1980er Jahren aufgrund des ansteigenden Interesses an biodegradierbaren Polymeren. Sowohl
die Degradierungskinetik als auch die mechanischen Eigenschaften des PCLs konnten maR-
geschneidert eingestellt werden. Zusatzlich war es mdglich, das Polymer leicht in Form zu
bringen, sodass kontrollierte Systeme etabliert werden konnten.®! Hinzu kommt, dass PCL
sehr biokompatibel sowie durchlassig fiir eine Menge an verschiedenen Wirkstoffen ist.[2%?
Beispielhaft konnten CHANDRA et al. die Eigenschaften des Drug Release von unterschiedli-
chen Poly-g-Caprolacton-Blends einstellen. Durch Zugabe von hydrophileren Polymeren, wie
Cellulosepropionat, Polylactid (PLA) und Polylactid-Co-Glycolid (PLGA), zu dem hydroho-
ben PCL konnte sowohl die Féarbbarkeit als auch die ReiRfestigkeit und die Adhasion des Ma-
terials erhoht werden.[?%31 Als eine weitere Eigenschaft des PCLs ist seine langsame Abbaurate
von 3-4 Jahren zu nennen. So konnten nicht nur Drug Delivery-Systeme etabliert werden, die
tber ein Jahr aktiv waren, sondern auch langsam degradierbare Nahtmaterialien, wie Maxo-
n™, entwickelt werden.®! Der Abbau des PCLs im Karper folgt nach WOODWARD et al. ei-
nem zwei-Stufen-Degradierungsmechanismus, bei dem zundchst die Estergruppen des Poly-
mers in einem zufélligen Prozess hydrolytisch (nicht-enzymatisch) gespalten werden. Im
zweiten Schritt wird PCL intrazellulér degradiert. Das verminderte Molekulargewicht sowie
die erhohte Kristallinitat fiihren zur vollstandigen Resorption des Materials.?¥ Dies geschieht
durch Phagozytose in Makrophagen. Das Polymer wird in kleine Zellvesikel, den Phagoso-
men, eingeschlossen. Diese fusionieren mit Lysosomen, welche lysosomale Enzyme, wie
Hydrolase, enthalten, um das PCL in einer sauren Hydrolyse abzubauen. Die entstandene Hyd-

roxycapronsaure kann anschlieRend verstoffwechselt werden.?®4 Studien belegen, dass die
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Degradation des Polymers im ersten Schritt einer Kinetik 1. Ordnung folgt und der in vitro-
Hydrolyse bei 40 °C gleicht.[?%] Im Gegensatz zu anderen Polyestern, wie PLA, erzeugt PCL
jedoch keine saure Umgebung, wenn es abgebaut wird. PEGO et al. untersuchten die Degra-
dierung von PCL-Copolymeren fir ihren Einsatz als Nervenleiteinheiten im menschlichen
Korper und fanden heraus, dass ein Implantat aus Poly(1,3-trimethylencarbonat) [poly(TMC)]
mit 89mol % e-Caprolacton nach einem Jahr vollstdndig vom Korper abgebaut und aufgenom-

men wurde.[2%]

Polyglykolsaure. Schon einige Jahre vor der Entdeckung des PCLs wurde die Polyglykol-
séure das erste Mal erwéhnt. 1893 beschrieben BISCHOFF und WALDEN die reversible Reak-
tion des Glykolsaure-Monomers zu dem entsprechenden Makromolekdil. Ebenfalls die Ar-
beitsgruppe um CAROTHERS untersuchte die Polymerisationsreaktion des PGAs im Jahre
1932.12%1 Sowohl die Polykondensation als auch eine ringéffnende Polymerisation dienen
dazu, dass PGA zu synthetisieren. Obwohl die erste Methode kostenglinstiger ist, sind ihre
Produkte von geringerem Molekulargewicht, welches zudem nicht kontrolliert eingestellt wer-
den kann. Der eingesetzte Katalysator (Antimon-Trioxid) fordert moglicherweise nicht nur die
Polymerisation, sondern auch die Depolymerisation. Somit kdnnen Glykolséure und Milch-
séure unter den herrschenden Bedingungen copolymerisieren. Folglich wird das Polymer vor-
zugsweise durch die ringdffnende Polymerisation des dimeren zyklischen Esters Glykolid her-
gestellt. Neben einem kationischen und anionischen Mechanismus gibt es zusétzlich den in
der Industrie am haufigsten genutzten Insertionsmechanismus zur Synthese des PGAs. Hierflr
wurden neben Metallalkoxiden auch —carboxylate verwendet. Die zugehérige schematische

Darstellung der ring6ffnenden Polymerisation ist in Abbildung 16 illustriert.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der ring6ffnenden Polymerisation der Glykolsdure zu Polyglykolsdure.
Nach Lit. [84

Die Polyglykolséure weist nicht nur eine hohe Kristallinitdt, sondern auch einen hohen
Schmelzpunkt von 225 °C auf. Weiterhin zeichnet sie sich durch einen Glasiibergangspunkt
bei 36 °C aus. In organischen Ldsemitteln lsst sie sich schlecht 16sen.?”l Das PGA wurde
durch FRAZzA und SCHMITT bekannt,® welche im Jahre 1971 resorbierbares Nahtmaterial

aus dem Polymer herstellten. Dieses wurde u. a. zur Wundverschliefung unter dem Namen
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Dexon bekannt. Weiterhin war es méglich, verflochtene PGA-Fasern zu erzeugen, die nach
der Implantation im Kérper innerhalb von vier Wochen abgebaut werden konnten. Grund hier-
fiir stellen die hydrophilen Eigenschaften des PGAs dar.!?”1 Nach GomBOTz und PETIT de-
gradieren die Fasern in vitro in einem bulk-Erosionsprozess./?”®! Demgegentiber konnten
GINDE et al.[?% eine Oberflachendegradation im Falle des PGA beobachten. Die Esterbindun-
gen werden in einer einfachen Hydrolyse gespalten, sodass eine ungeordnete Kettenspaltung
stattfindet. Die erzeugten, einzelnen Monomere diffundieren anschlieBend in das umgebende
Milieu. Es konnte gezeigt werden, dass zunéchst die amorphen Regionen eines PGA-Substra-
tes und anschlieRend die kristallinen Regionen hydrolysiert werden.?*®! Weiterhin dienen
Phosphate als Katalysatoren, um die Hydrolyse zu unterstiitzen.% In vivo kann es zudem zu
einem enzymatischen Abbau des PGAs kommen.?" Ahnlich zum PCL findet hier die Pha-
gozytose unter Verwendung lysosomaler Enzyme statt.*! Die groRen Mengen an relativ
schnell freigesetzter Glykolsaure erzeugen eine saure Umgebung, was zu Nachteilen in eini-
gen Regionen des Korpers filhren kann.?®1 Des Weiteren kdnnen mit PGA Copolymere her-
gestellt werden. Mithilfe des PLAs war es Forschern bereits moglich, das PLGA zu syntheti-
sieren, welches ebenfalls seinen Einsatz in unterschiedlichen Drug Delivery-Systemen gefun-
den hat. So konnte von CHANG et al.?”®1 1976 Insulin aus PLGA-Mikrokapseln freigesetzt
werden. AulRerdem kann die Oberflache des PGAs modifiziert werden, sodass die Degradie-
rungskinetik, die Freisetzungseigenschaften und der Einfluss auf Korperzellen veréndert wer-
den. LEE et al. waren somit in der Lage, Biotin auf die Oberflache von Polyglykolséure-Fasern

aufzubringen, um spater Medikamente zu immobilisieren.!?”"]

PCL-PGA-Komposite. Wie bereits beschrieben, ist es mdglich mithilfe der beiden Polymere
Komposite herzustellen — so auch durch eine Vermischung untereinander. Auf diese Weise
kénnen gewtinschte Eigenschaften der beiden Polymere vereint und im Endprodukt genutzt
werden. So wird oftmals die langsame Abbaurate des PCLs sowie die hohe Festigkeit des
PGAs gewiinscht. Zu den Kompositen gehdren sowohl Polymer-Blends als auch Copolymere.
Zunéchst wird auf die Blends eingegangen. Obwohl es sich bei PCL um ein hydrophobes und
bei PGA um ein hydrophiles Polymer handelt, war es bereits méglich, verschiedene Blends
mit unterschiedlicher Zusammensetzung herzustellen.%*-3%41 Es war weder eine Phasensepa-
ration noch die Entstehung von kovalenten Bindungen zu beobachten, was die erfolgreiche
Synthese eines Polymerblends anzeigt. Die vermehrte Zugabe von PGA zu PCL erhéhte die
Kristallinitat des Produktes.% AuRerdem werden die Viskositat sowie das viskoelastische
Verhalten und die Hydrophilie hierdurch gesteigert.**? Daneben wurden bereits monofile Fa-
sern aus einem PGA-PCL-Blockcopolymer unter dem Namen Monocryl® hergestellt. 8384305
Hierbei wird zunéchst ein Prapolymer aus e-Caprolacton und Glycolid hergestellt, wobei das
molare Verhaltnis des ersten zum zweitgenannten Polymer zwischen 60:40 und 40:60 liegt.

Genutzt wird meist ein auf Zinn basierender Katalysator sowie ein Alkanol, ein Glykol, eine
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Hydroxyséure oder ein Amin als Initiator. Die Umsetzung der Monomere zu dem gewiinschten
Prapolymer erfolgt zu 98 mol%. Die Kristallinitét dieses Prapolymers liegt bei 2 bis 15 %. Der
zugehorige Schmelzpunkt liegt unter 120 °C. Auf diese Weise kann es in einem zweiten Re-
aktionsschritt in geschmolzener Form mit dem ebenfalls geschmolzenen Glycolid polymeri-
sieren. Hieraus entsteht ein kristallines Block-Copolymer. Die Menge an Prapolymer in der
Mischung belduft sich auf 60-80 mol%. Sie liegt gegenuiber dem Glycolid-Homopolymer so-
mit dominant vor. Neben ,,weichen* Blocken, bestehend aus dem Copolymer aus e-Caprolac-
ton und Glycolid, sind zudem relativ kurze ,,harte* Blécke aus dem Glycolid-Homopolymer
zu finden. Erstere verleihen dem Produkt eine gewisse Nachgiebigkeit, um als Nahtmaterial
gehandhabt zu werden. Dahingegen verbessern die harten Blécke die physikalischen Eigen-
schaften sowie die ReiRfestigkeit des Copolymers in vivo.E%! Als weiteres Copolymer wurde
bereits das Block-Co-Polymer Poly(Lactid-co-Glycolid-co-Caprolacton) hergestellt, bei dem
neben PCL und PGA ebenfalls PLA verarbeitet wurde. Untersuchungen ergaben, dass eine
Erhéhung des PCL-Gehaltes die Kristallinitat der Probe verringert.[361

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Fasern handelt es sich ebenfalls um ein PCL-
PGA-Komposit. Die kommerziell erhaltlichen Fasern der Firma Resorba sind unter dem Na-
men Glycolon® bekannt. Die beiden Materialbestandteile copolymerisieren hier in einem be-
stimmten Verhdltnis. Die monofilen Faden werden als abbaubares Nahtmaterial verkauft. Laut
Herstellerangaben sinkt die ReiRkraft von Glycolon® nach sieben Tagen auf 30 % ab.E"1 Auf-
grund der kommerziellen Erwerbbarkeit der Fasern ist es kaum moglich, weitere Daten zur
genauen Zusammensetzung sowie zu den physikochemischen Eigenschaften zu erhalten, so-

dass nicht weiter darauf eingegangen werden kann.

2.4.2 Verarbeitung der Polymere und Nutzung als Biomaterialien

Sowohl PCL als auch PGA kodnnen auf unterschiedliche Weise verarbeitet werden, um spezi-
fisch als Biomaterialien Anwendung zu finden. Aufgrund der leichten Formgebung kénnen

neben Partikeln ebenfalls einzelne Fasern sowie Fasermatten hergestellt werden.

Partikulare Systeme. Als Mikro- oder Nanopartikel werden die beiden Materialen schon viel-
fach in Drug Delivery-Systemen eingesetzt. Mikropartikel bieten hier die Mdglichkeit der ora-
len Aufnahme sowie Injektion.%! Sie weisen zudem ein organspezifisches Freisetzungsprofil
auf, sodass bspw. auf pH-sensitivem Weg Ellagsdure spezifisch durch Mikropartikel im Darm
von Ratten freigesetzt wurde.B%®3®1JAMEELA et al. konnten von PCL-Mikrospharen genug
Protein in PBS freisetzen, um das Material als Impfstofftrager zu nutzen, da eine Langzeitfrei-
setzung von Polypeptiden / Proteinen mithilfe von PCL mdglich sei.®'® Weiterhin konnte bei
Patienten nach der oralen Aufnahme von Mikrosphéren aus dem Copolymer PLGA, welche

mit dem Impfstoff CS6 beladen waren, ein positives Ergebnis erzielt werden.B*! Im Gegensatz
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dazu kénnen Nanopartikel in kolloidaler Form als Drug Delivery-System im Organismus ein-
gesetzt werden.®? Gou et al. entdeckten, dass PCL-PEG-PCL-Nanopartikel nach acht Tagen
70 % des eingelagerten Wachstumsfaktors bFGF (basic fibroblast growth factor) freisetzen
konnten.¥l Nachdem derselbe Wirkstoff an Tetronic®-PCL-Heparin-Micellen angebunden
wurde, konnte er innerhalb von zwei Monaten wieder abgegeben werden. Der verzdgerte Re-
lease des bFGFs wurde auf die Wechselwirkung mit Heparin zurtickgeftihrt.* Daneben war
es CHAPPELL et al. mdglich, mithilfe von PLGA-Nanopartikeln die Arteriengefélie von Méu-
sen zu verbessern. Dazu beluden sie die Partikel mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 (fibroblast
growth factor-2). Sowohl der Durchmesser als auch die Anzahl der kollateralen Blutgefale

erhohte sich.l3%

Faserige Systeme. Fasern aus PGA und PCL konnen auf den unterschiedlichsten Wegen pro-
duziert werden, um gezielt als Biomaterialien eingesetzt zu werden.[28.29316] Dje verschiede-
nen Verfahren werden im Folgenden erldutert. Im Rahmen des Melt Spinnings werden die
Polymere in einem ersten Schritt geschmolzen, um danach gefiltert und durch eine Spinndise
gespritzt zu werden. AnschlieBend werden sie unterhalb ihrer Erstarrungs- bzw. Glastempera-
tur abgekuhlt und aufgerollt.B1-%221 Somit war es der Arbeitsgruppe um CHARUNDA et al.
moglich, PCL-Fasern mit Durchmessern von 490-910 pum herzustellen. Sie variierten hier die
Parameter Temperatur, Extrusionsrate, Aufrollrate sowie das Ziehverhaltnis.*2% Mithilfe des
Melt Spinnings wurden zudem die ersten synthetisch hergestellten, absorbierbaren Nahtmate-
rialien aus PGA generiert. Neben einer hohen Festigkeit wiesen sie eine passende Absorpti-
onsrate auf und riefen in der Anwendung minimale Gewebereaktionen hervor.®2 Als Monoc-
ryl®® wurden so Fasern aus einem PGA-PCL-Blockcopolymer von BEZWADA et al.!®! her-
gestellt. Neben einer reduzierten Degradationsdauer in vivo in Ratten von 91 bis 119 Tagen
weisen die Fasern ebenfalls eine minimale Gewebereaktion auf. Um Polymere zu verarbeiten,
die sich nicht schmelzen lassen, wird im Gegensatz dazu das Wet Spinning / Dry Spinning
angewendet. Die Polymere miissen dazu in einem ersten Schritt in einem passenden Lésungs-
mitttel gel6st werden. Nach dem anschlieBenden Filtern und Entliften wird die Lésung in
beiden Fallen durch eine Spinndise gespritzt. Beim Wet Spinning flocken die Fasern nun in
einem anderen Losungsmittel aus. Im Gegensatz dazu verdampft das urspringliche Losemittel
beim Dry Spinning lediglich.*%! Auf diese Weise konnten schon PCL-Fasern von TUZLAKO-
GHU et al.*?4 mit Durchmessern um 100 pm, von WILLIAMS et al.F?5-%2"1 ym 150 um und von
PupPI et al. um 200-250 um generiert werden. Anwendung fanden diese sowohl im Bereich
des Tissue Engineering als auch in Drug Delivery-Systemen. Auch aus dem Copolymer PLGA
konnten von NELSON et al.*% erfolgreich monofile Fasern mit Durchmessern <30 pum erzeugt
werden. Die dritte Moglichkeit, um Polymerfasern herzustellen, bietet das Electrospinning.
Auch in diesem Fall wird eine Polymerschmelze bzw. —I6sung zunéchst durch eine Spinndiise

gespritzt, um anschlieend jedoch in einem elektrischen Feld zu Faden gesponnen zu werden.
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Auf diese Weise stellten ZHu et al.®?°! PCL-Fasern mit Durchmessern von 100 nm bis 10 um
her. Sie variierten hierzu spezifische Parameter, wie die angelegte Spannung oder die FlieR-
geschwindigkeit. Daneben war es You et al.[?*I mgglich, mittels Electrospinning PGA-Fasern
mit einem Durchmesser um 300 nm herzustellen. Diese Fasern wiesen eine geringe Grofien-
verteilung auf. Ein Anwendungsbereich dieser Fasern umfasst absorbierbare Nahtmaterialien
zur WundverschlieRung. Weiterhin konnten schon zahlreiche Drug Delivery-Systeme etabliert
werden, die auf PGA / PCL-Fasern basieren. Versponnen zu einzelnen Netzen kénnen die Fa-
sern als Scaffolds im Tissue Engineering eingesetzt werden.?""-281 SRy et al .2’ erzeugten auf

diese Weise PCL-Scaffolds, welche beschichtet mit Laminin die Zellanbindung verbesserten.

Die Einarbeitung von Wirkstoffen kann jedoch auch schon wahrend der Herstellung erfolgen.
Dazu werden im Folgenden verschiedene Mdoglichkeiten vorgestellt. Eine Variante der Wirk-
stoffeinarbeitung stellt dabei das Blend Electrospinning dar, bei der die freizusetzende Sub-
stanz zundchst mit der Polymerldsung vermischt wird. AnschlieBend wird das Gemisch zu
Fasern versponnen.®! Der Wirkstoff lagert sich vornehmlich am &uBeren Rand der entstande-
nen Fasern an.*3% Im Gegensatz dazu werden beim Emulsion Electrospinning die organische
Polymerlésung und die wassrige Wirkstofflésung gleichzeitig miteinander versponnen.
Auch beim Co-axial Electrospinning wird mit zwei Losungen gearbeitet, welche mithilfe von
zwei konzentrisch angeordneten Spinndusen in einem elektrischen Feld die gewinschten Fa-
sern generieren. Hierbei lagert sich der Wirkstoff jedoch in der Mitte der Fasern an.[33233
Mithilfe der erlduterten Methoden ergaben sich schon zahlreiche Anwendungen. So konnten
PUPPI et al.[334 Scaffolds, bestehend aus PCL-Fasern, mit Enrofloxacin (EF) und Levofloxacin
(LF) beladen und CHANG et al.®®! Gentamicinsulfat (GS) in PCL Fasern einarbeiten, um an-
schlieBend deren Freisetzung zu testen. Daneben integrierten MERRELL et al.®*! Curcumin
und LUONG-VAN et al.®¥1 Heparin in Fasern aus PCL, sodass eine verbesserte Wundheilung
erzielt wird. Die beiden Substanzen konnten Uber einen Zeitraum von einigen Tagen bis zu
flnf Wochen von den Fasern freigesetzt werden. AuBerdem konnte Heparin auch in PLGA-
Fasern integriert werden.®® Zudem arbeiteten Buscemi et al.*3 an biodegradierbaren Stents
aus PGA-Fasern, in welche zuvor Wirkstoffe zur Wundheilung, wie Aspirin oder Heparin,

eingearbeitet werden sollen.

Anwendung in der neuronalen Regeneration. Weitere Anwendungen der beiden Materialen
in unterschiedlicher Verarbeitung lassen sich im Bereich der Regeneration von Nerven finden.
So konnten PGA und PCL sowohl in pordser als auch dichter Form sowie versponnen zu Fa-
sern bei der Nervenleitung etabliert werden. DELLON et al.’"™YI setzten PGA erfolgreich ein,
um periphere Nerven zu regenerieren. Sie erzeugten dazu einerseits Nervenleitrohren aus dich-
tem PGA und andererseits Netze aus verwobenen PGA-Fasern. Weiterhin konnten DEN DUN-

NEN et al.[?’? ein PCL / PLLA-Copolymer nutzen, um eine Langzeitregeneration von Nerven
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zu erreichen. Hierfur synthetisierten sie Réhren, die aus einer dichten gefolgt von einer poro-

sen Schicht des Copolymers aufgebaut sind.

2.5 Funktionalisierung der verwendeten Polymerfasern flr biomedizini-

sche Anwendungen

Die Oberflache von Polymerfasern kann nach deren Herstellung auf vielfaltige Weise funkti-
onalisiert werden, um anschlielend biologisch aktive Molekile physikalisch sowie chemisch
anzubinden. Folglich kdnnen die Fasern spezifische Anwendung in der Biomedizin, wie im

Rahmen des Cls, finden.

2.5.1 Oberflachenfunktionalisierung

Die Einfihrung von funktionellen Gruppen auf der Oberflache der Polymerfasern veréndert
nicht nur die Anbindungsmdoglichkeiten fiir spatere Wirkstoffe, sondern verbessert zudem die
Adhésions- sowie Benetzungseigenschaften der Oberflache. Folglich werden nicht nur die Bi-
okompatibilitat, sondern auch die Zelladhésion und —vermehrung optimiert. Das wird im Fol-
genden fiir die hier verwendeten Fasern gezeigt.

Mithilfe der Plasmabehandlung ist es moglich, sowohl Carboxyl- als auch Aminogruppen auf
der Oberflache der Fasern zu erzeugen. Erstere entstehen unter Nutzung von Sauerstoff bzw.
Luft als Plasmagas, wohingegen letztere durch Ammoniak-Gas generiert werden.¥-341 So-
wohl an PCL- als auch an PGA-Fasern wurde dieses Verfahren schon vielfach unter-
sucht.[283:344-3471 Dahingegen ist die Methode des nasschemischen Atzens von Vorteil, wenn
auch weiter innenliegende Polymerstrange einer Fasermatte modifiziert werden sollen. Im sau-
ren sowie im basischen Milieu kdnnen die Estergruppen an der Oberflache der Fasern hydro-
lysiert werden, um Carboxyl- und Hydroxylgruppen zu generieren.3*¢-31 So wurden schon
PCL- und PGA-Fasern erfolgreich mit dieser Methode unter Nutzung einer basischen NaOH-
Losung behandelt.?77:3521 Wenn positive Ladungen bzw. Aminogruppen auf der Oberfléche
der Fasern etabliert werden sollen, bietet sich im Rahmen der Aminolyse die Verwendung von
Diaminen an. Hierbei bindet eine Aminogruppe kovalent an die Estergruppe der Polymerfa-
sern, wohingegen die zweite Aminogruppe fiir weitere Zwecke zur Verfligung steht. Somit
konnte an die aminolysierten Fasern aus dem Poly-g-Caprolacton Copolymer PLLC (Poly(L-

Lactid-Co-Caprolacton)) Fibronectin als zelladhasives Protein angelagert werden. 2!

2.5.2 Anbindung und Freisetzung der Wirkstoffe

Um die biologisch aktiven Molekile, wie HS, BDNF oder Laminin, auf die Polymerfasern
aufzubringen, gibt es zwei zu unterscheidende Mdglichkeiten. Einerseits konnen die Wirk-
stoffe an die Oberflache der Fasern chemisch angebunden werden, andererseits ist auch eine

physikalische Adsorption der Substanzen mdglich.
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Physikalische Adsorption. Die Wirkstoffanbindung durch eine physikalische Adsorption er-
moglicht die Etablierung eines lokalen Drug Delivery-Systems, da die zumeist geladenen Bi-
omolekiile auf diese Weise ihre biologische Aktivitat behalten.® Eine Adsorption ist hier
maoglich sowohl (ber elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen,
Van-der-Waals-Wechselwirkungen sowie tber hydrophobe Wechselwirkungen.4 So kén-
nen zum Beispiel an mit Heparin oder HS beschichteten Fasern tber intermolekulare Wech-
selwirkungen verschiedene Wachstumsfaktoren adsorbieren.®*5-3%°1 Zudem ist eine Adsorp-
tion von Nanopartikeln, welche zuvor mit dem gewtinschten Wirkstoff beladen wurden, an die
Fasern moglich. So konnte eine stabile Anhaftung von Polystyrol-Nanopartikeln (PSNPs) auf
Polymethylmethacrylat (PMMA) Fasern mithilfe des Electrosprayings erreicht werden. ¢
Eine weitere Mdglichkeit stellt das Layer-by-Layer (LbL) Verfahren dar. Die Faseroberflache
wird dabei alternierend mit kationischen und anionischen Schichten belegt, welche lber elekt-
rostatische Wechselwirkungen miteinander interagieren und mit den Wirkstoffen bestlickt
werden.61-3%1 Beispielhaft konnte so ein Drug Delivery-System aus alternierenden Schichten
von Polystyrolsulfonat (PSS) und Polyallylaminhydrochlorid (PAH), in welche Goldnanopar-
tikel eingearbeitet wurden, auf PS-Fasern etabliert werden. 6]

Chemische Anbindung. Um eine stabile Anbindung der Biomolekiile auf der Faseroberflache
zu erreichen, mussen diese mithilfe der zuvor generierten funktionellen Gruppen (Carboxyl-,
Hydroxyl-, Aminogruppen) chemisch immobilisiert werden. Es ist jedoch mdglich, dass die
nun kovalent angebundenen Wirkstoffe hierdurch einen Teil ihrer biologischen Aktivitét ver-
lieren. Einen besonderen Stellenwert haben in diesem Zusammenhang das Kupplungsreagenz
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und der Stabilisator N-Hydroxysuc-
cinimid (NHS). Sie dienten in der Vergangenheit schon oftmals der Aktivierung von Car-
boxylgruppen auf Polymerfaseroberflachen, um anschlieend priméare Amine anzubinden.
Auf diese Weise konnte Kollagen bereits erfolgreich immobilisiert werden.3*3671 AuRerdem
dienen hydrophile Polymerlinker als Abstandshalter zwischen den Biomolekiilen und der
Oberflache der Fasern, sodass nicht nur eine verbesserte Wechselwirkung mit den Zellen er-
mdglicht wird. Die anhaftenden Substanzen kénnen sich zudem nicht mehr gegenseitig ste-
risch behindern. Ein weiterer Vorteil liegt in der Vermeidung von Kopplungen zwischen den
einzelnen Biomolekiilen, deren funktionelle Gruppen ansonsten ihre Aktivitat verlieren kén-
nen. Zum Beispiel konnte auf diese Weise mithilfe des Abstandhalters Polyethylenglykol
(PEG) der Wachstumsfaktor rhEGF (recombinant human epidermal growth factor) auf der

Oberflache von PCL-Fasern angebunden werden.®"]



40 2 Allgemeine Grundlagen

2.5.2.1 Heparansulfat

Um das Glykosaminoglykan HS fiir eine spatere biomedizinische Anwendung auf Substrat-
oberflachen zu immobilisieren, wurden schon vielfach Studien durchgefuhrt. In diesem Rah-
men spielen die zuvor genannten Methoden der physikalischen Adsorption sowie chemischen
Anbindung des Wirkstoffes eine entscheidende Rolle. Diese werden im Folgenden in Bezug

auf das HS genauer erléutert.

Physikalische Adsorption. Eine Mdglichkeit der physikalischen Adsorption stellt die Modi-
fizierung der Substratoberflache mit positiv geladenen Gruppen dar, sodass die negativ gela-
denen Glykosaminoglykane, wie HS oder das strukturell ahnliche Heparin, ionisch angebun-
den werden kdnnen. Hierflir wurden schon quartare Ammoniumsalze sowie Polymere mit ter-
tidren / quartaren Aminogruppen genutzt, welche dauerhaft positiv geladen vorliegen.¢8! Po-
lymeroberflachen konnten bereits mit Tridodecyl-methylammoniumchlorid (TDMCA) modi-
fiziert werden, um Heparin erfolgreich ionisch anzubinden.% Zusétzlich konnten unter-
schiedliche Materialien, wie Glas oder Polyurethan, von der Arbeitsgruppe um BARBUCCI ei-
ner Heparinisierung unterzogen werden, nachdem diese mit positiv geladenen Poly(amido)a-
minen beschichtet wurden.B"@ Obwohl die Oberflachen auf diese Weise dauerhaft positiv ge-
laden vorliegen und so das negativ geladene Glykosaminoglykan ionisch anbinden kénnen, ist
diesen Methoden gemein, dass die Molekdle nur tiber einen kurzen Zeitraum stabil angebun-
den bleiben (3 h — 100 h). Aus verschiedenen Griinden werden die Molekiile mit der Zeit von
der Oberflache freigesetzt.l*%:36% Forscher fanden heraus, dass eine vorherige Behandlung der
Substratoberflachen mit dem basischen Guadinin dem entgegenwirken kann. Genau wie die
guartaren Aminogruppen bildet auch das Guadinin ionische Bindungen zu den Glykosamino-
glykanen aus, da es Uber einen groflen pH-Wert-Bereich protoniert und damit positiv geladen
vorliegt. Zusatzlich wechselwirkt es iber Wasserstoffbriickenbindungen mit den GAGs, was
schlussendlich die Anbindung der negativ geladenen Biomolekiile stabilisiert.®®! Weiterhin
konnte die Arbeitsgruppe um VoLPIE™ HS (ber elektrostatische Wechselwirkungen an Ko-
rallenpartikel adsorbieren, sodass Implantate besser in den Knochen einheilen kénnen. Auch
in der Parodontosetherapie finden die Glykosaminoglykane weitere Anwendung. So war es
LUONG-VAN et al.B mgglich, mithilfe des Electrospinnings HS in PCL-Scaffolds einzuar-
beiten. Nachdem anschlielend der Wachstumsfaktor rhBMP-2 angebunden wurde, konnte
nach der Implantation in Ratten die Zellausbreitung sowie osteogene Differenzierung gefor-
dert werden. Zudem konnte die Arbeitsgruppe Heparin aus PCL-Fasermatten Uber einen Zeit-
raum von 14 Tagen zur Hélfte freisetzen, um in der Anwendung als Drug Delivery-System fiir
GefaRkrankheiten die Ausbreitung von vaskularen glatten Muskelzellen zu verhindern.7!
WOoOoDRUFF et al.B7® ermdglichten dagegen die gleichbleibende Freisetzung von HS Uber
mehrere Tage aus Fibrinkleber-Scaffolds, um sowohl die Knochenregeneration als auch die

Wundheilung zu stimulieren.
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Chemische Anbindung. Die kovalente Anbindung von Glykosaminoglykanen an Substrat-
oberflachen wurde auch schon vielfach erforscht. Untersuchungen von PIEPER et al.® zur
festen Anbindung verschiedener GAGs an Kollagenmatrizen im Laufe ihrer Vernetzungen mit
den Kupplungsreagenzien EDC / NHS ergaben, dass die einzelnen Stréange der GAGs nicht
nur in der Matrix, sondern auch an ihrer Oberflache zu finden waren. Hierdurch konnten nach
einer Implantation im Kdrper neben dem Wachstum von BlutgefaRen auch die Gewebereak-
tion und Biokompatibilitat verbessert werden.® Zusatzlich konnte die Arbeitsgruppe den
Wachstumsfaktor bFGF mithilfe des HS Uber einen langeren Zeitraum stabil anbinden, um
eine vermehrte Gewebebildung in Ratten zu erzeugen.®Y In einer weiteren Studie wurden
Kollagen-GAG-Membranen mittels Glutaraldehyd bzw. Hochtemperatur-Hydratisierung ver-
netzt, sodass eine wundheilende und gewebeanregende ,.klinstliche Haut“ erschaffen werden
konnte.F74 Des Weiteren lieRen sich HS-Endothelzellen photochemisch an Cellulosemembra-
nen (mitttels 4-Azido-1-fluoro-2-nitrobenzol (AFNB)) anbinden, welche an der Oberflache
Aminogruppen enthalten.®”®! RoHMAN et al.E7 konnten daneben Heparin an die terminalen
Aminogruppen der mit Polyethylenglykol modifizierten PLGA-Substrate immobilisieren, in-

dem ebenfalls EDC verwendet wurde.

Um sowohl das Einwachsen des Cls nach der Insertion als auch die Regeneration der SGNs
zu fordern, soll das HS im Rahmen dieser Arbeit kovalent an die Polymerfasern angebunden
werden. Hierflr wurde die Nutzung von EDC und NHS nach Verfahren von PIEPER et al.[®y
sowie SCHMIDT et al.B”"1 gewahlt. Erganzend zu der schon beschriebenen Methode von PIE-
PER et al. fand nach dem zweiten Verfahren eine Anbindung des Wirkstoffes Heparin an

die Aminogruppen ein mit APMS funktionalisierten Titandioxidoberflache statt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll eine stabile Amidbindung zwischen der Polymerfaser

und dem HS entstehen. Hierzu illustriert Abbildung 17 den zugehtrigen Mechanismus.
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Abbildung 17: Mechanismus der Anbindung von HS an die aminolysierten Polymerfasern unter Nutzung des
Kupplungsreagenz EDC und des Stabilisators NHS (hier als wasserl6sliches Sulfo-NHS).Nach Lit.[378!

Zu Anfang reagiert die reaktive Gruppe des HS, die Carboxylgruppe, mit dem Kupplungsrea-
genz EDC zu dem Zwischenprodukt o-Acylisourea. Dieses kann jedoch leicht durch den nu-
cleophilen Angriff einer priméren Aminogruppe, welche sich in diesem Fall auf der Oberfla-
che der modifizierten Polymerfaser befindet, zerstért werden. Wenn diese Aminogruppe mit
der urspriinglichen Carboxylgruppe des Wirkstoffes eine Reaktion eingeht, wird eine stabile
Amidbindung ausgebildet. Zeitgleich entsteht als EDC-Nebenprodukt ein wasserldsliches
Harnstoff-Derivat (oberer Pfad). Das Zwischenprodukt o-Acylisourea wird in wassriger L6-
sung jedoch leicht hydrolysiert, sodass es zur urspriinglichen Carboxylgruppe und dem N-
unsubstituierten Harnstoffderivat zuriick reagiert (mittlerer Pfad). Dem entgegen wirkt die Sta-
bilisation des Zwischenproduktes durch NHS, welches einen stabilen NHS-Ester hervorbringt.
Zudem fordert dies eine effizientere Kupplung an das primére Amin. Letztendlich bildet sich
die gewiinschte Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe des HS und der Aminogruppe
der Polymerfaser (unterer Pfad). Alternativ l1auft diese Reaktion ebenfalls zwischen den durch
EDC / NHS aktivierten Carboxylgruppen auf der Polymerfaseroberflache und den basischen
Gruppen des HS ab.7°-381 Der zugehdrige Mechanismus ist in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Mechanismus der Anbindung von HS an die unmodifizierten Polymerfasern unter Nutzung des
Kupplungsreagenz EDC und des Stabilisators NHS (hier als wasserlosliches Sulfo-NHS) (R = Rest).Nach Lit.[37

Da die Reaktion am besten im leicht sauren Milieu stattfindet und keine externen Amino- oder

Carboxylgruppen enthalten sein dirfen, wird der Puffer MES fiir die Kupplung verwen-
det.[378:384]

2.5.2.2 BDNF

BDNF als Wachstumsfaktor flir biomedizinische Anwendungen wurde schon vielfach unter-
sucht. Die biologische Wirkung von BDNF fiir die Nutzung in der Cochlea sowie die verschie-
denen Moglichkeiten zur Immobilisation des Wachstumsfaktors fiir weitere biomedizinische

Anwendungen werden im Folgenden genauer erlautert.

Biologische Wirkung von BDNF. Sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen zeigen
den Wirksamen Effekt des Wachstumsfaktors an. BDNF-freisetztende Nanopartikel erhdhten
bereits die Uberlebensrate von SGNs in vitro. Der neuroprotektive Effekt des freigesetzten
BDNFs konnte hier sogar nach einer Freisetzungsdauer von 39 d beobachtet werden. Die Na-
nopartikel konnen in das CI integriert werden, um dort ihre Wirkung zu entfalten. Nach
KRANZ et al.[** hat die simultane Behandlung der SGN's in vitro mit BDNF und Rolipram eine
erhéhte Uberlebensrate der Neuronen zur Folge. Zudem erhéht diese Behandlung die Menge
des endogenen BDNFs in vitro. AuRerdem zeigten SCHEPER et al, dass BDNF-exprimierende
humane mesenchymale Stammzellen die Uberlebensrate der SGNs in vitro erhéhen.[*®! Da-
neben fanden MILLER et al. in vivo heraus, dass die Uberlebensrate der SGNs in den Ohren
ertaubter Meerschweinchen durch die externe Zugabe von BDNF erhoht werden konnte.[244]
Angrenzend hierzu zeigten SHEPHERD et al.,?8! dass eine kontinuierliche Freisetzung von

BDNF mit gleichzeitiger elektrischer Reizung uber vier Wochen den Gehalt an SGNs steigert.
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Es sei jedoch nicht nétig, den Wachstumsfaktor dauerhaft bereitzustellen, um das Uberleben
der SGNs zu sichern. Weiterhin erzeugte die Zugabe von BDNF in die ertaubten Ohren von
Meerschweinchen nach funf bzw. 33 Tagen der Ertaubung einen Erhalt der bestehenden audi-
tiven Neuronen. Hinzu kommt, dass sich neue Nervenenden (ber die gesamte Cochlea ausbil-
deten.8l Neben Meerschweinchen konnten MCGUINNESS et al.*®! auch ertaubte Ratten er-
folgreich mit BDNF behandeln. Im Gegensatz zu SHEPHERD et al.?®! fand die Arbeitsgruppe
um GILLESPIE et al.”"l heraus, dass sich in ertaubten Meerschweinchen bereits regenerierte
Neurone zurtickbilden, wenn sie nicht mehr mit BDNF stimuliert werden. Somit wird der An-
satz in der Horforschung weiterverfolgt, um mithilfe von BDNF den Erhalt der SGNs zu er-

hohen und das Horvermdgen zu verbessern.

Immobilisierung von BDNF fiir verschiedene biomedizinische Anwendungen. Dariiber
hinaus entdeckten YANG et al.387] sowie SEILER et al.,[®%8] dass BDNF die Funktion von Netz-
hautimplantaten optimiert, sodass die visuelle Reaktion von Ratten verbessert werden konnte.
Dazu wurde das Implantat zuvor mit PLGA-Mikrospharen, in denen BDNF enthalten ist, be-
schichtet. Weiterhin konnte BDNF an Aminogruppen von zuvor aminolysierten PCL-Scaf-
folds angebunden werden.!*¥! HORNE et al. erreichten hierdurch eine Vermehrung sowie Dif-
ferenzierung von kortikalen neuronalen Stammzellen. Das Protein konnte tiber eine zusatzli-
che Zwischenbindung mit SMCC (Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-car-
boxylat) verstarkt angebunden werden.®! FoN et al.?% fokussierten sich in ihrer Studie da-
rauf, BDNF-mimetische Molekiile im Rahmen des Electrospinnings in PCL-Scaffolds einzu-
arbeiten. Nachdem der Wirkstoff zundchst in einem Burst Release freigesetzt wurde, konnten
nach 21 Tagen 65-90 % der Substanz abgegeben werden. Hierdurch konnte einerseits das
Uberleben von Neuroblasten und deren Migration in Richtung des Implantats verbessert wer-
den. Andererseits wurde das Wachstum von Neuriten geférdert. Zudem konnte BDNF auch in
biodegradierbare Hydrogele eingearbeitet werden.l’ In der Cochlea von ertaubten Meer-
schweinchen erzeugte die Freisetzung des BDNFs eine erhdhte Uberlebensrate der SGN. Dies
konnte ebenfalls erreicht werden, indem BDNF von pordsen Silica-Partikeln freigesetzt
wurde.5°¢41 Dafiir wurde der Wirkstoff sowohl an die sauren Gruppen der mesopordsen Silica-
Suprapartikel(t623°1 als auch an die un- sowie aminofunktionaliserten nanoporésen Silica-Na-
nopartikel angelagert.’® Eine Freisetzung von bis zu 150 Tagen konnte beobachtet wer-
den.® Eine verlangerte Freisetzung der Wachstumsfaktoren von Substratoberflachen wird
zudem, wie schon in den vorherigen Abschnitten erwéhnt, durch Glykosaminoglykane gesteu-
ert. Diesen ist es moglich, die Wachstumsfaktoren anzubinden. So zeigten TAN et al.?"! die
Immobilisierung von BDNF auf nanopordsen Peptid-Partikeln, welche zuvor mit dem HS-
ahnlichen Heparin beschichtet wurden. Hier konnte eine Langzeitfreisetzung (70 Tage) des

Wirkstoffs beobachtet werden, um das Uberleben von Neuronen in ertaubten Meerschwein-
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chen zu erhéhen. In Anlehnung daran konnte BDNF auf den mit Heparin beschichteten Fib-
rinmatrizen immobilisiert werden. Die Wirkstoffkombination resultierte in einer verlangsam-
ten Freisetzung des BDNFs sowie in einem verbesserten Wachstum von Neuriten, sodass An-
wendungen im Bereich der Nervenregeneration mithilfe von Nervenleitschienen denkbar

sind.["]

Das BDNF soll im Rahmen dieser Arbeit nach Methoden von PIEPER et al.['* sowie HORNE
et al.®®! an die zuvor mit HS beschichteten Polymerfasern angebunden werden, um durch die

anschliellende verlangerte Freisetzung den Elektroden-Nerven-Kontakt zu verbessern.

2.5.2.3. Laminin

Neben den zuvor beschriebenen Wirkstoffen konnte auch Laminin schon vielfach auf Sub-
stratoberflachen immobilisiert werden. Hierdurch wurde sowohl die Zellanbindung als auch
die Regeneration von Nerven geférdert. In vivo Versuche mit Laminin-beschichteten CI-Elekt-
roden zeigten in diesem Rahmen eine erhéhte Uberlebensrate der SGNs sowie einen verstark-
ten Auswuchs der Neuriten.!%! In der aktuellen Forschung wird neben der Einarbeitung des
Wirkstoffes in das Material auch an der kovalenten Anbindung und physikalischen Adsorption
von Laminin auf den Substratoberflachen gearbeitet. Auf die verschiedenen Methoden wird

im Folgenden genauer eingegangen.

Einarbeitung von Laminin sowie chemische Anbindung. Den Ansatz, Laminin in eine Po-
lymermatrix einzuarbeiten, verfolgten SONG et al.,’?%® indem sie Laminin wahrend der Her-
stellung in Polydioxanon / Kollagenfasern integrierten. Diese liegen parallel nebeneinander
vor und fordern unter Freisetzung des Laminins das gerichtete Auswachsen von Neuriten ent-
lang der Struktur. Eine Anwendung im Bereich der Neurogenese ist angedacht. Auch KoH et
al.[®7 arbeiteten Laminin erfolgreich wahrend des Blend-Electrospinnings in Fasern aus Po-
lylactidséure ein, welche anschlielend das neuronale Wachstum forderten. Daneben konnten
sie den Wirkstoff mithilfe der Carbodiimid-Chemie kovalent anbinden und erreichten dasselbe
Ergebnis. Der zugehdrige Mechanismus wurde bereits im Kapitel 2.5.2.1 genauer erléutert.
Vergleichend hierzu konnten HUANG et al.l?*®! Laminin an Filme aus PLGA erfolgreich mit
Carbodiimiden kovalent anbinden. Die Versuche resultierten in einer erhthten Zellanbindung,
sodass Anwendungen im Bereich der Nervenregeneration denkbar sind. Auch an amino-mo-
difizierte Substrate aus PCL konnte mittels EDC eine spezifische Laminin-Peptid-Sequenz
kovalent angebunden werden, sodass Zellen besser anwachsen konnen.?”®! Alternativ banden
YU et al.®2 Laminin kovalent tiber ein Imidazol an Agarose an, sodass das Neuritenwachstum
gefordert wurde. Weiterhin konnten MATSUDA et al.®%3 Chitosan mit Thiolgruppen beschich-
ten. Diese reagierten in einem zweiten Schritt mit derselben endstandigen Gruppe in Laminin-
Peptiden. Uber S-S-Bindungen konnte der Wirkstoff nun kovalent an das Substrat angebunden

werden, um im Bereich der Nervenleitschienen seinen Einsatz zu finden.
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Physikalische Adsorption. Es ist zudem mdglich, Laminin adsorptiv auf Oberflachen mit
u. a. sauren Gruppen aufzubringen. Die Arbeitsgruppe um KoH[?7] konnte neben den bereits
beschriebenen Methoden Laminin ebenfalls an die Fasern aus Polylactidsdure adsorbieren, um
neuronales Wachstum zu fordern. Auch zeigten HUANG et al.[?%], dass sie Laminin adsorptiv
auf die Oberflache von PLGA-Filmen aufbringen konnten. Die durch eine Plasmabehandlung
erzeugten hydrophilen Gruppen erhdhten den Gehalt an angelagertem Laminin, sodass eine
erhéhte Zellanbindung fur Anwendungen in der Nervenregeneration erreicht wurde. In diesem
Rahmen wurde Laminin ebenfalls erfolgreich auf Glasoberflachen adsorbiert, um das An-
wachsen von Zellen zu fordern.?®! Laminin konnte auf diese Weise ebenfalls auf Glas bzw.
Plastiksubstraten adsorbieren, um zusammen mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF das Neu-
ritenwachstum von menschlichen sensorischen Neuronen zu verbessern.”® Auch BEDUER et
al.ll%! Jagerten Laminin adsorptiv an die sauren Gruppen der Polymerscaffolds aus Algi-
nat / Carboxymethylcellulose an. Hierdurch wurde sowohl die neuronale Adhasion als auch
die Regeneration von Neuriten gefordert. Auch bei Scaffolds aus PCL-Nanofasern fand eine
Beschichtung mit Laminin statt. SIRi et al.[?7¢1 zeigten, dass eine Plasmabehandlung sowie eine
anschlieBende Beschichtung mit Acrylsdure zu einer hydrophileren Oberflache und damit zu
einem hoheren Gehalt an Laminin flihrt. Hierdurch wurde die Zellanbindung verbessert. Wei-
terhin war es FRANCIS et al.®% maglich, por6se Scaffolds mit longitudinal orientierten Kana-
len mit Laminin zu beschichten. Die Scaffolds bestanden sowohl aus Alginat, welches ledig-
lich saure Gruppen mit sich bringt, als auch aus Chitosan, welches zusétzlich basische Grup-
pen aufweist. Neuronale Explantate konnten erfolgreich anwachsen und bildeten Neuriten ent-
lang der Kandle aus, welche durch den Zusatz von Laminin signifikant hthere Langen aufwie-
sen. Somit kommt das Material flir eine mdgliche Anwendung im Bereich des gerichteten
Wachstums von Neuriten infrage. Auch LENZA et al.®%! konnten Laminin auf die mit NH,-
Gruppen modifizierten bzw. unmodifizierten bioaktiven SiO,-Schaumen adsorbieren lassen.
Lediglich indem sich die Schaume mit der Zeit aufldsten, wurde der Wirkstoff freigesetzt, um

im Bereich der Geweberegeneration eingesetzt zu werden.

Ahnlich wie dies die beschriebenen Versuche zeigen, ist es ein Ziel dieser Arbeit Laminin
adsorptiv auf die un- bzw. amino-modifizierten Fasern aufzubringen. Genutzt wird hierfur ein
Protokoll der AG WARNECKE der Medizinischen Hochschule Hannover.['%? Auf diese Weise
soll das immer noch biologisch aktive Laminin die Entwicklung der Neuriten entlang der neu-

ronalen Leitstruktur zur Oberflache des Cls unterstiitzen.
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3 Materialien und Methoden

Das folgende Kapitel beschreibt zunéchst die durchgefiihrten Synthesen und vollzogenen Zell-
kulturexperimente, um anschlieend auf die physiko- sowie biochemischen Charakterisie-

rungsmethoden einzugehen.

3.1 Synthesen und Zellkulturexperimente

In diesem Kapitel sind die Synthesevorschriften fir die Funktionalisierung der Polymerfasern
mit Aminogruppen sowie fir die Immobilisierungs- und Freisetzungsexperimente mit den Fa-
sern dargestellt. Es folgen Beschreibungen zur Durchfihrung von Degradationsversuchen mit
den Fasern. Zudem wird auf den Nachweis der Oberflachenfunktionalisierung und der immo-
bilisierten Wirkstoffe eingegangen. Im letzten Abschnitt wird die Probenpréparation fur die in
vitro-Untersuchungen erldutert. Fur die Experimente wurde einzig Reinstwasser mit einer
Leitfahigkeit von 0.055 uS cm verwendet. Gewonnen wurde dieses entweder tber eine An-
lage vom Typ MicroPure der Firma THERMO ELECTRON LED GMBH oder uber eine Anlage
vom Typ Milli-Q® Integral System der Firma MERCK MILLIPORE. Als Basismaterial dienten
biodegradierbar Polymerfasern aus PGA / PCL vom Typ Glycolon® der Firma RESORBA. Ein
Probenansatz bestand aus finf Fasern, welche jeweils auf eine Lange von 3 cm zugeschnitten
waren. Wenn nicht anders erwéhnt, fanden die Versuche in einem Thermoschittler der Firma

Bl0zYM SCIENTIFIC statt.

3.1.1 Amino-Modifizierung
Aminolyse

Um NH.-Gruppen auf der Oberflache der Polymerfasern zu generieren, wurden diese unter
Nutzung einer organischen Diamin-L6sung der Aminolyse nach ZHu et al.®53 unterzogen (Fa-
ser-NH,). Als Reagenz wurde Ethylendiamin verwendet, dessen Struktur im Folgenden abge-
bildet ist.

HoN
\/\NHZ

Abbildung 19: Struktur von Ethylendiamin.

Um die Estergruppen auf der Oberflache der Fasern zu aktivieren und eine kovalente Anbin-
dung der Diamine zu generieren, wurden die Fasern nach Ansatzen von SuUN et al.®* sowie
GHASEMI-MOBARAKEH et al.*%! zunachst mit einem Carbodiimid als Kupplungsreagenz und
NHS als Stabilisator behandelt.
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Zu Anfang erfolgte die Vorbehandlung der Fasern fur 10 min in einem 2 mL Eppendorf-Tube
mit dem zugehorigen VVolumen an Reaktionsldsung bei RT und 1500 rpm. Bei der Reaktions-
16sung handelte sich um geldstes N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und NHS in Dichlor-
methan (DCM). Die zugehotrige Ansatzberechnung fiir einen Versuch ist Tabelle 1 zu entneh-

men.

Tabelle 1: Ansatzberechnung fiir einen Versuch zur Behandlung der Fasern mit DCC / NHS in DCM.

Chemikalie M/g-mol? c¢/mol-L™* V/mL n / mmol m/mg
DCC 206.33 0.04 - 0.08 16.27
NHS 115.09 0.01 - 0.02 2.30
DCM - - 2 - -

Hiernach wurden die Fasern flr 2 min in 2 mL DCM gewaschen, bevor sie zum Milieu-Wech-
sel fiir 2 min in 2 mL Isopropanol behandelt wurden. Im n&chsten Schritt wurde Ethylendiamin
angebunden 9, indem die Fasern fiir 1 hin 2 mL einer 1.3 M Ethylendiaminlésung in Isopro-
panol behandelt wurden. Im Anschluss daran wurden die Fasern zunéchst fiir 10 min mit 2 mL
Isopropanol und danach zweimal mit 2 mL Reinstwasser gewaschen. Alle Reaktionsschritte
erfolgten unter den zu Anfang angegebenen Reaktionsbedingungen. AbschlieBend wurden die
Fasern unter Vakuum getrocknet. Abbildung 20 stellt schematisch die Anbindung von Ethyl-

endiamin an die Polymerfaser dar.

Ethylendiamin

Aminolyse

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Aminolyse. Ethylendiamin wird kovalent iber die Estergruppen an
die Polymerfaser (Faser, grau) angebunden, um Aminogruppen (griin markiert) auf der Oberflache zu generieren
(Faser-NH>).

Nachweis der Aminogruppen mit FITC/RITC

Die Anwesenheit der Aminogruppen, generiert durch die erfolgreiche Anbindung der Diamine
an die Polymerfasern, sollte mithilfe der Fluoreszenzfarbstoffe FITC / RITC nachgewiesen
werden. Somit wurden nach LIN et al.B*! jeweils finf aminolysierte Fasern fiir 24 h unter
Lichtausschluss bei RT in 2 mL einer 1 mM ethanolischen FITC / RITC Ldsung bei 1500 rpm
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behandelt. Als Referenz wurden zusétzlich Fasern verwendet, die zuvor keine Aminolyse
durchlaufen haben. Nach der Behandlung wurden die Fasern zundchst zweimal mit jeweils
2 mL Ethanol fur 2 min gewaschen. Im Anschluss wiederholte sich dieser Schritt mit Reinst-
wasser, bevor die Fasern unter Vakuum getrocknet wurden. Die Fasern wurden hiernach mit-

hilfe des Fluoreszenzmikroskops untersucht.

3.1.2 Degradation der Polymerfasern

Die Fasern sollen in der Cochlea nach ihrer Funktionserfiillung abgebaut werden. Folglich
wird in dieser Arbeit die Degradation der Fasern (un- sowie amino-modifiziert) untersucht.
Dazu werden die Versuche den Bedingungen im Koérper angepasst. Fur eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse wurde pro Versuch eine kommerziell erworbene Faser in 3 cm
lange Stiicke geschnitten. Hiervon wurde jeweils ein Stiick in 2 mL einer PBS (+ 0.1 % BSA)-
Ldsung bei 37 °C gelagert. Hierdurch sollten sowohl das physiologische Medium als auch die
Korpertemperatur simuliert werden. Nach bestimmten Zeitabstanden (direkt sowie nach 1, 2,
4, 6, 10, 14 Wochen Freisetzung) wurde die Faser aus der Losung genommen, mit Wasser
gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Sowohl die Faser als auch die PBS (+ 0.1 % BSA)-
Lésung wurden im Hinblick auf die Degradation analysiert. Neben Massebestimmungen so-
wie REM- und IR-Aufnahmen dienten pH-Wert Messungen den Untersuchungen. Da dieses
Vorgehen den spéteren Freisetzungsexperimenten der Fasern mit den verschiedenen Biomo-
lekiilen (siehe Kapitel 3.1.6) ahnelt, kdnnen die vorliegenden Versuche auch einen Hinweis
auf die Degradation der Fasern unter Freisetzungsbedingungen geben. Erganzend hierzu wur-
den zudem die pH-Werte der Release-Ldsungen aus den Freisetzungsexperimenten mit BDNF
und HS bestimmt.

3.1.3 Immobilisierung von Heparansulfat

HS-Natriumchlorid aus der Rinderniere wurde kommerziell bei SIGMA-ALDRICH erworben.
Zusétzlich diente fluoreszenzmarkiertes HS als Wirkstoff zur Immobilisierung, um die spate-
ren Analysen zu unterstiitzen. Hierbei handelt es sich um lyophilisiertes Fluoresceinamin-ge-
labeltes HS aus der Schweineniere (Aex = 495 nm, Aem = 518 nm), welches bei Cosmo Bio Co.,
LTD. erworben wurde. Es weist einen Substituierungsgrad von 1.07 % auf. Die zugehdrigen
Versuche fanden unter aseptischen Bedingungen statt. Hierfir wurden die verwendeten Fasern
zunachst sterilisiert, indem sie mit Ethanol bespriht und anschlieend 2 h mit UV-Licht be-

strahlt wurden.

Um HS kovalent an die Polymerfasern anzubinden, wurde eine Arbeitsweise nach PIE-
PER et al.*% sowie SCHMIDT et al.B"" gewahlt. In einem ersten Schritt wurden jeweils fiinf
Fasern (2 ein Probenansatz) in einem 1.5 mL Eppendorf-Tube fiir 30 min bei 4 °C und

300 rpm mit 0.5 mL des Ldsungsmittels vorbehandelt. Im Falle des reinen HS handelte es sich
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hierbei um eine waéssrig / ethanolische (EtOH 40 % V/V) 50 mM MES-Puffer-Lésung
(pH 5). Um die Fluoreszenzeigenschaften des gelabelten HS nicht zu stéren, wurde bei diesen

Inkubationsversuchen lediglich Wasser als Immobilisierungsmedium verwendet.

Im Anschluss an die Vorbehandlung wurden die Fasern fur 24 h bei 4 °C mit 0.5 mL der Re-
aktionsldsung in einem 1.5 mL Eppendorf-Tube bei 300 rpm behandelt. Die Ldsung beinhal-
tete neben dem Wirkstoff HS (cus = 127ug mL™! 2 200 uM fir reines HS, crns = 100 pg mL
fur fluoreszentes HS?) zusatzlich geringe Mengen des Kupplungsreagenz EDC
(cenc = 18-10° pM) sowie des Stabilisators NHS (cnus = 3600 uM) im jeweiligen Medium,
um das HS kovalent an die Fasern anzubinden (Faser-HSy(kov.) / Faser-NHz-HSy (kov.))3.
Weiterhin wurde untersucht, ob sich das HS auch ohne Kupplungsreagenzien ausreichend an
die Fasern anlagert. Hierzu fanden dieselben Experimente statt, lediglich ohne EDC / NHS
(Faser-HSqy / Faser-NH»-HS#)). Nach der Reaktion wurden die Fasern zunéchst fir 10 min
mit 2 mL des Ldsungsmittels gewaschen und im Anschluss daran fiir jeweils 2 min mit einer
0.1 M NazHPO4-Lésung sowie einer 1 M HCI-L6sung und Reinstwasser gewaschen. Diese
Waschschritte fanden jeweils unter den oben angegebenen Reaktionsbedingungen statt. Als
Vergleich diente die blofRe Behandlung der Fasern ohne den Wirkstoff HS.

Alle Inkubations- sowie Waschldsungen der Syntheseroute mit dem fluoreszenzmarkierten HS
wurden bis zur Analyse bei —20 °C eingefroren. Zudem wurden die Nachweis- und Bestim-

mungsgrenzen des fl. HS ermittelt.

2 Die leicht geringere Konzentration an fl. HS im Gegensatz zum reinen HS liegt zum einen an den
erhdhten Kosten. Zum anderen haben Untersuchungen gezeigt, dass in den Inkubationslésungen ein
geniigender Uberschuss an fl. HS vorliegt (siehe Anhang Abbildung 80).

3 Hier steht ,,f1* fiir fluoreszenzmarkiert. Die Klammern ,,() zeigen an, dass es sich hierbei um Proben
sowohl mit fluoreszenzmarkiertem als auch mit reinem HS ohne Farbstoff handelt.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der kovalenten Anbindung von HS (blau) bzw. fluoreszenzmarkiertem
HS (blau mit griinen Punkten) auf die unmodifizierten (grau) sowie amino-modifizierten Fasern (grin markiert).
Die zwei verschiedenen Typen an verwendetem HS sind optisch durch einen Strich voneinander getrennt. Die
markierten funktionellen Gruppen am HS gehdren sowohl zum reinen als auch zum fluoreszenzmarkierten Biomo-
lekul. Die jeweils hervorgehobene funktionelle Gruppe geht unter Zuhilfenahme der Kupplungs- sowie Stabilisie-
rungsreagenzien EDC / NHS eine Amidbindung mit der Faseroberflache ein, um das HS kovalent anzubinden.

3.1.4 Immobilisierung von BDNF

Der rekombinante Wachstumsfaktor BDNF wurde in steril filtrierter und lyophilisierter Forn
kommerziell erworben (THERMO FISHER SCIENTIFIC). Er wurde aus Escherichia coli (E. coli)
gewonnen und hatte eine Reinheit von 98 %. Als Immobilisierungsmedium wurde PBS ver-
wendet, dem 0.1 % BSA als Stabilisator zugesetzt waren.*! Die zugehorigen Versuche fan-
den unter aseptischen Bedingungen statt. Hierfir wurden die verwendeten Fasern zunachst
sterilisiert, indem sie mit Ethanol bespriiht und anschlieBend 2 h mit UV-Licht bestrahlt wur-
den.

Die Immobilisierung des Wachstumsfaktors BDNF wurde in Anlehnung an die Arbeiten von
ScHMIDT®® sowie von HORNE et al.®®! und PIEPER et al.t% durchgefiihrt. Letzterer be-
schreibt die Anbindung von Wachstumsfaktoren an HS, was auch im Rahmen dieser Arbeit
genutzt wird. Dazu wurden die zuvor mit HS behandelten Fasern nach der Synthese (3.1.2)
sogleich weiterverarbeitet. Es wurde sich hierbei auf diese Sorte an Fasern beschrankt, an wel-
che reines, nicht fluoreszenzmarkiertes HS kovalent angebunden wurde (Faser-HS (kov.) / Fa-
ser-NH.-HS (kov.)). Die Fasern wurden zunéchst fur 10 min im reinen Lésungsmittel (PBS (+
0.1 % BSA)) bei 4 °C und 300 rpm behandelt. Die anschlieRende Inkubation in einem 1.5 mL
Eppendorf-Tube in 0.5 mL einer 1 ug mL™* BDNF Losung erfolgte fiir 24 h unter gleichen
Reaktionsbedingungen und lieferte die Proben Faser-HS (kov.) -BDNF bzw. Faser-NH,-HS
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(kov.) -BDNF. Als Referenz wurden sowohl die unmodifizierten als auch die mit Aminogrup-
pen modifizierten Fasern lediglich mit der Pufferlésung ohne den Wirkstoff behandelt. An-
schlieBend wurden die Fasern zum Waschen fur 10 min unter gleichen Reaktionsbedingungen
in 1 mL frischer PBS (+ 0.1 % BSA)-Ldsung geschiittelt.

In einer Variation des Experiments wird untersucht, inwieweit sich die vorherige Behandlung
mit HS auf die Immobilisierung des BDNFs auswirkte. Somit wurden zusétzlich Fasern der
Syntheseroute unterzogen, die noch nicht mit HS in Kontakt gekommen waren (Faser / Faser-
NH_). Diese wurden lediglich mit BDNF beschichtet (Faser-BDNF / Faser-NH.-BDNF). So-
wohl die Reaktionslésungen als auch die Waschldsungen wurden flr die anschlielende Quan-
tifizierung des BDNFs bei —20 °C eingefroren, um einen Verlust der biologischen Aktivitat

durch die Lagerung zu umgehen.

BDNF
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Immobilisierung von BDNF (rot) auf die unmodifizierten (grau)
bzw. amino-modifizierten Fasern (griin markiert) mit bzw. ohne HS (blau). Die verschiedenen Fasertypen sind
durch einen Strich optisch voneinander getrennt.

Es war zudem von Interesse, die Menge an HS zu bestimmen, die wéhrend der Inkubation der
Fasern in der BDNF-L6sung von den Proben freigesetzt und somit der spateren Anwendung
nicht mehr zur Verfligung stehen wiirde. Aus Kostengriinden konnte jedoch lediglich eine In-
kubation im Medium, ohne BDNF, stattfinden. Fir eine simple Analyse der freigesetzten Men-
gen dienten Fasern, die mit dem fluoreszenzmarkierten HS behandelt wurden (Faser-HSx
(kov.) / Faser-NH2-HSq (kov.); Faser-HSyq / Faser-NH2-HSyq - Probennamen nach diesem Re-
aktionsschritt mit ,,—BDNF* endend). Wéhrend die Fasern selbst flr spétere Freisetzungsver-

suche weiterverwendet wurden, konnten die jeweiligen Inkubationsldsungen im Anschluss auf
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den Gehalt an fluoreszentem HS untersucht werden. Dazu wurden diese bis zur fluoreszenz-

spektroskopischen Messung bei —20 °C eingefroren.

3.1.5 Immobilisierung von Laminin

In diesem Kapitel wird die Immobilisierung des Laminins an die verschiedenen Fasertypen
beschrieben. Zum einen wurde das Glykoprotein Laminin, entnommen aus der Maus, fiir die
Anbindung an die Fasern verwendet. Es wurde steril filtriert in 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) mit
0.15 M NaCl von INVITROGEN kommerziell erworben. Fir weitere Analysen wurde zum an-
deren fluoreszenzmarkiertes Laminin fir die Immobilisierungsversuche genutzt. Hierbei han-
delt es sich um Laminin aus der Maus, welches kovalent an Rhodamin gekoppelt wurde
(Zex = 535 nm, Aem = 585 nm). Es wurde steril und lyophilisiert erworben bei CYTOSKELETON,
INC. Es weist eine Reinheit von >90 % sowie eine Anbindung des Farbstoffes von >85 % auf.
Als Immobilisierungsmedium wurde eine sterile und phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
verwendet, welcher 0.1 % bovines Serum-Albumin (BSA) zugesetzt wurden, um die Stabilitét
des Laminins zu erh6hen.B%! Die zugehorigen Versuche fanden unter aseptischen Bedingun-
gen statt. Hierflr wurden die verwendeten Fasern zunéchst sterilisiert, indem sie mit Ethanol
bespriht und anschlieBend 2 h mit UV-Licht bestrahlt wurden.

Die Anbindung von Laminin an die Fasern erfolgte nach einer VVorschrift der AG WARNECKE
(HNO, MHH Hannover).[*%2 Dazu wurden finf Fasern (2 ein Probenansatz) in einem 1.5 mL
Eppendorf-Tube mit 500 pL einer 10 ug mL™* Lamininlésung tberschichtet und fiir 1 h bei
37 °C bei 300 rpm geschiittelt. Im Anschluss daran wurden die Fasern fur 10 min unter glei-
chen Reaktionsbedingungen mit Wasser gewaschen (Faser-LAM), Faser-NH2-LAM)*. Als
Vergleich diente die bloRe Behandlung der Fasern im Immobilisierungsmedium ohne Lami-
nin. Alle Inkubations- sowie Waschldsungen der Syntheseroute mit dem fluoreszenzmarkier-
ten Laminin wurden bis zur Analyse bei —20 °C eingefroren. Zudem wurden die Nachweis-

und Bestimmungsgrenzen des fl. Laminins ermittelt.

4 Hierbei steht ,,f1“ fiir fluoreszenzmarkiertes Laminin. Die Klammern ,,() zeigen an, dass es sich hier-
bei um Proben sowohl mit fluoreszenzmarkiertem als auch mit reinem Laminin ohne Farbstoff handelt.
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Laminin

Immobilisierung
MMOVIISIONING: o

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Immobilisierung von Laminin (violett) bzw. fluoreszenzmarkiertem
Laminin (violett mit gelben Punkten) auf die unmodifizierten (grau) sowie amino-modifizierten Fasern (grin mar-
kiert). Die beiden Sorten an verwendetem Laminin sind optisch durch einen Strich getrennt. Das Laminin lagert
sich um die Faser, wobei auf der unmodifizierten Faser wéhrend der Reaktion Carboxylgruppen generiert werden
kénnen.

3.1.6 Freisetzungsexperimente mit beladenen Fasern

Nach der Beladung der Fasern mit den Biomolekilen wurde untersucht, inwieweit diese wie-
derum von der Oberflache freigesetzt werden. Die entsprechenden Versuche fanden ebenfalls
unter aseptischen Bedingungen statt. Neben der Freisetzung des Wachstumsfaktors BDNF
wurde die Abgabe von HS bzw. Laminin erforscht. Die verwendeten Proben fiir die Freiset-
zungsexperimente sind in Tabelle 2 dargestellt. Zusétzlich ist zu sehen, ob eine Analyse mit-
hilfe der Fluoreszenzspektroskopie oder dem Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
stattgefunden hat.
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Tabelle 2: Proben fiir die Freisetzungsexperimente mit den dazugehérigen Detektionsmethoden.

Detektionsmethode
Zu detektierendes

Biomolekill Probenname Fluoreszenz- ELISA
spektroskopie
Laminin Faser-(NHz-)°LAM) X
Faser-(NHz-)HSx (kov.) X
Faser-(NHz-)HS# X
Heparansulfat Faser-(NH2-)HS# (kov.)-,,BDNF* X
Faser-(NHz-)HS#-,, BDNF* X

Faser-(NHz-)HS (kov.)®

BDNF Faser-(NH-)HS (kov.)-BDNF X

Faser-(NH.-)BDNF X

Die Proben wurden nach der Inkubation und den Waschschritten direkt fiir die Freisetzungs-
experimente weiterverwendet. Wenn zuletzt eine Beschichtung mit HS stattgefunden hat, wur-
den die Proben vor den Release-Versuchen einem Medienwechsel unterzogen, indem sie flr
10 min bei 300 rpm und 37 °C in PBS (+ 0.1 % BSA) behandelt wurden. PBS stellt in diesem
Fall ein Standardmedium zur Simulation der physiologischen Bedingungen im Korper dar.
BSA wurde wiederum zur Stabilisierung der Biomolekiile hinzugefugt. Weiterhin wurde die
menschliche Kdrpertemperatur simuliert, sodass die Versuche bei 37 °C abliefen. Fir die Frei-
setzungsexperimente wurden die Fasern zunéchst in einem 1.5 mL Eppendorf-Tube in 1 mL
der frischen PBS (+ 0.1 % BSA)-L6sung bei 37 °C eingelagert. Nach bestimmten Zeitabstén-
den(1d,2d,5d,7d,14d,21d,35d, 70 d, 105 d) wurde der Uberstand abgenommen, sodass
wieder neue PBS(+ 0.1 % BSA)-L6sung hinzugefiigt werden konnte. Die Uberstande wurden
ebenfalls fr eine spatere Quantifizierung sowie in vitro Versuche bei —20 °C aufbewahrt. Li-

mitiert wurde der Release-Zeitraum auf 105 Tage, in denen neun Uberstande abgenommen

5 Die Klammern dienen der Tatsache, dass es sich bei den Proben sowohl um unmodifizierte als auch
um amino-modifizierte Fasern handelt.

® In diesem Fall wurden die Fasern nach 21 Tagen mittels pH-abhéngiger Zetapotentialmessungen sowie
durch Anlagerung verschiedener Sorten an Nanopartikeln untersucht
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wurden. Fir die Proben ,,Faser-(NH2-)HS (kov.)* wurde lediglich ein Zeitraum von 21 Tagen
gewahlt. Hier erfolgte die anschlieRende Analyse durch pH-abhdngigen Zetapotentialmessun-
gen sowie Anlagerung von NPs. Zur Veranschaulichung ist der Release schematisch in Abbil-
dung 24 zu sehen.

l.)
> 1 mL PBS 37 °G
+ O 1% BSA xTage

Beladene Polymerfasern 1 mL frisches PBS Uberstand abgenommen,
+0.1% BSA Einfrieren bei =20 °C

Wiederholung der sai@ %\@

Abbildung 24: Schematische Darstellung des Drug Release von den beladenen Fasern.

3.1.7 Qualitativer Nachweis der Anbindung von HS
Toluidinblau-Nachweis von HS

Um das an den Fasern zu immobilisierende HS nachzuweisen, wurde zundchst eine wassrige,
leicht saure (1 mM HCI) Stammlésung des Farbstoffs (18.5 uM) hergestellt, welche zusatzlich
0.2 % NaCl enthielt.

Fur eine direkte Bestimmung wurden die zuvor mit dem HS behandelten Fasern (Faser-(NH,)-
HS / Faser-(NH2-)HS(kov.)) sowie die Kontrollproben in einem 2 mL Eppendorf-Tube in
1 mL der Farbstofflésung eingelegt und fiir 30 s im Ultraschallbad behandelt. Anschlieend
wurde diese Losung mit 1 mL Hexan Uberschichtet, um erneut fiir 30 s im Ultraschallbad zu
reagieren. Sogleich wurden 800 pL der Toluidinblauldsung fiir die spatere UV / Vis-Messung
abgenommen. Die Proben sowie die reine Toluidinblaulésung bzw. HCI / NaCl-Ldsung wur-
den bei 1 =631 nm spektroskopisch vermessen, wobei jedes Mal ein VVolumen von 200 uL

verwendet wurde.



3 Materialien und Methoden 57

Mit HS
beladene
Fasern
UV-Vis

TB Lésung

Abbildung 25: Schematische Darstellung des qualitativen Nachweises von HS (dunkelblau) auf den Fasern mit-
hilfe von TB (hellblau). Der Farbstoff lagert sich an das auf den Fasern vorhandene HS an und wird so der Ur-
sprungslésung entzogen. Nach dem Ausschitteln mit Hexan wird die restliche Farbstofflésung spektroskopisch
vermessen. Der Ubersicht halber wurden sowohl die un- als auch die amino-modifizierten Fasern in grau darge-
stellt.

Nachweis von HS auf den Fasern durch Anlagerung von Nanopartikeln

Eine weitere Mdoglichkeit, das angebundene HS auf den Polymerfasern nachzuweisen, ist es,
die Oberflachenladung der Fasern zu nutzen. Aufgrund des stark sauren Charakters des HSE®!
wird davon ausgegangen, dass dieses die Ladung der Faseroberflache beeinflusst. Durch Ad-
sorption verschiedener Mengen an oberflachenmodifizierten Nanopartikeln an die Fasern soll
die Immobilisierung des HS qualitativ nachgewiesen werden. Hier wurde ein grofier Fokus
auf die elektrostatischen Wechselwirkungen gelegt. Auflerdem wird dadurch untersucht, ob
sich auch nach 21 Tagen Release HS auf der Faser befindet. Hierzu wurden einerseits un-.
sowie amino-modifizierte nanopordse Silica-Nanopartikel  (NPSNPs / NPSNPs-NHy)
(d =50 nm) verwendet, welche im Arbeitskreis selbst hergestellt und seit Jahren etabliert
sind.[1653%91 Zysatzlich wurden sowohl sulfat- als auch amino-modifizierte Polystyrol-Latex-
beads (PSLBs-OSOs™ / PSLBs-NH>) (d = 100 nm) kommerziell erworben (SIGMA-ALDRICH).
In allen Fallen wurde zun&chst eine wassrige Suspension der NPs hergestellt (V =1 mL,
¢ =1 mg mL™?). AnschlieRend wurde jeweils eine Faser (Faser-(NHz-)HS(kov.) sowie die zu-
gehoérige Kontrolle, vor bzw. nach 21 d Release bei 800 rpm Uber Nacht bei RT in einem
1.5 mL Eppendorf-Tube in der Lésung behandelt. Danach wurden die Fasern zweimal in
Reinstwasser getaucht, um sie zu waschen und zuletzt unter Vakuum getrocknet. Die Proben
wurden mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie analysiert. Zudem wurden von allen vier

Sorten der NPs pH-abhédngige Zetapotentialmessungen angefertigt.

3.1.8 Qualitativer Nachweis der Anbindung von Laminin und BDNF

Ein qualitativer Nachweis der Immobilisierung von Laminin und BDNF an die Faseroberfla-
che erfolgte tber eine Abwandlung des Sandwich-ELISAs. Es konnte der jeweilige protein-

spezifische Sandwich-ELISA der Firma BOSTER BIOLOGICAL TECHNOLOGY mit einem Ar-
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beitshereich von 31.2 — 2000 pg-mL* fiir BDNF und 156 — 10000 pg-mL* fiir Laminin ver-
wendet werden. Hierbei musste die Durchfiihrung jedoch leicht modifiziert werden, da der
ELISA auf den Fasern selbst und nicht in einer Wellplatte durchgefiihrt wurde. Somit haftete
der zu untersuchende Antikorper schon auf einer Oberflache (den Fasern) und musste lediglich
weiter untersucht werden. Hierzu wurden die Fasern nach der Anbindung der Biomolekiile
(siehe Kapitel 3.1.4/3.1.5) in ein neues 1.5 mL Eppendorf-Tube gegeben und an den Boden
gedriickt, damit sie moglichst wenig Volumen einnehmen. Anschliefend wurde die Anti-hu-
man BDNF / Laminin antibody-Ldsung vorbereitet, um jeweils 100 puL der Lésung zu den Fa-
sern zu pipettieren. Die Proben wurden anschliefend fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Wéh-
renddessen wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex- (ABC) Arbeitslésung angesetzt,
waobei diese nicht eher als 1 h vor Nutzung erstellt werden sollte. Eine halbe Stunde vor ihrer
Verwendung wurde sie auf 37 °C erwéarmt. Nach der Inkubation wurde die antibody-L6sung
verworfen und die Proben dreimal mit 200 uL PBS-Puffer (0.01 M) fur jeweils 1 min gewa-
schen. Anschliefend wurden jeweils 100 uL der ABC-Arbeitslésung zu den Proben gegeben
und diese fiir 30 min bei 37 °C gelagert. Gleichzeitig wurde die TMB color developing-Ldsung
fiir 30 min bei 37 °C vorgewarmt. Nachdem die Inkubationslésung erneut verworfen und die
Proben nun funfmal fur 1 min mit PBS-Puffer gewaschen wurden, konnten jeweils 90 pL der
TMB-color-developing-Losung in die Eppendorf-Tubes pipettiert werden. Nach 5-15 min In-
kubationszeit bei 37 °C sollte eine enzyminduzierte Blaufarbung erkennbar werden, wenn das
jeweilige Protein vorhanden war. AnschlieBend wurden Fotos der Proben sowie der Kontrol-

len gemacht.

_TMB-
/HRP-EnZym Substrat

_Biotin _Streptavidin (‘ s
/)E\Antikip’er p )( . /)(

Abbildung 26: Schematische Darstellung des qualitativen Nachweises von BDNF bzw. Laminin auf den Fasern
mithilfe des ELISAs.

3.1.9 Quantifizierung der freigesetzten Mengen an HS und Laminin durch Fluo-

reszenz

Die Quantifizierung der freigesetzten Mengen an HS sowie Laminin von den Fasern unter
physiologischen Bedingungen wurde mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Hierzu

wurden die Proben mit den fluoreszenzmarkierten Biomolekiilen verwendet.

Zunéchst wurde eine Kalibrationsreihe aus dem jeweiligen fluoreszenzmarkierten HS sowie
Laminin mit einem Bestimmungsbereich von 1000 — 0.975 ng-mL ™ erstellt (1000 ng-mL,
500 ng'mL%, 250 ng-'mL™%, 125 ng-mL™%. 63 ng:'mL%, 31 ng-mL™%, 16 ng'mL™?, 8 ng-mL™?,
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4 ng'mL%, 2 ng'-mL%, 1 ng'mL"%). Nun wurden jeweils 200 uL sowohl der Kalibarationskon-
zentrationen als auch von PBS (+0.1 % BSA) als Blindprobe sowie der unverdiinnten Proben
in Doppelbestimmung auf die Platte pipettiert. Die spektroskopische Vermessung der Platte
erfolgte sogleich bei den spezifischen Wellenldngen (HS: Jex = 495 nm, Jem = 518 nm, LAM:
Jex =535 nm, Aem = 585 nm).

Zusatzlich wurden die jeweiligen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der fluoreszenzmar-
kierten Stoffe bestimmt. Hierzu wurde neben der Kalibrationsreihe auch zehn Mal der Blind-
wert gemessen. Aus der Einordnung des Blindwertes in die Kalibrationsreihe konnte somit
uber die Leerwertmethode die Nachweisgrenze errechnet werden.[“®®! Die Bestimmungsgrenze
wurde durch die Verdreifachung der erhaltenen Konzentration der Nachweisgrenze abge-

schatzt.

3.1.10 Quantifizierung der angebundenen sowie freigesetzten Mengen an BDNF
Uber ELISA

Auch die Quantifizierung der angebundenen und freigesetzten Mengen an BDNF erfolgte mit
dem ELISA Verfahren. Hierfir wurde derselbe Sandwich-ELISA Kit des Herstellers BOSTER
BIOLOGICAL TECHNOLOGY verwendet, welcher auch dem qualitativen Nachweis der Biomo-
lekile auf den Fasern diente (siehe Kapitel 3.1.8). Die Bestimmung der immobilisierten BDNF
Mengen fand dabei indirekt statt, indem die Konzentrationen in den verbleibenden Inkubatios-
und Waschldsungen bestimmt und diese von der bekannten Ausgangsmenge subtrahiert wur-
den. Hierbei fand die Durchflihrung nach den VVorgaben des Herstellers statt und wird im Fol-

genden fur BDNF im Einzelnen beschrieben.

Um den jeweiligen Bestimmungsbereich zu erreichen (31.3 — 2000 pg-mL ™), wurden die Pro-
ben nach den Richtlinien des Herstellers verdinnt. AnschlieRend wurde der Standard herge-
stellt (10000 pg-mL ) und aus diesem die Kalibrationsreihe bestehend aus sieben Konzentra-
tionen erzeugt (2000 pg:mL~%, 1000 pg-mL~%, 500 pg-mLt, 250 pg-mLt. 125 pg-mL%,
62.5 pg-mL%, 31.3 pg-mL1). Danach wurden von jeder Probe und von jeder Kalibrationskon-
zentration 100 pL auf die Wellplatte gegeben, wobei alle Proben mindestens als Duplikate
vermessen wurden. Die Wells waren hierbei schon mit monoklonalen Antikérpern speziell fur
BDNF vorbeschichtet. Zudem wurde der Probenverdiinnungspuffer als Blindwert in zwei
Wells pipettiert. Die Platte wurde nach dem Auftragen abgedeckt und fiir 90 min bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Platteninhalt verworfen und die Platte ausge-
klopft. Die weitere Durchfuhrung entsprach derjenigen aus Kapitel 3.1.8. Die einzelnen
Schritte wurden lediglich in den Wells durchgefiihrt und die Platte wurde nach den Wasch-
schritten nicht nur von der Lésung getrennt, sondern auch zu gentige ausgeklopft, um etwaige
Reste zu entfernen. Im letzten Schritt, der Farbreaktion, wurde die Inkubationszeit nach der

Blaufarbung der ersten vier Kalibrationskonzentrationen gestoppt, indem 100 L der sauren
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Stoppldsung in die Wells gegeben wurde. Dadurch fand ein Farbumschlag von blau nach gelb
statt. Innerhalb der néchsten 30 min erfolgte die spektroskopische Vermessung der Wellplatte
bei A =450 nm.

3.1.11 Probenpraparation fur die in vitro-Untersuchungen

Die Probenpraparation fur die in vitro-Untersuchungen, welche in den Kapiteln 3.3.2. und
3.3.3 beschrieben werden, sind unter aseptischen Bedingungen durchgefiihrt worden, sodass
die jeweiligen un- sowie amino-modifizierten Fasern zundchst unter UV-Licht sterilisiert und
anschlielend nur sterile Losungen verwendet wurden. Alle Schritte fanden unter der sterilen
Werkbank statt.

Zellkulturuntersuchungen mit einzelnen Spiralganglienneuronen. Neben den mit den Bi-
omolekiilen beladenen Fasern sowie Release-Uberstanden wurde auch ein Hauptbestandteil

der Fasern, die Glykolsdure, auf ihre Kompatibilitat hinsichtlich der SGNs untersucht.

Die Fasern wurden nach dem beschriebenen Immobilisierungsprozess (Kapitel 3.1.2 und
3.1.3) mit HS bzw. BDNF beladen. Dabei erfolgten die Versuche immer direkt vor der Durch-
flhrung der Zelltests, damit keine Lagerung der Fasern notwendig war. Diese wurden an-
schlielend in kleine Stlicke mit einer Lange von 5 mm geschnitten, um sogleich im Zelltest
verwendet zu werden. Es wurden die unmodifzierten und amino-modifizierten Fasern jeweils
mit bzw. ohne HS / BDNF-Beladung getestet.

Die Release-Uberstande wurden bis zu den Zellkulturuntersuchungen, wie in Abschnitt 3.1.5
beschrieben, bei —20 °C aufbewahrt und erst kurz vor der Zugabe auf die Spiralganglienneu-
ronen aufgetaut. Sie wurden in einem 1:1-Verhéltnis mit dem SGN-Medium zu den Zellen
gegeben. In den Zellkulturuntersuchungen wurden sechs Release-Uberstande bis zum 70. Frei-
setzungstag der un- sowie amino-modifizierten Fasern mit bzw. ohne HS / BDNF-Beladung

getestet.

Die Glykolséure wurde in fester Form in 1 mL Wasser geldst, sodass eine Konzentration von
1 mg'mL! (2 131 mM) erreicht wurde. AnschlieBend wurde daraus eine 1 mM Lo6sung her-
gestellt, indem 7.6 pL der Ausgangslésung mit 992.4 uL Wasser verdiinnt wurden. Die fir
den Zelltest bendtigten Konzentrationen an Glykolséure (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0.1 uM)

wurden mit dem Zellkulturmedium verdinnt.

Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglienstrangstiicken. Um neben den neuroprotek-
tiven sowie —regenerativen auch die richtungsweisenden Eigenschaften des BDNFs auf die
Neuritenaussprossung zu untersuchen, wurden Zellkulturuntersuchungen mit beladenen Fa-

sern und Spiralganglienstrangstiicken durchgefhrt.

Hierbei wurden die Fasern nach dem beschriebenen Immobilisierungsprozess (Kapitel 3.1.2

und 3.1.3) mit HS bzw. BDNF beladen. Die Versuche erfolgten ebenfalls immer direkt vor der
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Durchfiihrung der Zelltests, damit keine Lagerung der Fasern notwendig war. Fir die ersten
Zelltests mit zwei gegentberliegenden Fasern wurden unmodifizierte Fasern eingesetzt, wel-
che einerseits mit HS und BDNF gemeinsam und andererseits nur mit HS beschichtet wurden,
um ein neurotrophin-gerichtetes Auswachsen der Neuriten zu untersuchen. Als Proben fir die
letzten beiden Zellkulturuntersuchungen wurden sowohl un- als auch amino-modifizierte Fa-
sern verwendet, die entweder mit keinem Biomolekil oder aber mit HS und BDNF einzeln

bzw. gemeinsam beschichtet wurden.

3.2 Physikochemische Charakterisierungsmethoden

3.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist eine elektronenoptische Methode, um die Mor-
phologie von Oberflachen in sehr hohen VergréRerungen zu untersuchen. Im Gegensatz zur
Lichtmikroskopie wird hierbei ein Elektronenstrahl verwendet. Durch die hohe Beschleuni-
gung der Elektronen kann ihnen eine viel kleinere Wellenldnge (DE-BROGLIE) als den Photo-

nen zugeordnet werden, sodass Strukturen im nm-Bereich sichtbar werden.

Der Primarelektronenstrahl wird durch das Erhitzen eines Wolframdrahtes (Kathode) erzeugt
und mithilfe von elektromagnetischen Feldern gebiindelt sowie beschleunigt. Mit einem X-Y -
Ablenksystems kann nun jeder Punkt auf der Proben-Oberflache von dem fokussierten Pri-
maérelektronenstrahl rasterformig abgetastet werden. Bei diesem Vorgang werden durch die
Wechselwirkung der Elektronen mit der Probe verschiedene Signale erzeugt, die gemessen
werden kénnen. Neben den von dem Primarstrahl zurlick gestreuten Elektronen (Ruckstreu-
elektronen) tragen auch weitere freigesetzte Elektronen (Sekundarelektronen) zur Bildgebung
bei. Diese werden durch ein Szintillator-Photomultiplier-System sichtbar gemacht. Die Elekt-
ronen erzeugen zunachst Lichtblitze im Szintillator, welche anschlieRend zum Photomultiplier

weitergeleitet, in Elektronen-Impulse umgewandelt und verstarkt werden. !

Um die Oberflache der (un)behandelten Polymerfasern zu charakterisieren, wurden Messun-
gen am REM des Typs JSM-6610LV der Firma JEOL (Eigentum des Instituts fir Anorgani-
sche Chemie) durchgefiihrt. Weitere Messungen wurden von DR. KAREN BESECKE am Felde-
missions-REM des Typs JSM-6700F der Firma JEOL angefertigt (Eigentum des Instituts fr
Physikalische Chemie und Elektrochemie). Dabei wurden die Polymerfasern zuvor auf Gra-
phitfolien geklebt und mit Gold besputtert, um eine bessere Leitfahigkeit zu erhalten. Hierbei
wurde der High Vacuum Sputter Coating des Typs EM SCD500 der Firma LEICA (Eigentum
des Instituts fiir Physikalische Chemie und Elektrochemie) verwendet. Es wurde eine Strom-

starke von 40 mA sowie eine Zeitdauer von 2 min eingestellt.
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3.2.2 Fluoreszenzmikroskopie

Hierbei handelt es sich um eine spezielle Variante der Lichtmikroskopie, welche auf dem phy-
sikalischen Prinzip der Fluoreszenz basiert. Nach Bestrahlung der zu messenden Probe mit
monochromatischem Licht wird dieses von dem vorliegenden Fluoreszenzfarbstoff absorbiert,
sodass es zu einer Anhebung der Elektronen aus dem Grundzustand in einen angeregten Zu-
stand kommt. Bei der Riickkehr in den Grundzustand wird nun Licht emittiert, welches cha-
rakteristisch fr den jeweiligen Stoff ist. Mithilfe eines dichroitischen Spiegels kann das starke
Beleuchtungslicht von dem schwécheren Fluoreszenzlicht getrennt werden, um eine selektive

Detektion der Fluoreszenz zu ermdglichen. 2

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der mit dem FITC / RITC markierten Polymer-
fasern wurden mit einem BX51 Auflicht-Fluoreszenzmikroskop von der Firma OLYMPUS an-
gefertigt. Es wurden neben einem FITC / RITC-Filter Okulare mit 4-40-facher Vergré3erung
verwendet. Hierbei wurden sowohl die Belichtung als auch der Kontrast automatisch einge-
stellt. Die Auswertung der erhaltenen Daten fand mit dem Programm ImageJ statt.

3.2.3 Infrarotspektroskopie

Bei der Infrarotspektroskopie werden Molekilschwingungen bzw. —rotationen durch Absorp-
tion von Strahlung im infraroten Bereich abhangig von den funktionellen Gruppen in einem
Molekil angeregt. Hierdurch kdnnen sowohl anorganische als auch organische Substanzen
identifiziert werden. Die Absorption und Emission elektromagnetischer Strahlung ist jedoch
nur bei Anderung des Dipolmoments des Molekiils méglich. Wird nun die Lichtdurchléssig-
keit (Transmission) gegen die Wellenzahl ¥ in cm™ aufgetragen, erhalt man ein IR-Spektrum
mit charakteristischen Absorptionsbanden. Dabei verhalt die Intensitét einer IR-Bande pro-
portional zum Quadrat der Dipolmomentsédnderung wahrend der Schwingung. Wahrend bei
hoheren Wellenzahlen die Valenzschwingungen in einem Molekul angeregt werden, wird bei
niedrigeren Wellenzahlen die Deformationsschwingung aktiviert. Im Fingerprintbereich (¥ <
1600 cm™?) befindet sich eine sehr groRe Anzahl von Banden. Dieser ist charakteristisch fiir
jeden Stoff.[403]

Zur Untersuchung der Oberflachenmodifikation und des Degradationsverhaltens der Polymer-
fasern wurden IR-Messungen an den Polymerfasern an der ATR-Einheit des Fourier-Trans-
formations-1R-Spektrometers vom Typ Tensor 27 der Firma BRUKER OPTIK GMBH durchge-
fuhrt. Als Vergleich wurde zusétzlich eine Ethylendiamin-Ldsung vermessen. Das IR-Spekt-
rum wurde in einem Bereich von 4000 cm™ bis 400 cm™ gemessen. Ausgewertet wurden die

Daten mit der Software OPUS 5.0 der Firma BRUKER OPTIK GMBH sowie mit OriginPro 8G.
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3.2.4 UV / Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

Sowohl die UV / Vis- als auch die Fluoreszenz-Spektroskopie werden genutzt, um die Kon-
zentrationen von LAdsungen quantitativ zu bestimmen. Hierbei wird elektromagnetische Strah-
lung aus dem ultravioletten und sichtbaren Bereich (UV / Vis) durch die zu untersuchende
Probe gestrahlt. Bei der UV / Vis-Spektroskopie wird das Licht in seiner Strahlungsintensitat
durch Absorption, Beugung, Streuung und Reflektion abgeschwécht. Detektiert wird dies als
sogenannte Extinktion. Im Falle der Fluoreszenzspektroskopie regt das durchstrahlende Licht
den Fluoreszenzfarbstoff energetisch an. Bei der Rickkehr in den Grundzustand wird nun

Licht emittiert, welches charakteristisch fir den jeweiligen Stoff detektiert werden kann.[“%l

Um die Konzentrationen von Farbstoffmolekilen zu bestimmen, die entweder UV / Vis- oder
fluoreszenzaktiv sind, wurden Messungen am Plattenreader des Typs Spark 10 der Firma TE-
CAN mit der dazugehdrigen Software durchgefiihrt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur
in 96-Well Platten vermessen, welche fur 10°s vor dem Messen geschiittelt wurden. Aufge-
nommen wurde entweder die Extinktion der Stoffe am jeweiligen Absorptionsmaximum

(UV / Vis) oder die Emission am dazugehdrigen Maximum (Fluoreszenz).

3.2.5 Stickstoff-Elementaranalyse

Fur die Bestimmung des Stickstoffgehalts der modifizierten Fasern diente eine C / N-Elemen-
taranalyse. Hierzu wurden die Proben im Sauerstoffstrom bei hohen Temperaturen verbrannt
und als N, sowie CO- nach der chromatographischen Gastrennung mit einem Infrarot-Detektor
detektiert.[404

Fur die Messungen wurden ca. 8 mg an Fasern kleingeschnitten und in ein Zinnschiffchen
eingewogen. Diese wurden anschliefend an einem Gerét des Typs Elementar Vario EL der
Firma ELEMENTAR ANALYSENSYSTEME GMBH in Dreifachbestimmung von ANNE HERWIG
(Institut fir Bodenkunde, Leibniz Universitat Hannover) durchgefihrt.

3.2.6 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) kdnnen mithilfe des Streulichts eines Lasers so-
wohl Molekulargewichte als auch Polymer-Lésungsmittelwechselwirkungen, Diffusionskoef-

fizienten, hydrodynamische Radien sowie GroRenverteilungen bestimmt werden.“%!

Wenn nun das Licht eines Lasers auf eine Partikeldispersion trifft, wird es winkelabhdngig
gestreut. Da die Partikel der BROWNSCHEN Molekularbewegung unterliegen, fluktuiert bei ei-
nem ausreichend kleinen Streuvolumen ebenfalls die Intensitdt des Streulichts. Dabei erfolgt
diese Fluktuation in der gleichen zeitlichen GréfRenordnung der Partikelbewegung. Aus der

Schwankung des Streulichts kann durch eine Autokorrelationsfunktion sowie der Stokes-Ein-
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stein-Beziehung 6ranD = ksT der hydrodynamische Radius r bestimmt werden. Hierbei be-
schreibt n die Viskositéat der Losung, D den Diffusionskoeffizienten, kg stellt die Boltzmann-

konstante dar und T bestimmt die vorliegende Temperatur.[405-407]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die hydrodynamischen Radien von geldstem HS in Wasser
(cus = 150 pg-mL™?) bei verschiedenen pH-Werten und Raumtemperatur bestimmt. Es wurde

ein Brechungsindex von 1.64 gewahlt.

Durchgefiihrt wurden die Messungen an einem Gerét des Typs Zetasizer Nano ZSP der Firma
MALVERN PANALYTICAL (ehemals MALVERN INSTRUMENTS). Um die Daten anschlieRend zu
verarbeiten, wurde die entsprechende Zetasizer Software von MALVERN INSTRUMENTS ver-

wendet.

3.2.7 Zetapotential-Messung

Das Zetapotential (ZP, {) beschreibt das elektrische Verhalten an Fest-Flissig-Grenzflachen
und kann mit dem Modell der elektrochemischen Doppelschicht erkléart werden. Taucht ein
Festkdrper in eine Losung, so besitzt er augenblicklich eine gewisse Oberflachenladung. An
dieser Oberflache adsorbieren zunéchst Gegenionen oder Dipole aus der umgebenden Lésung
(stationdre Phase), sodass eine als starr angesehene Schicht entsteht. Umhdillt wird diese
Schicht von einer diffusen, beweglichen lonenschicht (diffuse Schicht). Das Potential, was
durch die Ladung der Oberflache aufgebaut wird, &ndert sich tber die feste Schicht linear und
tiber die diffuse Schicht exponentiell. Hieran schlief3t sich das elektrisch neutrale Lésungsmit-
telmedium an, dessen elektrisches Potential den Wert Null annimmt. Die Scherebene be-
schreibt die Grenzflache zwischen der stationdren und der diffusen Schicht. Bei dem gemes-
senen Potential an dieser Stelle handelt es sich um das ZP. Dieses wird einerseits durch Séure-
Base Reaktionen zwischen den funktionellen Gruppen auf der Oberflache des Festkdrpers und
der wassrigen Losung generiert. Im Falle von hydrophoben Oberflachen bildet sich die Ober-
flachenladung andererseits durch Adsorption von Wasserionen aus. Da Hydroxidionen vor-
nehmlicher adsorbiert werden, weist das zu messende ZP einen negativen Wert auf. In beiden
Fallen hangt die Oberflachenladung sehr stark von dem pH-Wert des umgebenden Ldsungs-

mittelmediums ab.

Um das ZP einer Probe zu bestimmen, wird sich des elektrokinetischen Effekts bedient. Im
Falle von Partikeln wird ein elektrisches Feld angelegt und die daraus resultierende Diffusi-
onsbewegung der einzelnen Partikel beobachtet. Hierbei wird aufgrund der Reibungskréfte ein
Teil der diffusen Doppelschicht der Partikel abgestreift und es entsteht eine AbreiRRebene, die
hydrodynamische Gleitebene genannt wird. Das Potential an dieser Stelle bezeichnet man als
ZP. Dieses kann naherungsweise aus der Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen im elektri-
schen Feld (Elektrophorese) ber dynamische Lichtstreuung bestimmt werden. Das ZP von

makroskopischen Festkorperoberflachen wird Gber das Stromungspotential bestimmt. Wird
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der Festkorper von einer wassrigen Losung Uberstromt, so wird eine elektrische Antwort in
Form eines zu messenden Potentials generiert. Modellhaft kann dies mithilfe einer durch-
stromten Kapillare erklart werden (siehe Abbildung 27). Wie zuvor erldutert, bildet sich so-
gleich eine Oberflachenladung aus, welche durch eine bewegliche Schicht an Gegenionen
kompensiert wird. Wenn nun eine wéssrige Losung tangential entlang der Festkorperoberflé-
che stromt, wirken Scherkréfte auf die Gegenionen und verschieben diese in FlieBrichtung.
Die Ladungstrennung resultiert in einer elektrischen Potentialdifferenz, welche als Strémungs-
potential zwischen zwei Elektroden, platziert an den Enden der Kapillare, gemessen werden
kann. Dieses ist abhangig sowohl vom Volumenstrom als auch der lonenstérke des Elektroly-
ten. Als zuverlassig hat sich herausgestellt, das Strémungspotential bei ansteigenden Druck-
differenzen (geht einher mit der Veranderung des VVolumenstroms) zu messen. Fur feste Ma-
terialien mit einer planaren Oberflache wird zur Berechnung des ZPs die Helmholtz-Smoluch-

owski Gleichung (1) verwendet. 0840l

C:dUstr>< il XEXl 1)
dAp exgg A R

{ = Zetapotential,  Us,= Stromungspotential,  Ap = Druckdifferenz, » = Viskositat
eXego = Dielektrische konstante der Elektrolytldsung, L = L&nge des Spalts, A = Durchmesser
des Spalts, R = Widerstand

Um das ZP der NPs zu bestimmen, wurden Messungen an einem Gerét des Typs Zetasizer
Nano ZSP der Firma MALVERN PANALYTICAL (ehemals MALVERN INSTRUMENTS) durchge-
flhrt. PH-abhangige Messungen wurden mithilfe des Autotitrators MPT-2 der Firma MAL-
VERN PANALYTICAL realisiert. Zur Datenverarbeitung wurde die entsprechende Zetasizer Soft-

ware von MALVERN INSTRUMENTS verwendet.

Das ZP der makroskopischen Faseroberfache wurde an einem Gerét des Typs SurPass™ 3

der Firma ANTON PAAR in einer Spaltmesszelle mit zwei Stempeln (20 x 10 mm)
durchgefuhrt. Hierbei wurde flr jede Messung eine Flache von 10 x 10 mm mit den
Fasern bedeckt. Dazu wurden die Fasern parallel zueinander und senkrecht zur Flie3-
richtung des Elektrolyten aufgeklebt. Abbildung 27 zeigt zum einen die wahrend der
Messung verwendeten Stempel. Zum anderen ist ein gentigend groRes Stiick an dop-
pelseitigem Klebeband zu sehen, welches mit den zu untersuchenden Fasern (vorher
unter Vakuum getrocknet) beklebt und spater auf der einen Stempelseite fixiert wurde.
Um Probenmaterial zu sparen, wurde der zweite Stempel mit einem Glasplattchen
(10 x 10 mm) bedeckt. Mithilfe der zugehorigen Software SurPASS 3 Version
2.10.260.5099 wurden pH-abhéngige Messungen durchgefiihrt und ausgewertet.
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oo [ R —

Abbildung 27: Links: Schematische Darstellung zur Bestimmung des ZPs {iber die Strdmungspotential-Methode.
Es wird der Fluss des Elektrolyten durch eine Kapillare mit der resultierenden Ladungstrennung illustriert. Nach[“%9]
Rechts: Stempel fiir die SurPass Messungen (grofes Bild) sowie eine fiir die Messung vorbereitete Probe (kleines
Bild). Hierbei handelt es sich um doppelseitiges Klebeband mit den zu untersuchenden, parallel zueinander ange-
ordneten Fasern.

k

3.2.8 Nachweis freier Aminogruppen unter Verwendung von Fluoreszenzfarb-

stoffen

Die Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein- sowie Rhodaminisothiocyanat (FITC / RITC) wurden
im Rahmen dieser Arbeit verwendet, um die Existenz der Aminogruppen und damit die An-
bindung der Diamine an die Polymerfasern nachzuweisen. Durch eine Behandlung der funk-
tionalisierten Fasern mit den Farbstoffen sollten diese an die NH»-Gruppen anbinden, sodass
mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops ein Farbeindruck zu beobachten ist. Die Farbstoffmo-
lekiile werden mit Licht der Wellenlange 4 = 495 nm /543 nm (FITC / RITC) angeregt und
emittieren Licht bei A = 519 nm/580 nm (FITC / RITC). Wahrend der Anbindung reagiert die
Isothiocyanat-Gruppe (SCN) des Farbstoffes mit den priméaren Aminogruppe auf der Oberfla-
che der Polymerfasern.i#7410411 Schematisch ist dies in Abbildung 28 dargestellt.
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NH,

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Anbindung der Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein- bzw. Rhodami-
nisothiocyanat tiber die SCN-Gruppe (rot) an die mit freien Aminogruppen bedeckten Polymerfasern (grau).

3.2.9 Kolorimetrischer Nachweis des angebundenen Heparansulfats unter Ver-

wendung von Toluidinblau

Die Anbindung von HS an die Fasern wurde qualitativ mithilfe des Farbstoffes Toluidinblau
(Aem = 631 nm) nachgewiesen. Die zugehdrige Strukturformel des Farbstoffmolekals ist in Ab-

N
/©i jCE
®
\r\|1/ S NH,

bildung 29 zu sehen.

Cl

Abbildung 29: Strukturformel des Farbstoffmolekils Toluidinblau.

Dieser Test wurde urspriinglich 1941 von MAcINTOsH! 2! entwickelt, um die Menge an He-
parin zu erfassen. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der beiden Glykosaminoglykane
wurde der Nachweis auf den Wirkstoff HS ibertragen und wird daher im Folgenden naher

erlautert.[#13414

Es wird in der Histologie von der sogenannten ,,Metachromasie* gesprochen, wenn bestimmte
Farbstoffe durch das Zusammenwirken mit Gewebe ihre Farbe andern. In diesem Fall ist allen
Gewebesubstanzen gemein, sowohl organisch gebundene Schwefelséuren (verestert) als auch
gerinnungshemmende Eigenschaften zu besitzen. Grund fir die Farbénderung ist neben der
Bildung einer tautomeren Imino-Base ein erhéhter Grad an aggregierten Molekilen. Werden

gleiche Volumina einer wéssrigen Toluidinblaulésung und einer 0.01 %igen Wirkstofflosung
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vermischt, so ist eine Farbdnderung von blau zu rot-violett zu beobachten. Geringere Mengen
an Heparin / HS erzeugen purpurfarbene intermedidre Tone. Der gebildete Wirkstoff-Tolui-
dinblau-Komplex wird der Losung entzogen, indem diese mit einer organischen Substanz aus-
geschuttelt wird. Der Komplex adsorbiert nun an der Phasengrenzflache, wahrenddessen der
ungebundene Farbstoff in der wassrigen Phase verbleibt und seinen normalen Farbton behélt.
Wird anschlieRend das Extinktionsspektrum der wassrigen TB-Phase aufgenommen, so kann
herausgefunden werden, ob die Menge an urspriinglichem TB durch die Komplexbildung mit
dem HS abgenommen hat. Auf diese Weise kann die Anwesenheit des HS verifiziert werden.
Weiterhin ist zu beachten, dass die Menge an Toluidinblau mit zunehmender Temperatur, Azi-
ditat oder Konzentration anderer geltster Stoffe abnimmt. Kontrolliert werden kénnen diese
Faktoren durch eine geniigend starke Verdiinnung wie auch durch das Anfertigen einer Stan-
dardprobe.?

3.3 Biochemische Charakterisierungsmethoden

3.3.1 ELISA

Bei einem ELISA handelt es sich um ein immunologisches Nachweisverfahren zur Detektion
sowie Quantifizierung von Antigenen und Antikorpern. Deren Wechselwirkung wird mithilfe
einer enzymvermittelten Reaktion sichtbar gemacht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zu-
néchst qualitative Nachweise der Immobilisierung von Laminin sowie BDNF an die Faser-
oberflache uber den ELISA durchgefiihrt. AnschlieBend wurden hiermit die angebundenen

sowie freigesetzten Mengen an BDNF quantifiziert.

Die drei haufigsten ELISA-Typen stellen der direkte, der indirekte sowie der Sandwich-ELISA
dar. Die Methode des direkten ELISAs beinhaltet zundchst die Beschichtung von Mikrowell-
platten mit dem Probenmaterial, welches das gesuchte Antigen enthalt. Im Anschluss daran
wird der Antikdrper zur Detektion zugegeben und formt einen Komplex mit dem Antigen. Da
dieser Antikorper mit einem Enzym konjugiert ist, erlaubt er die Umsetzung eines Substrates
in ein detektierbares Signal aufgrund einer anschlieRenden Farbreaktion. Als Vorteil dieser
Methode stellt sich die schnelle Durchfihrung heraus, da nur ein Antikorper angewendet wer-
den muss. Die mogliche niedrige Signalstarke ist jedoch nachteilig. Im Gegensatz zur ersten
Methode beinhaltet der indirekte ELISA zwei Schritte. Zun&chst bindet ein primarer Antikor-
per an das Antigen, wonach ein Enzym-markierter, sekundarer Antikorper den ersten Antikor-
per erkennt und an diesen bindet. Zuletzt schlieRt sich auch hier eine Farbreaktion an. Die
resultierende Signalverstarkung durch Anbindung mehrerer Antikorper kann hier als vorteil-
haft angesehen werden, es kann jedoch zu starken unspezifischen Hintergrundsignalen kom-

men. Die dritte Methode des Sandwich-ELISAs misst die Menge an Antigenen zwischen zweli
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Lagen von Antikorpern. Hierbei ergibt sich jedoch die Einschrankung, dass das Antigen min-
destens zwei Antigenbindungsstellen besitzen muss, um die zwei verschiedenen Antikdrper
anzubinden. Wenn nur geringe Konzentrationen des Antigens vorhanden sind, ist diese Me-
thode jedoch niitzlich. In der Durchfuhrung wird zunachst ein sogenannter Fangantikorper
(capture antibody) an den Untergrund angebunden. AnschlieRend wird das Antigen hinzuge-
flgt, welches an den Fangantikorper bindet. Nun erfolgen dieselben Schritte wie beim indi-
rekten ELISA.[*'S1 Im Allgemeinen beinhaltet der sekundare Antikorper eine Biotin-Einheit,
an welche im nachsten Schritt die Anbindung eines Streptavidin-Peroxidase-Komplexes folgt.
Dieser katalysiert schlieBlich die enzymatische Farbreaktion des 3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzi-
dins (TMB). Der Sandwich-ELISA ist schematisch in Abbildung 30 dargestellt.

Substrat
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin 3,3',5,5-Tetramethylbenzidindiimin
Peroxidase/H,0,/H*
r-{ = )t
Streptavidin- =

Peroxidase-Komplex g} % # & % ,
. \)

Biotinylierter
\Detektionsantikérper

\\ Antigen

l Fangantikdrper

Abbildung 30: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISAs zur Quantifizierung von BDNF.

3.3.2 In vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven und —regenerativen Effekt

von BDNF mit Spiralganglienzellen

Um sowohl den neuroprotektiven als auch den regenerativen Effekt von BDNF-beladenen Fa-
sern und freigesetzten Wirkstoffmengen zu untersuchen, wurden Zelltests mit Spiralganglien-

zellen durchgefihrt.

Gewinnung der Spiralganglienzellen. Die Spiralganglienzellen (SGZs) wurden aus den
Cochleae von neonatalen Sprague Dawley-Ratten (postnatale Tage 3-5) nach einem bereits
beschriebenen Protokoll von Wefstaedt et al.[*'l isoliert. Hierbei wurde zunachst die Cochlea
heraus prapariert und anschlielend das Spiralganglion von der Stria vascularis und dem Corti-
Organ abgetrennt. Die Spiralganglionstrange wurden dann sowohl enzymatisch als auch me-

chanisch dissoziiert. Hierzu wurde die HBSS-L6sung (Hanks “ Balanced Salt Solution), in der
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sich die SGZs befanden, abgenommen, um anschlielend 2 mL erwdrmte Verdaul6sung dazu-
zugeben. Diese besteht aus HBSS mit 0.1 % Trypsin und 0.01 % DNase (Desoxyribonukle-
ase), Es folgte eine 16-minutige Inkubation bei 37 °C unter intermittierendem Schitteln mit
einer darauffolgenden Entfernung der Verdaulosung. Die Zellen wurden nun mit 200 pL war-
men FCS (fetal calf serum, fetales Kéalberserum) versetzt, um den Verdau zu stoppen. An-
schlieBend wurde dreimal mit jeweils 1 mL serumfreiem Medium gewaschen, indem dieses
zunachst hinzugegeben und gleich darauf wieder abgezogen wurde. Hiernach wurde 1 mL se-
rumfreies Medium hinzugegeben, welches zum mechanischen Verdau ca. 60 x auf- und abge-
zogen wurde. Es handelte sich hierbei um das SGZ-Standardmedium bestehend aus Panserin
401, HEPES (25 mM, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure), Glucose
(6 mg-mL™?), Penicillin (30 U-mL™), N-2-Zusatz (3 pg-mL™?) und Insulin (5 pug-mL™?). Die
Anzahl an lebenden Zellen wurde nun mithilfe der Neubauer-Zahlkammer und des Trypan-
blau-Ausschlusstests bestimmt. Hierzu wurden 10 pL der Zellsuspension mit 10 uL Trypan-
blau verdinnt, um 10 yL des Gemisches in die Neubauer-Zahlkammer zu geben. Pro Well
(96-Wellplatte) wurden letztendlich 10000 Zellen in 50 pL Medium hinzugegeben.

Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglienzellen. Die verwendeten 96-Wellplatten wur-
den zunachst mit Poly-D / L-Ornithin (0.1 mg-mL™*) und Laminin (0.01 mg-mL™?) beschich-
tet, um das Anwachsen der Zellen zu erleichtern. Anschlielend wurden in die beschichteten
Wells 50 pL Zellsuspension sowie 50 pL der zu untersuchenden Probe gegeben. Bei den Pro-
ben handelte es sich zum einen um die Release-Uberstande. Zusatzlich wurden verschiedene
Konzentrationen an reiner Glykolséure, einem Bestandteil der verwendeten Polymerfasern, in
ihrer Wirkung auf die Uberlebensrate der SGNs getestet. Zum anderen wurden (beschichtete)
Fasern verwendet, wobei hier jeweils 1 Stiick der Faser (Lange: 7 mm, entspricht Durchmesser
des Wells) an den Boden der 96-Wellplatte gelegt wurde. Da es sich hierbei um einen Feststoff
handelte, wurden zusétzlich 50 pL des Zellkulturmediums hinzugegeben. Die detaillierte Be-
schreibung der Probenpraparation erfolgte in Kapitel 3.1.11. Nach einer Inkubation von 48 h
bei 37 °C wurden die Zellen mithilfe einer 1:1 Mischung aus Aceton und Methanol fiir 10 min
fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und in 150 puL PBS bei 4 °C bis zur Féarbung aufbewahrt.
Neben den zu untersuchenden Proben befanden sich zusatzlich Kontrollen auf der Zellkultur-
platte. Hierbei handelte es sich neben der Einsaatkontrolle, bei der die Fixierung schon nach
4 h erfolgte, um eine Negativkontrolle (SGZ-Standardmedium), eine Positivkontrolle (SGZ-
Standardmedium mit einem BDNF-Zusatz von 50 ng-mL™1) und eine weitere Kontrolle beste-
hend aus einem 1:1-Gemisch aus PBS (+0.1 % BSA) und serumfreien Medium. Letztere
diente neben den Standardkontrollen (Positiv- und Negativkontrolle) als zus&tzliche Kontrolle,

da alle zu untersuchenden Proben auf einer PBS (+0.1 % BSA)-Ldsung basierten.

Bestimmung der Uberlebensrate und der Neuritenlange der Spirlaganglienneurone. Um

sowohl die Uberlebensrate als auch die Neuritenlange der Neurone zu bestimmen, mussten
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diese zunéchst aus der Mischkultur von Neuronen, Gliazellen und Fibroblasten identifiziert
werden. Dazu wurden sie mithilfe des Vectastain Elite ABC Kits nach einem bereits beschrie-
benen Protokoll angefarbt.[1® Zunachst erfolgte die Anbindung des priméren Neurofilament-
Maus-Antikorpers (monoklonal, 200 kDa) und anschlieBend die des sekundéaren, biotinylier-
ten Antikorpers und eines Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes. Die Antikdrperkomplexe
wurden letztendlich durch die Zugabe von Diaminobenzidin angeféarbt. Es wurden lediglich
tiberlebende Neurone als Neurofilament-positiv bezeichnet, wenn sie eine Neuritenldnge von
mindestens dreimal jener des Zellkorperdurchmessers (Soma) aufwiesen.“*’l Die Visualisie-
rung der Neurone erfolgte mit dem inversen Mikroskop des Typs CKX41 der Firma OLYMPUS.
Um den neuroprotektiven Effekt des BDNFs zu bestimmen, wurde die Uberlebensrate der
SGNs bestimmt, indem die Anzahl der Giberlebenden SGNs nach 48 h zur Anzahl der Neurone
in der Einsaatkontrolle ins Verhaltnis gesetzt wurde. Der neuroregenerative Effekt wurde er-
mittelt, indem die funf langsten Neurone eines Wells (ein Neuron im Zentrum und vier Neu-

rone im Umkreis) ausgewéhlt und mit der Software CellP vermessen wurden.

Durchgefuhrt wurden die Zellkulturuntersuchungen mit den Spiralganglienzellen im Rahmen
einer Kooperation des Exzellenzclusters Hearing4all von DR. JENNIFER HARRE, die der Ar-
beitsgruppe von PROF. ATHANASIA WARNECKE (Medizinische Hochschule Hannover, Klinik
fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde) angehort.

Statistische Analyse. Die Daten der in vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven sowie —
regenerativen Effekt von BDNF auf SGNs wurden mit dem Programm GraphPad Prism 5 hin-
sichtlich der Statistik analysiert. Zun&chst wurde eine Einweganalyse der Varianz (one-way
analysis of variance; ANOVA) und anschlieBend ein Bonferroni’s Mehrfachvergleichstest
(multiple comporison test) durchgefiihrt. Hierbei wurden p-Werte von weniger als 0.05 als
statistisch signifikant angesehen. Es wurde mindestens zwischen zwei unabhé&ngigen Ansdtzen
(N) und mindestens einer Dreifachbestimmung (Triplets) jeder Probe (n) gemittelt. Die ent-
sprechenden Fehlerbalken in den Ergebnissen zeigen den Standardfehler des Mittelwertes an.
Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt angegeben: n.s. = nicht signifikant, * p < 0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

3.3.3 In vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven und —regenerativen sowie

richtungsweisenden Effekt von BDNF mit Spiralganglionstrangstiicken

Um zu untersuchen, welchen Effekt die mit BDNF und HS beladenen Fasern auf die Neuri-
tenaussprossung von Spiralganglionstrangstiicken haben, wurden entsprechende Zellkulturun-
tersuchungen durchgeftihrt. Hierbei wurde insbesondere untersucht, ob BDNF richtungswei-

sende Eigenschaften fiir die Neuritenaussprossung aufweist.
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Gewinnung der Spiralganglionstrangstticke. Die Gewinnung der Spiralganglionstrangstu-
cke aus neonatalen Ratten (Sprague Dawley) erfolgte analog zu der in Kapitel 3.3.2 beschrie-
benen Methode zur Gewinnung der einzelnen SGN. Der Unterschied bestand jedoch darin,
dass fur die Strange keine Vereinzelung / Verdau durchgefuhrt wurde. Jedes Spiralganglion
wurde in 4-5 kleine Stiicke mit einer Lange von 0.2 — 0.4 mm zerteilt.

Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglionstrangstiicken. Es wurden verschiedene
Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglionstrangstiicken durchgefiihrt. Die ersten Tests er-
folgten in einzelnen Petrischalen mit einem Durchmesser von 34 mm. Diese wurden zunéchst
in der Mitte mit Poly D / L-Ornithin (0.1 mg-mL™1) sowie Laminin (0.01 mg-mL1) beschich-
tet, um das spatere Anwachsen der Zellen zu erleichtern. AnschlieRend wurden gegeniiberlie-
gend an den Rand der Petrischale zwei beschichtete Fasern geklebt. Hierfiir wurde medizini-
sches Wachs verwendet. Nachdem 1 mL des Zellkulturmediums hinzugegeben wurde, konn-
ten jeweils 4-5 Spiralganglienstrangstiicke in die vorbeschichtete Mitte der Petrischale gege-

ben werden. Der Aufbau des Experiments ist in Abbildung 31 zu sehen.

Abbildung 31: Aufbau des Zellkulturexperiments mit zwei beschichteten Fasern. Das ,,x* gibt an, welche Faser
mit BDNF beladen ist. Der markierte Bereich in der Mitte wurde vorbeschichtet. Hier wurden die Spiralganglion-
strangstiicke positioniert.

Um das richtungsabhéngige Aussprieen der Neuriten noch gezielter zu untersuchen, wurde
ein modifizierter Zelltest angeschlossen. Hierbei wurde lediglich eine Faser in eine dafiir vor-
gesehene Teflonhalterung (siehe Abbildung 32) gespannt, sodass sie spater in der Petrischale
(Durchmesser von 60 mm) an der Seite platziert war. Die Petrischale wurde ebenfalls in der
Mitte vorbeschichtet, sodass nach Zugabe des Zellkulturmediums (3 mL) jeweils 4-5 Spiral-

ganglionstrangstiicke anwachsen konnten.
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Abbildung 32: Aufbau des Zellkulturexperiments mit einer beschichteten Faser. Links ist die eingespannte Faser
in einer dafiir vorgesehenen Teflonhalterung zu sehen. Das rechte Bild zeigt den Aufbau eingebettet in eine Zell-
kulturschale, befillt mit Medium. Die Spiralganglionstrangstiicke werden auf die vorbeschichtete, markierte Stelle
gegeben.

In einem dritten Ansatz wurde getestet, ob eine hohere, lokale Konzentration der Biomolekiile
einen starkeren Effekt auf die Spiralganglienneuronen ausiibt. Hierzu wurden die Experimente
in 6-Wellplatten mit einem Durchmesser von 35 mm durchgefihrt. In diesem Fall wurde die
eine Hélfte der Schale wieder auf die gleiche Weise mit Poly D / L-Ornithin sowie Laminin
vorbeschichtet. Es wurden anschlieRend jeweils flinf Fasern in eine zugehorige Teflonhalte-
rung (siehe Abbildung 33) eingespannt und nach Zugabe von 1 mL Zellkulturmedium in die
Petrischale gegeben. Die Fasern befanden sich allesamt auf der unbeschichteten Seite der Pet-
rischale. Anschlieend wurden auf die beschichtete Seite 4-5 Spiralganglionstrangstiicke ge-
geben. Die detaillierte Beschreibung der Probenpréparation erfolgte in Kapitel 3.1.11.

Abbildung 33: Aufbau des Zellkulturexperiments mit flinf beschichteten Fasern. Links sind die eingespannten
Fasern in einer dafuir vorgesehenen Teflonhalterung zu sehen. Das rechte Foto zeigt den Aufbau eingebettet in einer
6-Well-Platte. Die Spiralganglionstrangstiicke werden auf der vorbeschichteten, markierten Stelle positioniert.
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Analog zu den Zellkulturuntersuchungen mit einzelnen Spiralganglienzellen wurden die Pro-
ben der ersten beiden Zelltests fiir 48 h und die des dritten Zelltests fur 72 h bei 37 °C und 5 %
CO: inkubiert. AnschlieBend wurden die Strange ebenfalls mit einem Gemisch aus Methanol
und Aceton (1:1) fixiert. Die Neurofilamente wurden mit Diaminobenzidin bréunlich ange-
farbt und schlielich mit dem Lichtmikroskop (CKX41, OLYMPUS) untersucht. Die detaillierte
Beschreibung der Fixierung sowie Féarbung ist dem Kapitel 3.3.2 zu entnehmen. Jede Kondi-

tion wurde als Duplikat angefertigt.

Zusétzlich wurden die Versuche des dritten Ansatzes wiederholt, wobei die Strangstiicke so-
wie die ausgewachsenen Neurofilamente nunmehr mit einem Fluoreszenzfarbstoff angeférbt
wurden. Hierdurch sollte eine bessere Abhebung vom Hintergrund stattfinden, um die Neu-
rone anschliefend mittels Sholl-Analyse auswerten zu kdnnen. Zudem wurde eine Kalibrati-
onsreihe angefertigt, bei der verschiedene Mengen an BDNF (0 ng-mL™, 5ngmL™
25 ng-'mL 1,50 ng'mL?) zu den Strangstiicken hinzugegeben wurden. Auch diese Versuche
wurden mittels Fluoreszenzfarbung sowie Sholl-Analyse ausgewertet. Hierdurch soll die Wir-
kung des freigesetzten BDNFs von den Fasern auf die SGN-Strangstiicke quantitativ einge-
ordnet werden. Am Ende der Kultivierung wurden die Zellen zundchst mit einer 4 %igen, ba-
sischen Paraformaldehyd-L6sung fixiert sowie anschliefend dreimal mit jeweils 500 pl PBS
gewaschen. Hiernach erfolgte eine Permeabilisierung mithilfe von jeweils 400 pL an 0.25 %i-
ger PBT-L6sung pro Well fur 10 Minuten. Die Losung wird hergestellt, indem 1.25 mL Triton
X-100 (10 %ige Octoxinol-9-Ldsung) in 500 mL PBS geltst werden. Im Anschluss wurden
die Proben dreimal fiir jeweils 5 Minuten mit 500 pL einer 0.1 %igen PBT-LOsung gewa-
schen. Nun wurden die unspezifischen Bindungsstellen blockiert, indem jeweils 400 pL einer
Losung mit 5 % FCS sowie 0.1 % PBT zu jedem Well hinzugegeben wurden. Die Zellen wur-
den fiir 1 h bei RT inkubiert und danach dreimal fiir 5 Minuten mit 500 pL einer 0.1 %igen
PBT-L6sung gewaschen. AnschlieBend wurde ein primarer Antikdrper angebunden, indem
350 pL der Mouse anti neurofilament-Lésung (200 kDa, Verdiunnung 1:500) hinzugegeben
wurden. Die Antkikdrperverdiinnungslosung besteht aus 500 L FCS und 358 L BSA (0.7 g
BSA in 2 mL destilliertem Wasser 16sen) in 25 mL 0.1 %iger PBT-L6sung. Es fand eine In-
kubation fir 1 h bei Raumtemperatur statt. Hiernach wurden die Zellen wiederum dreimal fur
jeweils 5 Minuten mit 500 pL einer 0.1 %igen PBT-L6sung gewaschen, bevor der sekundére
Antikorper angebunden wurde. Hierzu wurden die Zellen fir 1 h bei Raumtemperatur mit
350 pL einer Losung lberschichtet, welche neben goat anti mouse alexa 488 (Jackson, Ver-
diinnung 1:500) ebenfalls DAPI (Verdiinnung 1:250) enthielt. Auch nach diesem Schritt wur-
den die Zellen nach dem zuvor beschriebenen Protokoll gewaschen sowie letztendlich in
500 uL PBS pro Well gelagert, um anschlieBend unter dem Mikroskop untersucht zu werden.

Alle Versuche fanden nach dem zuvor beschriebenen Protokoll in Duplikaten statt.
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Durchgefuhrt wurden die Zellkulturuntersuchungen mit den Spiralganglionstrangstiicken im
Rahmen einer Kooperation des Exzellenzclusters Hearing4all von Dr. JENNIFER HARRE, die
der Arbeitsgruppe von PD Dr. ATHANASIA WARNECKE (Medizinische Hochschule Hannover,
Klinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde) angehort.

Quantifizierung mittels Sholl-Analyse. Bei der Sholl-Analyse handelt es sich um eine Me-
thode zur quantitativen Analyse, die lblicherweise in neuronalen Studien zur Charakterisie-
rung der morphologischen Eigenschaften eines abgebildeten Neurons verwendet wird. Sie
wurde urspriinglich 1953 zur Beschreibung der Unterschiede im visuellen und motorischen
Kortex von Ratten entwickelt.**®! Ihr Erfinder, D. SHOLL, war daran interessiert, die Morpho-
logie verschiedener Arten von Neuronen, also einzelnen Zellen, zu vergleichen. Dabei werden
im Wesentlichen die Anzahl der Dendriten, ihre Lange und ihr Verzweigungstyp charakteri-
siert. Hierzu wird eine vorbestimmte Anzahl von konzentrischen Kreisen mit steigendem
Durchmesser um den Mittelpunkt des Zellkdrpers gelegt. AnschlieBend wird die Anzahl der
Schnittpunkte von Neuriten pro konzentrischer Schale berechnet. Hieraus bestimmt sich die

Anzahl der Auswiichse bei verschiedenen dendritischen Langen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Methode genutzt, um zu quantifizieren, welchen Effekt
BDNF sowie HS auf den Neuritenauswuchs der Spiralganglionstrangstiicke austiben. Dazu
wurde das Plugin ,,Sholl Analysis* des Bildbearbeitungsprogramms IMAGEJ genutzt.[49420]

Diesbezuglich wurde in Zusammenarbeit mit der Firma BIOVOXXEL ein Makro erstellt, wel-
ches die Fluoreszenzzellbilder zunéchst in Schwarz-Weil3-Bilder umwandelt. Hierbei wurde
die Intensitat der Bilder so veréndert, dass sich die SGN-Strangstticke besser vom Hintergrund
abheben und somit vom Programm erkannt werden. Ziel bei der Bildbearbeitung war es, neben
dem Strangstiick die gesamte Anzahl der ausgewachsenen Neuriten abzubilden. Hierbei kann
jedoch nicht garantiert werden, dass alle Neuriten von dem Programm erkannt wurden. Zu-
sétzlich sollte vorhandenes Untergrundrauschen, der sog. Debris, aus den Bildern entfernt wer-
den, da hierdurch die spétere Sholl-Analyse gestort wird. Es kdnnen sich allerdings noch ver-
bleibende Reste in dem jeweiligen Zellbild befinden, ebenso wie mdglicherweise auch Neuri-
ten(teile) unbeabsichtigt entfernt wurden. Es wurde festgelegt, dass Zell-Cluster mit einer

Gro6Re unterhalb 500 Pixeln nicht abgebildet werden.

Im zweiten Schritt fuhrt das Makro die Sholl-Analyse durch, indem konzentrische Kreise um
den Mittelpunkt den Strangstiickes gelegt werden (Abbildung 34). Diese besitzen einen Ab-
stand von 5 Pixeln. AnschlieBend werden die Schnittpunkte der Kreise mit den Neuriten er-
mittelt. Weiterhin werden in jedem Bild drei spezifische Kreise ausgewahlt, um die jeweiligen
Daten der verschiedenen Bilder miteinander in Beziehung zu setzen. Neben einem Kreis direkt
aulerhalb des Strangstiickes (10 Pixel Offset) werden zwei weitere Kreise ausgewahlt. Der

aulBerste Kreis entspricht der maximalen Neuritenldnge, der mittlere Kreis befindet sich in
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jeweils gleichem Abstand zum inneren und zum &uReren Kreis. So soll bei jeder Probe her-
ausgefunden werden, wie viele Neuriten direkt aus dem Strangstuck herauswachsen und wie
sich diese Zahl bei steigendem Abstand verdandert. Die tatsachlichen Durchmesser dieser

Kreise variieren von Experiment zu Experiment, da auch die maximale Neuritenlange variiert.
Als einfache quantitative Daten werden

o die Anzahl der Schnittpunkte des inneren Kreises
o die Anzahl der Schnittpunkte des mittleren Kreises

e der Radius des auBeren Kreises (entspricht der maximalen Neuritenlédnge)
sowie

e das Produkt aus der Anzahl der Schnittpunkte des mittleren Kreises mit dem Radius

dieses Kreises

verwendet. Letztere Grofie bezeichnen wir hier als ,,mittlere Neuritenaktivitat™. Hiermit wird
eine Gesamtaussage erhalten, welche die Aktivitéat der Neuriten eines SGN-Strangstiickes be-
schreibt und einen Vergleich der Regenerationsleistung zwischen verschiedenen Strangsti-
cken erlaubt. Zur Ermittlung wurde der mittlere Kreis gewahlt, um unabh&ngiger von duBeren
Faktoren agieren zu kdnnen. Wahrend der innere Kreis von der Grole des Strangstiickes ab-
héngt, ist die Lage des duReren Kreises sowohl vom Ausschnitt des aufgenommenen Zellkul-
turbildes sowie vom Auge des Betrachters abhangig. Obwohl sich der mittlere Kreis aus den
Grolen der anderen beiden Kreise ableitet, stellt dieser immer noch ein unabhéngigeres Maf}
dar. Neben der mittleren Neuritenaktivitat wird probehalber auch eine leicht abgewandelte
Form benutzt, bei der die Anzahl der Schnittpunkte der Neuriten mit der Abstandsdifferenz
zwischen mittlerem und innerem Kreis multipliziert wird. Diese Grofle wird als ,,mittlere nor-

mierte Neuritenaktivitit® bezeichnet.

Ausgegeben von dem Programm werden neben den bearbeiteten Bildern auch ein Plot der
Anzahl der Schnittpunkte fir alle Kreise (Abbildung 34) sowie weitere Daten zur spateren

Verarbeitung.
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Abbildung 34: Ergebnisse der Bildbearbeitung durch das generierte Makro der Firma BiovoxxEeL, welches das
Plugin ,,Sholl Analysis des Programms IMAGEJ verwendet. a) Schwarz-WeiR-Bild des Strangstlickes mit markier-
ten Neuriten(rot), nachdem es mittels IMAGEJ die Sholl-Analyse durchlaufen hat. Es sind zudem der &ufRere Kreis
der Analyse (rot) sowie drei hervorgehobene konzentrische Kreise (hellblau) abgebildet. b) Graphische Darstellung
der Anzahl der Schnittpunkte in Abhéngigkeit von der Distanz zum Mittelpunkt der Analyse mit polynomialen Fit.
AuBerdem sind die Absténde der hellblau markierten Kreise hervorgehoben. c) Bearbeitetes Bild des SGN-Strang-
stiickes mit allen konzentrischen Kreisen (hellblau) der Sholl-Analyse sowie &uBerer Grenze (rot). Es sind die
Schnittpunkte der einzelnen Kreise mit den zuvor detektierten Neuriten markiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel befasst sich mit der Auswertung der durchgefiihrten Experimente und diskutiert
die erhaltenen Ergebnisse. Zundchst werden die un- sowie amino-modifizierten Polymerfasern
als Basismaterialien fur die Anbindung sowie Freisetzung der Biomolekile HS, BDNF und
Laminin charakterisiert. Auch die Degradation der Fasern wird betrachtet. Anschlielend liegt
der Fokus auf den verschiedenen Polymerfaser-Wirkstoff-Systemen. AuBerdem werden die
Systeme auf ihre Fahigkeit im Hinblick auf ihre Anwendung in der neuronalen Regeneration
diskutiert.

Ein Teil der hier vorgestellten Ergebnisse wurde bereits in der referierten Fachzeitschrift

,,Frontiers in Bioengineering and Biotechnology* veréffentlicht.[*21]

4.1 Polymerfasern

Im Rahmen dieser Arbeit werden sowohl un- als auch amino-modifizierte Polymerfasern ver-
wendet, um die Biomolekiile anzubinden bzw. wieder freizusetzen. Die folgenden zwei Un-
terkapitel dienen dazu, die Fasern zu charakterisieren und die Einflihrung der Aminogruppen
zu préasentieren. AuBerdem wird auf die Degradation der Fasern, welche in ihrer Anwendung

im Korper als biodegradierbare Leitstruktur dienen sollen, eingegangen.

4.1.1 Charakterisierung der unmodifizierten und amino-modifizierten Polymer-

fasern

Als Plattform fiir die Anbindung sowie Freisetzung der Biomolekiile fiel die Wahl in dieser
Arbeit auf zwei verschiedene Fasertypen. Zunachst wurden Polymerfasern mit dem Namen
Glycolon® der Firma RESORBA verwendet, welche aus Polyglykolsdure und Poly-e-Caprolac-
ton bestehen. Um die Oberflache der Fasern fur spatere chemische Reaktionen zu aktivieren,
wurden die Fasern in einer Variation der Aminolyse nach ZHu et al.®*®! unterzogen. Dazu
wurden sie fur eine Stunde in einer Ethylendiamin-Lésung in Isopropanol inkubiert, nachdem
sie mit dem Kupplungsreagenz DCC sowie Stabilisator NHS behandelt wurden, um das Dia-
min kovalent an die Oberflache der Fasern anzubinden. Somit sollten freie Aminogruppen auf
den Polymerfasern generiert werden (siehe Kapitel 3.1.1). Die beiden Fasertypen werden im

Folgenden als unmodifiziert (,,Faser*) sowie amino-modifiziert (,,Faser-NH.*) bezeichnet.
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Optische Charakterisierung

Zur optischen Charakterisierung der beiden Fasertypen wurden fotographische sowie raster-
elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt, welche in Abbildung 35 zu sehen sind.

!
W 3 o —

Abbildung 35: Optische Charakterisierung der Oberfl&che der zwei verschiedenen Fasertypen. Zu sehen sind Fo-
tografien der unmodifizierten (a) sowie amino-modifizierten (d) Faser. Weiterhin sind rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahmen der Fasern in zwei VergroRerungen dargestellt: (b) und (c) unmodifizierte Fasern, (e) und (f)
amino-modifizierte Fasern. Die amino-modifizierten Fasern weisen im Gegensatz zu den unmodifizierten Fasern
eine aufgeraute Oberflache auf.

Die Fotografie der unmodifizierten Faser zeigt eine farblose sowie transparente und monofile
Polymerfaser. Die letzte Beobachtung wird durch die beiden REM Aufnahmen gestutzt, wel-
che eine Bestimmung des Durchmessers ermdglichen (245.0+0.6 um). Im Gegensatz dazu
zeigt die Fotografie der aminolysierten Faser eine leicht eingerollte sowie weil} erscheinende
Polymerfaser. Die Oberflachenverédnderung der behandelten Faser verdeutlicht sich anhand
der REM-Aufnahmen. Die Oberflache wurde aufgrund der Aminolyse teilweise zerstort, so-
dass eine blof3e Betrachtung mit dem Auge zu einer weil} erscheinenden Faser fihrt, da das
sichtbare Licht an der rauen Oberflache stérker gestreut wird. Unterstiitzend hierzu hat sich
auch der zu beobachtende Durchmesser auf 209+14 um verringert. Die auf der Oberflache
gleichmaRig verteilten Risse kénnen auf den Produktionsprozess der Fasern zurlickzufiihren
sein. Der Grund der teilweisen Zerstérung der Faseroberflache liegt in der starken Basizitét
der verwendeten Diamin-L6sung.*?2 Aus dem Vergleich der REM-Aufnahmen kann ge-
schlussfolgert werden, dass die aminolysierten Fasern eine vergroferte Oberflache aufweisen.
Dies kann die Anhaftung grélierer Mengen an Biomolekiilen nach sich ziehen. Zudem kann
die erhohte Oberflachenrauigkeit die Zellanbindung in biomedizinischen Anwendungen ver-

bessern.[56:423]
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Infrarotspektroskopie

Fur eine chemische Charakterisierung der beiden Fasertypen wurden ATR-FITR Messungen
durchgefuhrt (siehe Abbildung 36). Als Vergleich dient ein aufgenommenes IR-Spektrum der

reinen Ethylendiamin-L6sung.
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Abbildung 36: Infrarotspektrum der unmodifizierten und amino-modifizierten Fasern sowie von reinem Ethylen-
diamin. In den Spektren der beiden Fasertypen sind charakteristische Banden von Polyestern markiert. Zudem sind
in dem Spektrum der aminolysierten Fasern sowie von Ethylendiamin die Banden der Aminogruppen gekennzeich-
net. Auch die Amid I und Il Schwingung sind in dem Spektrum der amino-modifizierten Fasern hervorgehoben.

Die Spektren der beiden Fasern zeigen typische Schwingungsbanden flir Polyester, wie es
auch Polyglykolsaure und Poly-g-Caprolacton sind.[301:4034241 g erscheint in den jeweiligen
Spektren eine intensive C=0-Streckschwingung bei 1739 cm™ fiir die unmodifizierten und bei
1743 cm™ fur die amino-modifizierten Fasern. Weiterhin weisen beide Spektren eine CHy-
Deformationsschwingung (bei 1417 cm™ fiir die unmodifizierten und bei 1413 cm™ fiir die
amino-modifizierten Fasern) sowie Banden fur asymmetrische C-O-C-Streckschwingungen
auf (bei 1151 cm™? flr die unmodifizierten und bei 1163 cm™ fiir die amino-modifizierten Fa-
sern). Symmetrische C-O-C-Streckschwingungen (bei 1091 cm™ fiir die unmodifizierten und
bei 1089 cm™ fiir die amino-modifizierten Fasern) sind ebenfalls zu finden. Zudem kann die
Schwingung bei 974 cm™ der asymmetrischen C-O-C-Deformationsschwingung der Ester-
gruppen der beiden Fasertypen zugeordnet werden. Auch die C-H-Deformationsschwingung
bei einer Wellenzahl von 902 cm™* kann sowohl den un- als auch den amino-modifizierten
Fasern zugeordnet werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen somit, dass die Fasern, wie
erwartet, aus Kohlenwasserstoffen mit Estergruppen bestehen. Bei einem Vergleich mit den

Infrarotspektren aus der Literatur deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass PGA
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der Hauptbestandteil dieser Polymerfasern ist.“?! Zugehorige IR-Spektren von PCL weisen
vor allem im Bereich von 1250 cm™ bis 1450 cm™ zusatzliche Schwingungsbanden auf, %2
welche weiteren C-H-Schwingungen zugeordnet werden konnen. %3 Weiterhin wird durch die
Ergebnisse bestatigt, dass sich die chemische Zusammensetzung der aminolysierten Fasern
nach der Behandlung mit Ethylendiamin nicht signifikant ge&ndert hat. Nichtsdestotrotz er-
scheinen im Spektrum dieser Fasern einige zuséatzliche Banden, welche die erfolgreiche Ami-
nomodifizierung bestétigen. Zundachst ist hier eine breite IR Bande mit geringer Intensitét zwi-
schen 3700 cm™ und 3100 cm™ zu sehen, welche symmetrischen und asymmetrischen NH,-
Streckschwingungen zugeordnet werden kann. Das Spektrum der aminolysierten Fasern zeigt
zusétzlich eine intensive Bande bei 1660 cm™, welche der C=0-Streckschwingung der Amid-
gruppe angehort (Amid-1-Bande). Hier kann eine leichte Schulter zu kleineren Wellenzahlen
identifiziert werden, welche der NHz-Deformationsschwingung der priméaren Aminogruppe
des oberflachengebundenen Ethylendiamins zugeschrieben werden kann. Weiterhin kann die
intensive Bande bei 1545 cm™ sowohl der C-N-H-Deformationsschwingung als auch der C-
H-Streckschwingung der Amidgruppe zugeordnet werden (Amid-11-Bande)."%3424 Somit be-
legen die vorliegenden Ergebnisse die kovalente Anbindung des Ethylendiamins an die Poly-
merfasern. Da diese Reaktion hauptséchlich an der Oberflache der Fasern stattgefunden hat,
ist diese nun mit freien Aminogruppen bestiickt. Alle Banden sind einer ausfihrlichen Tabelle
im Anhang zu entnehmen (siehe Tabelle 9).

Fluoreszenzmarkierung

Um die primdren Aminogruppen, welche einen Einfluss auf die spatere Anbindung der Bio-
molekile haben, auf der Oberflache der Fasern zu visualisieren, wurden sie sowohl mit Flu-
orescein- als auch mit Rhodaminisothiocyanat markiert. In beiden Fallen sollen die Farbstoffe
kovalent angebunden werden, indem die Isothiocyanatgruppe mit den primaren Aminogrup-
pen auf der Oberflache der Fasern reagiert. Im Gegensatz dazu kénnen die Estergruppen auf
der Polymerfaseroberflache mit den Farbstoffen FITC/RITC unter den gegebenen Bedingun-
gen keine Bindung eingehen 7410411 Vjsyalisiert wurden die Ergebnisse sowohl mit fotogra-
fischen als auch mit fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Sie sind in Abbildung 37 dar-

gestellt.
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Abbildung 37: Visualisierung der freien Aminogruppen auf der Oberflache der Fasern. Zu sehen sind fotografi-
schen Aufnahmen der mit FITC (a) bzw. RITC (d) behandelten amino-modifizierten Fasern. Zudem sind fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen dieser Fasern dargestellt: (b) amino-modifizierte Faser behandelt mit FITC, (c)
unmodifizierte Faser behandelt mit FITC, (e) amino-modifizierte Faser behandelt mit RITC, (f) unmodifizierte
Faser behandelt mit RITC.

Schon die Fotografien weisen auf eine erfolgreiche Anbindung der beiden Farbstoffe hin, da
sie die Fasern in den charakteristischen Farben von FITC bzw. RITC zeigen. Wahrend die mit
FITC modifizierten Fasern gelb erscheinen, weisen die mit RITC behandelten Fasern eine rot-
liche Farbung auf. Das Absorptionsmaximum des ersten Farbstoffes liegt bei einer Wellen-
lange von 490 nm , weswegen die Fasern gelb erscheinen. Dahingegen liegt das Absorptions-
maximum des zweiten Farbstoffes bei einer Wellenldnge von 533 nm. Folglich erscheinen die
Fasern rot. Weiterhin zeigen die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der aminolysierten
und anschlieBend mit den Farbstoffen behandelten Fasern die erwartete griine bzw. gelbe Flu-
oreszenz fir FITC (em: 525 nm) bzw RITC (Aem: 627 nm). Auch hier ist die aufgeraute Ober-
flache der Fasern zu sehen, welche schon in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
zu beobachten war (siehe Abbildung 35). Im Gegensatz dazu erscheinen die Aufnahmen der
unmodifizierten Fasern schwarz. Sie fluoreszieren folglich nicht, da hier kein Fluoreszenz-
farbstoff angebunden werden konnte. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass lediglich an die
aminolysierten Fasern ein Fluoreszenzfarbstoff angebunden werden konnte. Die Visualisie-
rung der freien Aminogruppen dient somit als ein weiterer Nachweis fir die erfolgreich durch-

gefihrte Aminolyse.
Zetapotentialmessungen

Dartiiber hinaus konnten Zetapotentialmessungen die erfolgreiche Aminolyse bestétigen. Sie
weisen auf die verédnderten Oberflacheneigenschaften der Fasern nach deren Behandlung hin,
welche fir die spatere Anbindung bzw. Freisetzung von Biomolekilen entscheidend sind. Die
Messungen wurden bei verschiedenen pH-Werten im physiologischen Bereich, in welchem
die Fasern spater im Rahmen des Cls ihre Anwendung finden sollen, durchgefiihrt und sind

graphisch in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Graphische Darstellung des Zetapotentials der unmodifizierten (grau) sowie amino-modifizierten
(gruin) Polymerfasern im physiologischen pH-Bereich. Letztere weisen ein deutlich positiveres Zetapotential auf.

In dem vorliegenden pH-Bereich unterscheiden sich die Kurven der amino- sowie unmodifi-
zierten Fasern stark voneinander. So weisen die unmodifizierten Fasern ein sehr negatives
Zetapotential auf, welches von —23.5+£0.9 mV bei pH~5 auf —36.9£1.7 mV bei pH= 7.5
sinkt. Dies kann mdglicherweise auf die Carboxylgruppen auf der Oberflache der Polymerfa-
sern zuruickzufiihren sein. Sie kénnen entweder durch die Spaltung der Estergruppen entstan-
den oder wéhrend des Herstellungspozesses nicht polymerisiert worden sein.[?°%4261 |m Gegen-
satz dazu zeigen die amino-modifizierten Fasern weitaus weniger negative Werte fur das Zeta-
potential im vorliegenden pH-Bereich. Bei einem leicht sauren pH-Wert von =5 weisen sie ein
Zetapotential von —14.0£0.4 mV auf, welches auf —25.6£1.1 mV bei pH~=7.5 absinkt. Als
Grund hierfur kann die erfolgreich durchgefiinrte Aminolyse angesehen werden, da die zu-
séatzlichen Aminogruppen einen basischen Charakter aufweisen und somit protoniert werden

konnen. Dies flihrt zu einer starker positiv geladenen Oberflache.]
Stickstoff Elementaranalyse

Um nicht nur qualitativ nachweisen zu kdnnen, dass die Aminolyse erfolgreich Aminogruppen
auf der Oberflache der Polymerfasern generiert hat, sondern ebenfalls quantitativ den Gehalt
an eingefuihrten NH2-Gruppen zu untersuchen, wurde zusétzlich eine C/N-Elementaranalyse
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Ergebnisse der C/N-Elementaranalyse sowie die sich daraus ergebenen Mengen an eingefiihrten Ami-
nogruppen pro cm? Faser. Als Vergleich aus der Literatur dienen Ergebnisse einer aminolysierten PCL Membran.

N-Gehalt / % Aminogruppen / umol-cm2
Faser 0 0
Faser-NH: 06+01 0.6
Literaturvergleich: )
Keine Angaben 0.2

Aminolysierte PCL Membran(*?2

Wéhrend die unmodifizierten Polymerfasern, wie erwartet, keinen Stickstoff aufweisen, liegt
der N-Gehalt der amino-modifizierten Fasern bei 0.6 + 0.1 %. Hieraus konnte die Menge an
verfligharen Aminogruppen auf der Oberflache der Polymerfasern pro cm? abgeschatzt wer-
den. Sie beléauft sich auf 0.6 umol-cm2. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die GroRe
der Oberflache aufgrund der hohen Rauigkeit (sieche REM Aufnahmen) nur unzureichend be-
stimmt werden konnte. Trotz alledem stellt der errechnete Wert eine erste Einschatzung dar.
Schon die Arbeitsgruppe um ZHu et al.[*?2 konnte einen Gehalt an verfligbaren Aminogruppen
auf aminolysierten PCL Membranen von 0.2 pmol-cm™2 ermitteln, um erfolgreich Biomole-
kile anzubinden. Somit liegt der im Rahmen dieser Arbeit erreichte Wert sogar tUber dem
Vergleichswert und deutet auf eine ausreichende Oberflachenmodifizierung hin, um weitere

Wirkstoffe erfolgreich anbinden zu kénnen.

4.1.2 Degradation der Polymerfasern

Die zuvor charakterisierten Polymerfasern sollen in der Anwendung im Rahmen des Cochlea-
Implantats als biodegradierbare neuronale Leitstruktur dienen. Nachdem die Neuriten somit
entlang der Fasern zur Oberflache des Implantats hingewachsen sind, haben diese ihre Funk-
tion erfullt und sollen vom Korper abgebaut sowie aufgenommen werden. Aufgrund dessen
wurden mit PGA- und PCL-Fasern aus zwei biodegradierbaren Polymeren gewahlt.[2%:4261 Um
mehr Gber den Abbau der Fasern zu erfahren, fanden zunéchst Degradationsversuche der Fa-
sern in vitro statt. Die Versuche wurden den Bedingungen im Kdorper bestmdglich angepasst.
Es folgt eine genauere Erlduterung der Experimente. Um die Ergebnisse der einzelnen Versu-
che besser miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde zunéchst pro Versuch eine kommerziell
erworbene Faser in 3 cm lange Stiicke geschnitten. Anschliel3end lagerte jeweils eines dieser
Stiicke in 2 mL einer PBS (+ 0.1 % BSA)-L6sung, welche ein physiologisches Medium dar-
stellt. Die Temperatur entsprach mit 37 °C der menschlichen Kdrpertemperatur. Nach be-

stimmten Zeitabstanden (bis 14 Wochen) wurde die Faser aus der Ldsung entnommen, mit
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Wasser gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Es folgte die Analyse der Faser sowie der
zugehorigen PBS (+ 0.1 % BSA)-L6sung im Hinblick auf die Degradation. Dieses VVorgehen
&hnelt den spateren Freisetzungsexperimenten der Fasern mit den verschiedenen Biomolekii-
len (siehe Kapitel 3.1.6), sodass die vorliegenden Versuche auch einen Hinweis auf die De-
gradation der Fasern unter Freisetzungsbedingungen geben.

Zunachst wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Fasern angefertigt, um
diese nach verschiedener Verweildauer in der umgebenden Losung zu charakterisieren. Dazu
stellt Abbildung 39 Bilder der un- sowie amino-modifizierten Fasern vergleichend dar, welche

eine kurze, mittlere sowie lange Zeit in der Losung inkubierten.

1 Woche 4 Wochen 14 Wochen

Vi
7
i)
1
[
ST

Abbildung 39: REM-Aufnahmen der un- sowie amino-modifizierten Fasern, nachdem sie 1, 4 oder 14 Wochen
bei 37 °C in PBS (+0.1 %BSA) gelagert wurden. Die Aufnahmen zeigen, dass die Fasern nach l&ngerer Lagerung
in der umgebenden Lésung briichig werden.

Faser

Faser-NH,

Die vorliegenden REM-Aufnahmen zeigen sowohl bei den un- als auch bei den amino-modi-
fizierten Fasern auftretende Risse und Briiche im Laufe ihrer Lagerung in PBS (+0.1 % BSA).
Wéhrend beide Fasertypen nach 4 Wochen lediglich einige Risse langs der Faserlange aufwei-
sen, sind nach 14 Wochen Risse sowie Faserbriiche senkrecht zur Faserlange zu beobachten.
Bei den amino-modifizierten Fasern treten diese haufiger in Erscheinung. Weiterhin ist zu
sehen, dass sich die urspriingliche Oberflachenstruktur der Fasern kaum andert. Wahrend die
unmodifizierten Fasern auch nach 14 Wochen eine glatte Oberflache aufweisen, ist bei den
amino-modifizierten Fasern nach dieser Zeit die aufgeraute Oberflachenstruktur erhalten. An-
hand der vorliegenden Bilder lasst sich zudem eine Abnahme des Durchmessers erahnen. Die
Verdanderung des Durchmessers mit fortschreitender Inkubationszeit wird in Abbildung 40
dargestellt und wurde anhand der REM-Aufnahmen ausgemessen und berechnet. Flr einen
besseren Vergleich der beiden Fasertypen untereinander wurde die prozentuale Abnahme des
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Durchmessers abhangig vom anfanglichen Durchmesser errechnet. AuRerdem stellt die Ab-
bildung den Gewichtsverlust der Fasern nach Lagerung in PBS (+0.1 % BSA) dar (ebenfalls
prozentual).

a) Verringerung des Durchmessers b) Verringerung der Masse
—— Faser —— Faser
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Abbildung 40: Graphische Darstellung der Verringerung des Durchmessers (a) sowie der Masse (b) der un- sowie
amino-modifizierten Fasern nach Lagerung in PBS (+0.1 % BSA) bei 37 °C.

Uber den beobachteten Zeitraum von 14 Wochen nimmt der Durchmesser beider Fasertypen
im Durchschnitt kontinuierlich ab, wobei die amino-modifizierten Fasern eine starkere Ab-
nahme des Durchmessers verzeichnen. Nach 14 Wochen besitzen die amino-modifizierten Fa-
sern einen Restdurchmesser von 72.6+1.3 % und die unmodifizierten Fasern einen Durchmes-
ser von 82.6+0.5 %. Zusammen mit den REM-Aufnahmen deuten die vorliegenden Ergeb-
nisse somit auf eine Degradation der Fasern hin. Aufgrund der vorherigen Modifizierung mit
den Aminogruppen und der daraus resultierenden starker angegriffenen Oberflache dieser Fa-
sern degradieren diese moglicherweise stéarker als die unmodifizierten Fasern. Auch die Mas-
senverluste beider Fasertypen mit ansteigender Inkubationsdauer in PBS (+0.1 % BSA) unter-
stiitzen die vorliegenden Resultate. Da die Fasern nach 10-wdchiger Lagerung in der umge-
benden Losung jedoch sehr briichig waren, konnten sie nicht weiter auf ihr Gewicht hin (iber-
prift werden. Insgesamt weisen jedoch die amino-modifizierten Fasern nach 6 Wochen Inku-
bation eine Restmasse von 55.6+£1.0 % und die unmodifizierten Fasern eine Restmasse von
69.0+3.0 % auf. Somit deuten auch diese Ergebnisse auf die starkere Degradation der amino-

modifizierten Fasern hin.

Die Degradation der Fasern vollzieht sich in der hydrolytischen Spaltung der Polyestergrup-
pen, welche anschlielend als Carbonsauren sowie Alkohole in das umgebende Ldsungsmittel
abgegeben werden und einen Einfluss auf den vorliegenden pH-Wert haben kdnnen.[2%426]
Aufgrund dessen wurden zusatzlich die pH-Werte der einzelnen Inkubationsldsungen nach

Entnahme der Fasern vermessen (siehe Abbildung 41).



4 Ergebnisse und Diskussion 87

a) b)
751 —— Faser-NH,
o —— Faser
7.0 \e
] b - R—Céo + O
1 : H™ H
6.5 \. i ° "\o—R'
a ]
o
6.0- \
] o
¢O
55 —> R—CZ * HO—R
N\
OH
5.04 °
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit | Wochen

Abbildung 41: Graphische Darstellung der pH-Werte der Inkubationsldsungen der un- sowie amino-modifizierten
Polymerfasern, nachdem diese nach definierten Zeitpunkten aus der Ldsung entnommen wurden. Es ist eine Ab-
nahme der pH-Werte mit steigender Inkubationszeit zu erkennen (a). Schematische Darstellung der Reaktionsglei-
chung zur Esterhydrolyse der Faser in wissrigem Medium. Hierbei beschreiben R sowie R die zwei verschiedenen
Kohlenwasserstoffreste (b).

Anhand der vorliegenden Grafik ist zu erkennen, dass der pH-Wert in der umgebenden Lésung
der un- sowie amino-modifizierten Fasern sinkt, je langer die Fasern inkubiert wurden. Wah-
rend sich bei den unmodifizierten Fasern eine kontinuierliche Abnahme des pH-Wertes zeigt,
sinkt dieser bei den amino-modifizierten Fasern zundchst starker und anschliefend schwacher-
ab. Insgesamt unterstiitzen diese Beobachtungen die Annahme einer fortschreitenden Degra-
dation der Polymerfasern, indem ihre Estergruppen hydrolytisch gespalten und die Produkte
u. a. als Carbonsauren in das umgebende Losungsmittel abgegeben werden.[?%42¢1 Dadurch
verringert sich dessen pH-Wert. Wahrend die Lésung der unmodifizierten Fasern nach 14 Wo-
chen einen pH-Wert von 5.0 aufweist, bringt diejenige der amino-modifizierten Fasern einen
pH-Wert von 6.5 hervor. Der Unterschied lasst sich durch den Einfluss der basischen Amino-
gruppen erklaren. Diese wirken den Carbonséuren verstarkt entgegen, sodass die pH-Ab-
nahme schwécher ausféllt. Es ist zu vermuten, dass sich auch oberflachengebundes Ethylen-

diamin durch die hydrolytische Esterspaltung abldsen kann.

Um diesen Effekt weiter zu untersuchen und zudem festzustellen, inwieweit sich die chemi-
sche Zusammensetzung der Fasern uber die Zeit dndert, wurden IR-Spektren der Fasern nach
der jeweiligen Inkubationszeit aufgenommen. Abbildung 42 zeigt die graphische Darstellung

der IR-Aufnahmen der un- sowie amino-modifizierten Fasern zu verschiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 42: Graphische Darstellung der IR-Aufnahmen der unmodifizierten (a) sowie amino-modifizierten (b)
Fasern, nachdem sie fiir verschiedene Zeiten in PBS (+0.1 % BSA) inkubierten. Die chemische Komposition der
Fasern bleibt im Allgemeinen erhalten. Anhand der markierten Bereiche sind jedoch zusétzliche Schwingungsban-
den erkennbar, die auf eine Degradation der Fasern schlief3en lassen.

Die IR-Spektren der un- sowie amino-modifizierten Fasern, welche 0 bis 14 Wochen inku-
bierten, weisen unabhéngig von ihrer Lagerungsdauer in PBS (+0.1 %BSA) eine hohe Uber-
einstimmung auf. Dies lasst darauf schlielRen, dass die chemische Komposition der Fasern im
Allgemeinen erhalten blieb. Trotz alledem sind bei beiden Fasertypen ein paar Verédnderungen

in den IR-Spektren zu beobachten. Diese Bereiche wurden in der zugehdrigen Grafik markiert.
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In den Spektren beider Fasertypen ist bei einer Wellenzahl von 1188 cm™ mit steigender In-
kubationsdauer eine zusatzliche Schulter zu beobachten. Sie bildet sich stérker aus, je langer
die Faser in der LOsung lagert. Die zusétzliche Bande ist auf eine C-O-Valenzschwingung
zuriickzufiihren, die in Anwesenheit von Alkoholen auftritt.’*%] Dies ist ein Hinweis auf die
fortschreitende Degradation der Polymerfasern durch eine hydrolytische Spaltung der vorhan-
denen Estergruppen. Als Produkt entsteht hier unter anderem ein Alkohol.[?%84261 Am deut-
lichsten ist diese IR-Bande in dem Spektrum der unmodifizierten Faser, welche fiir 10 Wochen
behandelt wurde, zu beobachten. Bei den amino-modifizierten Fasern ist diese Bande am deut-
lichsten in dem Spektrum der Faser, welche fur 6 Wochen inkubiert wurde, zu erkennen. Ent-
gegen der Erwartung ist die Bande in den IR-Spektren der Fasern, welche flr eine langere Zeit
inkubiert wurden, etwas weniger stark ausgepragt. Der Grund hierfir liegt in der Beschaffen-
heit der Probe. Von der unmodifizierten Faser liegen nach 14 Wochen und von der amino-
modifizierten Faser schon nach 10 Wochen nur noch wenige, kleine Bruchstiicke vor. Im Ge-
gensatz zu den IR-Messungen zuvor kann somit nicht mehr die Faser als Ganzes vermessen
werden. Dadurch ergeben sich Abweichungen in den Ergebnissen. Weiterhin weisen die Spek-
tren beider Fasertypen eine zusatzliche aufkommende Bande bei 1616 cm™ auf. Sie kann einer
antisymmetrischen C=0-Streckschwingung zugeordnet werden, welche in Anwesenheit von
Carboxylatgruppen auftritt.“%*! Auch dies weist auf die fortschreitende Degradation der Fasern
hin, bei der neben dem Alkohol durch die hydrolytische Esterspaltung ebenfalls eine Carbon-
saure entsteht.[2%4281 Der niedrige pH-Wert im sauren Bereich (siehe Abbildung 41) deutet auf
eine Deprotonierung dieser Gruppe hin. Wie zuvor beschrieben, weisen die IR-Spektren der
unmodifizierten und amino-modifizierten Fasern ab einer Inkubationsdauer von 14 bzw. 10
Wochen eine geringere Intensitat der Bande auf, da die Probe sehr stark degradiert vorliegt
und somit die Faser nicht mehr als Ganzes vermessen werden konnte. Bei den Spektren der
amino-modifizierten Fasern ist zusatzlich zu erkennen, dass die markierten Amid-I- und —II-
Banden, welche die kovalente Anbindung des Ethylendiamins aufzeigen, mit der Zeit ver-
schwinden. Nach 6 Wochen sind sie kaum noch erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass der
Gehalt an Ethylendiamin auf der Oberflache der Polymerfasern abnimmt. Ob nach 6 Wochen
noch Aminogruppen auf der Faseroberflache zu finden sind, kann mit Hilfe der vorliegenden
Messmethode jedoch nicht ausgesagt werden. Es scheint allerdings so, dass das Ethylendiamin
durch die hydrolytische Esterspaltung ebenfalls mit abgetrennt wird. Somit zeigen auch die
vorliegenden IR-Spektren die fortschreitende Degradation beider Polymerfasertypen. Es ist
jedoch zu erkennen, dass sich die chemische Zusammensetzung der Fasern im Wesentlichen

kaum andert.

Die beobachtete Degradation der Fasern in vitro ist vergleichbar mit vorherigen Studien und
wurde schon vielfach untersucht. [8084273.298:426-428] hje jm Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Da-

ten deuten darauf hin, dass in diesem Fall eine Oberflachendegradation stattgefunden hat, da
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neben der Masse der Fasern auch der zugehorige Durchmesser abnimmt.[® Weiterhin konnten
die beobachteten Risse quer und langs zur Faserrichtung auch schon von GINDE et al.[?%1 und
CHu et al.*?" pei PGA beobachtet werden. Aus Mikrorissen entstehen demnach gréRere Risse,
die zur Fragmentierung der Faser fuhren. Durch die Risse ist es moglich, dass Wassermolekiile
besser in die Faser propagieren und den hydrolytischen Abbau fordern. Hierbei werden den
Autoren zufolge zundchst amorphe Bereiche und anschlielend kristalline Regionen im Poly-
mer hydrolysiert. Dies kann in Zukunft mit Hilfe von XRD/DSC Messungen an den vorlie-
genden Fasern tberpriift werden. Auch GINDE et al.?* gehen von einer Oberflachendegrada-
tion im Falle des PGA aus. Demgegeniber degradieren die PGA Fasern nach GoMBOTZ und
PETIT in vitro in einem bulk-Erosionsprozess. Dabei diffundiert das Wasser in die Fasern und
I6st die Hydrolyse aus.®%2%l Die entstehenden Carbonsauren konnen auf diese Weise lokal
eine saure Umgebung erzeugen, welche anschlieBend zur Autokatalyse fuhren kann. Dieser
Vorgang wurde ebenfalls schon bei PCL beobachtet.[*¢l Moglicherweise liegt bei den Fasern
in dieser Arbeit eine Kombination der Mechanismen vor. Weiterhin kann das phosphatgepuf-
ferte Medium die Hydrolyse katalytisch unterstitzen, indem das Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO,) mit den entstehenden Carbonséuren zu Natriumdihydrogenphosphat (NaH.PO.)
und dem zugehérigen Carboxylat reagiert. Da der Puffer die Abbauprodukte entfernt, verlagert
sich die hydrolytische Reaktion in Richtung einer erhdhten Hydrolyse. Dies konnte schon bei
PGA beobachtet werden.[*?8l Daher besteht die Vermutung, dass alle beschriebenen Mecha-
nismen einen Einfluss auf den Abbau sowie die Abbaurate der Fasern haben, sodass anhand
der vorliegenden Daten (siehe Abbildung 40 sowie Abbildung 41) nicht klar definiert werden
kann, nach welcher Kinetik das Material abgebaut wird. Auch in der Literatur gibt es unter-
schiedliche Ergebnisse beziiglich der Abbaurate der vorliegenden Polyester. Wahrend der Ab-
bau des PCL einer Kinetik 1. Ordnung zugeschrieben wird, 28 konnte bei PGA-Fasern eine
Abbaukinetik 2. Ordnung beobachtet werden.?®®! Da die Degradation der Polymere jedoch
von vielen Faktoren, wie der Grof3e und Form des Substrats, der Kristallinitat, der Temperatur,
dem pH-Wert sowie dem Puffer (etc.) abhéngig ist, ist eine Einordnung der zu beobachteten
Kinetik komplex. Aufgrund dessen wird weiterhin vielfach in diesem Bereich geforscht. 2984261
Zudem dienen die vorliegenden in vitro Versuche lediglich einer Abschatzung des Degradati-
onsverhaltens der Fasern, welche spéater in vivo im menschlichen Korper eingesetzt werden
sollen. Durch die verdnderten Verhaltnisse sowie den zusétzlichen Effekt der Enzyme auf die

Degradation der Polymere kdnnen sich somit andere Abbauraten ergeben.

Da die vorliegenden Fasern nach 14 Wochen zu einem Grof3teil abgebaut wurden, deuten die
erhaltenen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit insgesamt auf einen erhdhten Gehalt an PGA
gegenuber PCL in dem vorliegenden Material hin. Studien belegen den vollstandigen Abbau
von PGA aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften im Korper 4 Wochen nach Implantation,

wobei in diesem Fall auch Enzyme die Abbaurate beeinflussen konnen.?”1 Demgegeniiber
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soll sich das hydrophobere PCL erst nach 3-4 Jahren vollstandig abgebaut haben.% Auch die
IR-Untersuchungen aus dem vorherigen Kapitel 4.1.1 deuten auf einen erhohten Gehalt an
PGA hin. Die amino-modifizierten Fasern degradieren méglicherweise aufgrund ihrer hdheren
Oberflache sowie den entstandenen Mikrorissen schneller als die unmodifizierten Fasern. Dies
zeigte sich sowohl bei der Massenabnahme, der Reduzierung des Durchmessers als auch bei
der schneller zu beobachteten makroskopischen Zersetzung der Fasern nach 10 und nicht erst

nach 14 Wochen (unmodifizierte Fasern).

Fur die Anwendung im Rahmen des Cochlea-Implantats konnte somit erfolgreich gezeigt wer-
den, dass das Material im physiologischen Medium bei 37 °C Kérpertemperatur abgebaut und
folglich als Modellmaterial fir eine biodegradierbare neuronale Leitstruktur eingesetzt werden
kann. Weitere in vivo Untersuchungen wirden Aufschluss tber das Verhalten der Fasern im
Korper geben und den Einfluss von Enzymen auf die Abbaurate darlegen, sind jedoch nicht
Bestandteil dieser Arbeit.

4.1.3 Zusammenfassung

Fur ihren Einsatz als neuronale Leitstruktur im Rahmen des Cls wurden die Polymerfasern
zunachst charakterisiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Fasern zu einem hoheren
Anteil aus PGA als aus PCL bestehen. Eine Amino-Modifizierung der Oberflache sollte eine
Alternative bilden, um spéter Wirkstoffe addquat anbinden zu kénnen. Wahrend die unmodif-
zierten Fasern eine glatte Oberflache aufweisen, zeigen die Fasern nach der erfolgreichen
kovalenten Anbindung von Ethylendiamin aufgeraute Oberflacheneigenschaften sowie einen
geringeren Durchmesser. Die dadurch vergrolRerte Oberflache kann sich positiv auf die Menge
an angebundenen Biomolekilen auswirken. Zudem ist es mdglich, dass die Zelladhasion durch
eine raue Oberflache verbessert wird.[**4281 Nachgewiesen werden konnte die Amino-Modifi-
zierung qualitativ durch IR-Messungen sowie die Anbindung der Fluoreszenzfarbstoffe FITC
und RITC. Auch Zetapotentialmessungen im physiologischen pH-Bereich deuten auf die er-
folgreiche Aminolyse hin. Zudem zeigen sie die verdnderten Oberflacheneigenschaften nach
der Anbindung von Ethylendiamin auf, welche einen Einfluss auf die spétere Anbindung so-
wie Freisetzung der Biomolekiile haben. Die Oberflachenladung der Fasern verschiebt sich
nach der Aminolyse zu positiveren Werten. Letztlich konnte die Menge an eingefiihrten Ami-
nogruppen uber die C/N-Elementaranalyse abgeschétzt werden. Aufgrund vorangegangener
Studien kann angenommen werden, dass genug NH>-Gruppen generiert wurden, um einen po-
sitiven Einfluss auf die Anbindung von Wirkstoffen auszutiben.*?? In der Zukunft konnten
weitere quantitative Aussagen uber den Gehalt an eingefiihrten Aminogruppen, z. B. mit ei-
nem Ninhydrintest,*'% die spatere Anbindung der Biomolekiile optimieren, um die Anwen-
dung der Fasern im Rahmen des Cls zu verbessern. Zudem weisen die vorliegenden Ergeb-

nisse darauf hin, dass die Fasern ebenfalls als biodegradierbare Leitstruktur eingesetzt werden
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kénnen. Die in vitro Degradationsversuche zeigen den Abbau der Fasern in PBS ber einen
Zeitraum von 14 Wochen, nach denen sich das Material zu einem GroRteil zersetzt hat. Da mit
fortlaufender Zeit nicht nur die Masse der Fasern, sondern zusatzlich der Durchmesser der
Fasern sank, wird eine Oberflachendegradation vermutet. Die entstandenen Risse in der Faser
lassen jedoch vermuten, dass zudem ein Bulk-Erosionsprozess stattgefunden hat. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit kann anhand von IR- sowie pH-Wert-Messungen des umgebenden Lo-
sungsmittels geschlussfolgert werden, dass die Fasern durch eine hydrolytische Esterspaltung
abgebaut werden. Da die Fasern, wie zuvor beschrieben, schon nach wenigen Wochen fast
vollstdndig degradieren, wird die Vermutung bestétigt, dass sie hauptsachlich aus dem hydro-
phileren PGA zusammengesetzt sind.[?*’1 Zudem ist zu beobachten, dass die amino-modifi-
zierten Fasern schneller abgebaut werden als die unmodifizierten Fasern. Zusétzlich 16st sich
auch ein Teil der Oberflachenmodifikation nach einigen Wochen von den amino-modifizierten
Fasern. Welche Mengen jedoch weiterhin auf der Oberflache vorhanden sind, ist zu diesem
Zeitpunkt noch nicht geklart und muss genauer untersucht werden. Insgesamt stellen sowohl
die unmodifizierten als auch die amino-modifizierten Fasern ein geeignetes Modellmaterial
fiir eine biodegradierbare neuronale Leitstruktur im Rahmen des Cochlea-Implantats dar, wel-

che somit fir die Immobilisierung verschiedener Biomolekiile genutzt werden kann.

4.2 Dekoration der Polymerfasern mit dem Glykoprotein der extrazellula-

ren Matrix: Heparansulfat

Im Rahmen des Cls werden die zuvor charakterisierten Polymerfasern als Basismaterialien flr
ein zukinftiges neuronales Leitsystem verwendet. Um das Entlangwachsen der Spiral-
ganglion-Neuriten entlang dieser Fasern zu fordern, werden sie mit HS beschichtet. Fest an-
gebunden an die Fasern soll es die extrazelluldre Matrix imitieren. Somit beschaftigen sich die
folgenden Kapitel mit der stabilen Immobilisierung des Biomolekils auf den beiden Polymer-

faser-Typen.

4.2.1 Immobilisierung von Heparansulfat

Um die Anbindung des HS an die Polymerfasern besser zu verstehen, wird es zunéchst genauer
charakterisiert. Da es sich bei dem Molekiil um ein saures Polyanion handelt, gehort es zu den
geladenen Polymeren, deren Struktur sich durch auRere Einflisse andern kann.[ Da inner-
halb der vorliegenden Arbeit mit HS in wéssrigen Medien mit verschiedenen pH-Werten ge-
arbeitet wurde, sollte untersucht werden, inwieweit sich die GroRe des Molekils mit dem pH-
Wert dndert. Dazu wurden DLS-Messungen von geldstem HS in wassrigen Medien bei ver-
schiedenen pH-Werten angefertigt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 43 darge-
stellt.
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Abbildung 43: Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers von HS bei verschiedenen pH-Werten (4.5 bis
7.5) in Wasser mittels DLS (a). Zusétzlich sind die Maximalwerte des hydrodynamischen Durchmessers in Abhén-
gigkeit des verwendeten pH-Wertes dargestellt (b). Resultierend daraus wurde die Faltung der HS-Polymerstrange
bei verschiedenen pH-Werten visualisiert (c). Schematische Darstellung: Die Polymerstrdnge des HS liegen bei
niedrigen pH-Werten aggregiert und bei htheren pH-Werten einzeln bzw. weniger aggregiert vor.

Sowohl anhand der einzelnen DLS-Messungen bei verschiedenen pH-Werten (Abbildung 43
links) als auch anhand der zusammenfassenden Grafik, welche die Abhéngigkeit des hydro-
dynamischen Durchmessers vom verwendeten pH-Wert zeigt (Abbildung 43 rechts oben), ist
eine Veranderung der GréRe des HS zu erkennen. Wéhrend der hydrodynamische Durchmes-
ser im sauren Milieu mit d = 200 nm vergleichsweise hoch liegt, sinkt er bei htheren pH-Wer-
ten ab. Bei einem pH-Wert von 5.5 liegt er nur noch bei etwa 38 nm, bei einem pH-Wert von
6.5 bei ca. 48 nm und bei einem pH-Wert von 7.5 ist er bei ungefahr 76 nm angesiedelt. Mit
steigendem pH-Wert erhéht sich jedoch die Standardabweichung bzw. die einzelnen Messer-
gebnisse weichen starker voneinander ab. Bei niedrigen pH-Werten liegen die Sulfat- sowie
Séuregruppen des Polysaccharids protoniert vor, sodass die Ladung geringer ausfallt. Dies
kénnte zu einer Aggregation der Molekile fihren. Der gemessene hydrodynamische Durch-
messer steigt an. Da HS zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den OH-Gruppen
ausbilden kann, ist dieses Verhalten sehr wahrscheinlich. Demgegentiber werden die sauren
Gruppen von HS bei héheren pH-Werten deprotoniert, sodass die entstehenden negativen La-
dungen einer Aggregation entgegenwirken. Somit wird ein geringerer hydrodynamischer
Durchmesser bestimmt.[?°! Visualisiert worden ist dieser Prozess in Abbildung 43 unten

rechts. Verglichen mit der Literatur, bei der nach Angaben von RABENSTEIN et al.[® ein HS-
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Strang eine Lange von bis zu 160 nm aufweist, fallen die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen
GroRen von nicht aggregiertem HS niedriger aus. Moéglicherweise liegt dies daran, dass ein

Polymerstrang verschiedene Konformationen einnehmen kann.
Nachweis des angebundenen Heparansulfats mittels Toluidinblau-Test

Das nun charakterisierte HS sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit kovalent an die unmo-
difizierten sowie amino-modifizierten Fasern angebunden werden, indem diese fiir 24 h bei
4 °C in einer 200 uM Losung des Wirkstoffes mit EDC und NHS in MES Puffer inkubiert
wurden. In einer Variation des Experiments wurde untersucht, inwieweit sich HS ohne Kupp-
lungsreagenzien an die Fasern anlagert. Als qualitative Nachweismethode fir die erfolgreiche
Anbindung des HS diente der Toluidinblau-Test.[36:37%4121 Nach der Inkubation der behandel-
ten Fasern in einer Toluidinblau-Farbstofflésung wurde die restliche Extinktion des Farbstoffs
mittels UV-Vis-Spektroskopie bei 631 nm vermessen. Nach MACINTOSH? bildet TB einen
Komplex mit den veresterten Schwefelsauregruppen des HS. Somit bindet es an das auf den
Fasern gebundene Polysacharid und wird aus der umgebenden Losung entfernt, was in einer
geringeren Extinktionsrate des TB in der umgebenden Lésung resultiert. Abbildung 44 stellt
die erhaltenen Extinktionsrraten graphisch dar. Unterstutzend stellt Tabelle 4 die zugehdrigen
Werte dar. Fiir einen besseren Vergleich untereinander wurden die Extinktionsraten der Pro-
ben ohne HS jeweils auf 100 % festgelegt. Die erhaltenen Intensitéten der zugehdrigen Proben
mit HS wurden entsprechend prozentual berechnet.
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Abbildung 44: Graphische Darstellung der Intensitat der relativen Extinktion der TB-Ldsungen nach dem zuge-
horigen Testverfahren in Prozent. Links: Ergebnisse der Proben unter Zuhilfenahme der Kupplungsreagenzien
EDC/NHS (kov.). Rechts: Ergebnisse der Proben ohne Nutzung der Kupplungsreagenzien. Die Ergebnisse der Pro-
ben ohne HS wurden fiir einen systematischen Vergleich auf 100 % gesetzt. Die anderen Ergebnisse wurden jeweils
prozentual angeglichen. Die Ergebnisse der Proben mit EDC/NHS zeigen eine verminderte Extinktionsrate fur die
Proben mit HS verglichen mit den Proben ohne Biomolekiil. Die Resultate der Proben ohne EDC/NHS weisen
diesen Trend jedoch nicht auf.
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Tabelle 4: Vergleich der Intensitaten der Extinktionsraten der TB-L&sungen nach dem zugehdérigen Testverfahren
in %. Es sind die Ergebnisse der un- sowie amino-modifizierten Fasern, welche mit (kov.) bzw. ohne EDC/NHS
und HS behandelt wurden, dargestellt.

Intensitat der Extinktion der TB-Ldsung / %

Faser-Typ’
Mit Heparansulfat Ohne Heparansulfat
Faser(-HS)(kov.) 64.8+7.1 100+ 9.7
Faser-NH2(-HS)(kov.) 58.6+2.9 100+£5.8
Faser(-HS) 1144+ 13.3 100 £4.2
Faser-NHz(-HS) 94.0+21.9 100 +£12.9

Die Ergebnisse der Versuche unter Zuhilfenahme der Kupplungsreagenzien EDC/NHS der
un- sowie amino-modifizierten Fasern dhneln sich sehr. In beiden Fallen liegen die Intensitaten
der gemessenen TB-Ldsungen, welche in Kontakt mit den HS-Fasern kamen, unter den erhal-
tenen Intensitaten der TB-Ldsungen, in welchen lediglich die Kontrollproben ohne HS inku-
biert wurden. Fir die unmodifizierten Fasern mit HS wurde eine Intensitat der TB-Ldsung von
64.8 + 7.1 % erhalten, wohingegen die zugehdrigen Kontroll-Fasern inkl. Standardabwei-
chung eine gemessene TB-Intensitat von 100 £+ 9.7 % erzeugten. In Anlehnung daran zeigte
auch die TB-Ldsung, in welcher die amino-modifizierten Fasern mit HS (58.6 + 2.9 %) inku-
biert wurden, eine geringere Extinktionssrate als ihre Kontrollprobe (100 + 5.8 %). Die Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass das TB einen Komplex mit dem HS auf den Fasern eingegangen
ist und somit aus der umliegenden L&sung entfernt wurde, sodass eine geringere Intensitét an
Farbstoff gemessen wurde. Somit gibt die Messung einen Hinweis darauf, dass beide Faser-
Typen erfolgreich mit dem Biomolekiil unter Zuhilfenahme von EDC/NHS beschichtet wur-
den. Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Standardabweichungen liegen die erhaltenen In-
tensitatswerte der TB-Ldsungen fiir die un- sowie amino-modifizierten Fasern im gleichen
Bereich. Mdglicherweise wurden somit auch vergleichbare Konzentrationen an HS angebun-
den. Dies kann mithilfe des lediglich qualitativ vorliegenden Tests jedoch nicht genau festge-

stellt werden.

7 Die Klammern in dieser Spalte dienen der Tatsache, dass es sich bei den Proben um Fasern sowohl
mit als auch ohne HS handelt. Die genaue Zuordnung ist den rechten Spalten der Tabelle zu entnehmen.
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Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse der Proben ohne Nutzung der Kupplungsreagenzien
einen anderen Trend. Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen liegen die gemesse-
nen Intensitaten der umgebenden TB-Ldsungen, welche in Kontakt mit den HS-Fasern kamen,
nicht unter denjenigen der Kontrollproben. Die Proben der unmodifizierten Fasern mit HS
(114.4 £ 13.3) weisen sogar hohere TB-Extinktionsraten als ihre Kontrolle auf (100 * 4.2).
Dahingegen liegen die Intensitatswerte der Proben der amino-modifizierten Fasern mit HS
(94.0 £ 21.9) unter Beriicksichtigung der Standardabweichung im gleichen Bereich wie ihre
Kontrolle (100 + 12.9). Somit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Anbindung des He-
paransulafts an die Polymerfasern ohne EDC/NHS nicht erfolgreich war. Die Kupplungsrea-
genzien sind nach den vorliegenden Resultaten somit maRgeblich fiir die Dekoration der Fa-
sern mit HS verantwortlich. Mdglichweise konnten in den Versuchen ochne EDC/NHS auch
nur sehr geringe, mit diesem Verfahren nicht messbare Mengen des Biomolekils immobili-
siert werden. Mithilfe des vorliegenden, qualitativen TB-Tests kann dariiber jedoch keine ge-
naue Aussage getroffen werden. Hierfur benétigt es eine quantitative Ausflihrung des Tests,
welche schon von TEBBE et al.**®l durchgefiihrt wurde und auf die beschichteten Fasern in

Zukunft angepasst werden kann.

Um genauere Aussagen dariiber treffen zu koénnen, ob und wie viel HS an die zwei Faser-
Typen mit bzw. ohne Kupplungsreagenzien angebunden wurde, war es im Rahmen dieser Ar-
beit moglich, dieselben Inkubationsversuche mit fluoreszenzmarkiertem HS durchzufiihren.
Anschliefend wurde der Gehalt an immobilisiertem HS indirekt Uber Fluoreszensmessungen
der Uberstandslésungen bestimmt. Fir die Versuche mit EDC/NHS war dies jedoch nicht
mdglich, da die Kupplungsreagenzien das Fluoreszenzsignal stérten und die gemessenen In-
tensitéten stark verringerten. Unter Zuhilfenahme von EDC/NHS verringerte sich das Fluores-
zenzsignal des detektierten HS (cains. = 100 pug-mL™) um mehr als die Halfte (von
Inns = 53672 a.u. auf In. ns mitebcinks = 2133.5 a.u.). Im Gegensatz dazu war eine Bestimmung
flr die Versuche ohne Kupplungsreagenzien mdglich. Sowohl fur die un- als auch fir die
amino-modifizierten Fasern ergab sich jedoch, dass kein HS angebunden werden konnte bzw.
die Mengen an angelagertem HS zu gering waren, um detektiert zu werden. Zusammen mit
den Ergebnissen aus dem TB-Test liegt somit die Vermutung nahe, dass eine Anlagerung des
Wirkstoffes ohne Kupplungsreagenzien nicht bzw. nur unzureichend mdglich ist. Unterstiit-
zend hierzu sind die erhaltenen Oberflachenladungen der un- sowie amino-modifizierten Fa-
sern zu betrachten (siehe Abbildung 38 und Abbildung 45). Beide Faser-Typen weisen im
untersuchten pH-Bereich bis 4.5 ein negatives Zetapotential auf. Auch die Inkubationen in
MES (pH = 4) bzw. Wasser (pH = 5) fanden im leicht sauren Milieu statt. Folglich kann ver-

mutet werden, dass HS als negativ geladenes, saures Polyanion®! eher elektrostatisch von der
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Oberflache abgestolRen wird und die Kupplungsreagenzien somit nétig wéren, um eine Anbin-
dung des Biomolekiils zu generieren. Aufgrund dessen werden im Folgenden lediglich die
Fasern weiter untersucht, die unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS beschichtet werden.

Zetapotentialmessungen

Um die Oberflacheneigenschaften dieser Fasern zu charakterisieren sowie eine weitere Nach-
weismethode fir die Anbindung des Biomolekdils an die Fasern einzufuhren, wurden Zetapo-
tentialmessungen durchgefihrt. Abbildung 45 stellt die erhaltenen Ergebnisse mit HS im Ver-
gleich mit den Zetapotentialmessungen der un- sowie amino-modifizierten Fasern ohne HS
dar, wie sie schon in Kapitel 4.1.1 diskutiert wurden. Auch hier wurde die Oberflachenladung
im physiologischen pH-Bereich vermessen, um Aussagen (ber die Eigenschaften der Faser-

oberflache in Bezug auf die spatere Anwendung im Innenohr zu erhalten.
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Abbildung 45: Graphische Darstellung des Zetapotentials der unmodifizierten (grau) sowie amino-modifizierten
(grun) Polymerfasern im physiologischen pH-Bereich. Die Ergebnisse der Proben mit HS sind mithilfe durchgezo-
gener Linien dargestellt, wohingegen die Ergebnisse der Proben ohne HS anhand von gestrichelten Linien veran-
schaulicht werden. Sowohl die un- als auch die amino-modifizierten Fasern mit HS weisen ein sehr dhnliches Zeta-
potential im vorliegenden pH-Bereich auf.

Die Zetapotential-Titrationskurven der mit HS-dekorierten un- sowie amino-modifizierten Fa-
sern liefern weitere Hinweise auf eine Verénderung der Oberflacheneigenschaften nach der
Reaktion mit HS. Beide Kurven zeigen einen sehr dhnlichen Verlauf. Unabhéngig vom ur-
sprunglichen Fasertyp weisen beide Materialien Zetapotentiale im Bereich von etwa —20 mV
bis etwa—30 mV auf ( 4.5< pH < 7.5). Dieser Befund kann durch die Annahme erklart werden,
dass die Oberflachenchemie beider Materialien im Wesentlichen von derselben Substanz,
nadmlich HS, bestimmt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten des TB-Tests iber-
ein. Auch hier wurde fir beide Fasertypen ein dhnliches Ergebnis erzielt. HS ist ein lineares

Polysaccharid, welches saure Carboxy- und Sulfatgruppen tragt.® Daher tragt HS in dem hier
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vorliegenden physiologischen pH-Bereich stets eine negative Ladung. Studien konnten fest-
stellen, dass diese negative Ladung fur die Ferninteraktion mit verschiedenen Proteinen ver-
antwortlich ist. Diese wurden (iber geladene Lysin- bzw. Arginin-Reste in den Proteinen vom
HS angezogen.[8843% Das Zetapotential des freien HS in PBS-L6sung liegt bei —10 mV28! ynd
somit Uber dem Wert des oberflachengebundenen HS. Dies kann durch die Tatsache erklart
werden, dass die tatsachliche Ladung von polyelektrolytischen Polymeren von der Konforma-
tion ihrer Polymerstrédnge abhangt. Insgesamt bestatigt die pH-Wert abhdngige Zetapotential-
titrationsmessung die Anbindung von HS an beide Fasertypen und weist darauf hin, dass ihre

Oberflachenchemie hauptséchlich durch HS bestimmt wird.
Nachweis des angebundenen HS mithilfe der Adsorption von Nanopartikeln

Um die Oberflache der (beladenen) Polymerfasern weiter zu untersuchen sowie zusatzliche
Hinweise dafiir zu finden, dass die Anbindung des HS erfolgreich verlaufen ist, wurden Anla-
gerungsversuche mit verschiedenen Sorten an Nanopartikeln durchgefiihrt. Dazu wurden so-
wohl die un- als auch die amino-modifizierten Fasern nach der Behandlung mit HS sowie ihre
Kontrollproben tiber Nacht in einer wassrigen Nanopartikeldispersion (¢ =1 mg mL™) inku-
biert. Die nicht adsorbierten Nanopartikel wurden anschliefend mit Wasser abgewaschen.
Dazu fand eine Inkubation der Fasern fir 3 s in 1 mL reinem Wasser statt. Aufgrund der vor-
herigen Ergebnisse wurden auch hier lediglich Fasern genutzt, welche unter Zuhilfenahme von
EDC/NHS mit HS beschichtet wurden. Bei den verwendeten Nanopartikeln handelte es sich
um vier verschiedene Sorten, welche in Wasser bei pH = 4.8 (bzw. pH = 4.0 fur PSLBs-
0S0Os37) sowohl ein positives {-Potential (PSLBs-NH;: = +55 mV, NPSNPs-NH;: = +30 mV)
als auch ein negatives {-Potential (PSLBs-OSO;5™: = =40 mV, NPSNPs: =~ —10 mV) aufwei-
sen. Die genauen Zetapotential-Titrationskurven der vier Nanopartikel-Sorten sind dem An-
hang zu entnehmen (siehe Abbildung 81). Kommerziell erworben wurden die PSLBs, welche
einen Durchmesser von 100 nm und einerseits Aminogruppen (NH_) sowie andererseits Sul-
fatgruppen auf ihrer Oberflache (OSO3™) aufweisen. Wahrenddessen stellte Dr. KAREN BES-
ECKE im eigenen Arbeitskreis die zwei Sorten der NPSNPs mit einem Durchmesser von 50 nm
her.39%431 Die unmodifizierten Partikel zeigen an der Oberflache Silanolgruppen (Si-OH).
Diese sind im Falle der amino-modifizierten Partikel mit 3-Aminopropylmethoxysilan modi-
fiziert, sodass ein Aminopropyl-Rest auf der Oberflache generiert wird. Aufgrund der ver-
schiedenen Oberflacheneigenschaften der Faser-Sorten war nun zu erwarten, dass sich die un-
terschiedlichen Nanopartikel stirker bzw. weniger stark an die Fasern anlagerten. Dabei wurde
ein groller Fokus auf die elektrostatischen Wechselwirkungen gelegt. Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahmen visualisierten die erhaltenen Ergebnisse. Zunéchst werden nun die Re-
sultate der unmodifizierten Fasern mit/ohne HS vorgestellt, welche mit den un- sowie amino-
modifizierten NPSNPs behandelt wurden (siehe Abbildung 46).
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Faser-HS mit NPSNPs

Faser mit NPSNPs

Abbildung 46: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unmodifizierten Polymerfasern nach der Reak-
tion mit HS und Anlagerung verschiedener NPSNPs sowie deren Kontrollen in jeweils zwei verschiedenen Ver-
groBerungen. (a, b): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer
NPSNPs-Dispersion inkubiert wurden. (c, d): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und an-
schlieBend in einer NPSNPs-Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in
Kontakt kamen und anschliefend in einer NPSNPs-NHz-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Unmodifizierte Fa-
sern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschlielend in einer NPSNPs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. Die
erhaltenen Aufnahmen deuten auf eine erfolgreiche Anbindung des HS an die unmodifizierten Fasern hin.



100 4 Ergebnisse und Diskussion

Es ist zu erkennen, dass auf den unmodifizierten Kontroll-Fasern (a,b) eine weitaus gréRere
Menge an unmodifizierten NPSNPs adsorbierte als auf den unmodifizierten Fasern, welche
mit HS behandelt wurden (c,d). Als Grund hierfiir wird die elektrostatische Abstoung zwi-
schen den NPSNPs mit einer negativen Oberflachenladung und dem sauren, polyanionischen
HS gesehen.®8 HS weist viele deprotonierbare, saure Sulfatgruppen sowie Carbonsauregrup-
pen auf.!®® Die unmodifizierten Polymerfasern besitzen jedoch lediglich Estergruppen, welche
sich zu Carbonsauren bzw. in deprotonierter Form zu Carboxylgruppen aufgespalten haben
kénnen. Die Saurestéarke dieser Gruppen liegt allerdings unter derjenigen der Sulfatgruppen
im HS. So weisen Sulfatgruppen einen pKs-Wert von —3 (sehr starke Saure) auf, wohingegen
derjenige von endstandigen Carbonsauren bei 4,75 liegt (mittelstarke Saure).[*321 Somit zeigen
die REM-Aufnahmen den stark sauren Charakter des HS, der zur starkeren AbstoBung der
NPSNPs flihrt. Nichtsdestotrotz stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu den ZP-Titrations-
kurven, bei denen die unmodifizierten Kontrollfasern eine starker negative Oberflachenladung
aufzeigen als die unmodifizierten Fasern mit HS. Ein Grund fiir die Abweichung kann mithilfe
der Messmethode erklart werden. Die Fasern werden wahrend der Zetapotential-Messung mit
einer Elektrolytlosung (berstromt, sodass sich ein zu detektierendes Potential ausbildet.
Dadurch wird jedoch lediglich die makroskopische Gesamt-Oberfl&chenladung der Fasern ab-
gebildet (Summe der Ladungen). Im Falle der mit HS beschichteten Fasern ist diese von der
Lage der Polymerstrdnge des angebundenen Biomolekiils abhéngig. Dahingegen sind die
NPSNPs mit ihrer geringen GroRe in der Lage, direkte sterische Wechselwirkungen mit den
Oberflachengruppen einzugehen, sodass sie von den stérker negativen Ladungen im HS abge-
stoRen werden. Die Anlagerung der Partikel an die unmodifizierten Fasern ohne HS kann még-
licherweise durch Wasserstoffbriickenbindungen unterstiitzt worden sein. Insgesamt weisen
diese Ergebnisse auf eine erfolgreiche Anbindung von HS an die unmodifizierten Polymerfa-
sern hin. Die Resultate der Proben, welche mit den amino-modifizierten NPSNPs behandelt
wurden, lassen auf eine dhnliche Erkenntnis schlieBen. Die REM-Aufnahmen visualisieren,
dass sich an die unmodifizierten Fasern mit HS (g,h) mehr Partikel mit einem positiven ZP
anlagerten als an die Kontrollproben (e,f). In Anlehnung an die vorangegangene Diskussion
lasst sich dies auf die elektrostatische Anziehung zwischen dem sauren, polyanionischen HS
und den NH>-Nanopartikeln mit einer positiven Oberfldchenladung zuriickfihren. Die Ad-
sorption von einigen Partikeln an die Kontrollfasern kann durch die ebenfalls vorliegende ne-
gative Oberflachenladung erklart werden. Aufgrund der geringeren Sdurestirke der Carbon-
séuregruppen auf den Fasern liegt hier jedoch eine geringere Ladungsdichte und somit eine
geringere Menge an Partikeln vor. Fur beide Fasertypen sind weiterhin Wasserstoffbriicken-
bindungen durch die Aminogruppen sowie hydrophobe WW zwischen der Propylkette der

aminopropyl-funktionalisierten NPs und den unpolaren Einheiten auf der Faseroberflache
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denkbar. Aufgrund dieser Wechselwirkungen konnen die amino-modifizierten NPSNPs zu-
dem miteinander Agglomerate bilden, was im Gegensatz zu den Ergebnissen unter Verwen-
dung der unmodifizierten NPSNPs auf den zuletzt diskutierten Aufnahmen zu sehen ist. Auch
in vorangegangenen Arbeiten war die Bildung von Agglomeraten der NH>-NPSNPs schon zu
beobachten.!*®54%1 Es st zu erkennen, dass auf der Faser, welche zuvor mit HS behandelt
wurde, stérkere Agglomerate der NH>-NPSNPs vorliegen als auf der Kontrollfaser. Die Flache
der Faser ist nicht gleichméaRig, sondern unterschiedlich stark mit den Nanopartikeln bedeckt.
Madglicherweise zeigen sie auf, an welchen Stellen auf der Faseroberflache HS erfolgreich
aufgebracht wurde. Insgesamt weisen auch diese Aufnahmen auf die erfolgreiche Immobili-

sierung des HS an die unmodifzierten Polymerfasern hin.

Des Weiteren wurde mit der vorliegenden Methode untersucht, inwieweit sich die amino-mo-
difizierten Fasern mit HS beschichten lassen. Die REM-Aufnahmen der Proben nach der Be-
handlung mit den un- sowie amino-funktionalisierten NPSNPs sind in Abbildung 47 darge-
stellt.
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Faser-NH,-HS mit NPSNPs

Faser-NH,-HS mit NPSNPs

Abbildung 47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der amino-modifizierten Polymerfasern nach der Re-
aktion mit HS und Anlagerung verschiedener NPSNPs sowie deren Kontrollen in jeweils zwei verschiedenen Ver-
groBRerungen. (a, b): Amino-modifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer
NPSNPs-Dispersion inkubiert wurden. (c, d): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und
anschlieRend in einer NPSNPs-Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Amino-modifizierte Fasern, welche nicht mit
HS in Kontakt kamen und anschlieBend in einer NPSNPs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Amino-modi-
fizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer NPSNPs-NH:-Dispersion inkubiert

wurden. Die erhaltenen Aufnahmen deuten auf eine erfolgreiche Anbindung des HS an die amino-modifizierten
Fasern hin.
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Es ist zu erkennen, dass an die Kontrollfasern (a,b) weitaus mehr unmodifzierte NPSNPs ad-
sorbierten als an die Fasern mit HS (c,d). Hier liegen lediglich vereinzelt Nanopartikel vor.
Begriindet werden kann diese Beobachtung mit der elektrostatischen AbstoRung der NPs mit
einer negativen Oberflachenladung von der Faseroberfldche mit dem sauren, polyanionischen
HS. Die Kontrollfasern weisen basische, protonierbare Aminogruppen auf ihrer Oberflache
auf, die zu einer zusétzlichen elektrostatischen Anziehung der unmodifizierten NPSNPs fiih-
ren kdnnen. Dieses Ergebnis zeigt den gleichen Trend wie die erhaltenen ZP-Kurven. Diegje-
nige der amino-modifizierten Fasern ohne HS weist ebenfalls eine weniger negative Oberfla-
chenladung auf als diejenige der amino-modifizierten Fasern mit HS. Nichtsdestotrotz weisen
die Kontrollfasern laut Zetapotentialmessungen immer noch eine negative Gesamtladung auf
der Oberflache auf, was einer elektrostatischen Anziehung zu den NPSNPs entgegensprechen
wirde. Aber auch in diesem Fall bilden die ZP-Messungen lediglich die makroskopische
Oberflachenladung bzw. Summe der Ladungen auf der Faser ab. Auch hier sind immer noch
saure Gruppen der Ausgangsmaterialien vorhanden, welche die negative Gesamtladung auf
der Oberflache verantworten. Trotz dessen liegen basische Aminogruppen vor, welche nun im
Falle der Nanopartikelversuche mit genau diesen in Wechselwirkung treten und eine Adsorp-
tion der Partikel nach sich ziehen. Somit deuten die erhaltenen Ergebnisse auf eine erfolgrei-
che Anbindung des HS an die amino-modifizierten Polymerfasern hin. Unterstiitzend hierzu
wurden dieselben Versuche mit amino-modifizierten NPSNPs durchgefiihrt. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen jedoch ein weniger klares Ergebnis. Auf den REM-Bildern ist zu erkennen,
dass sich an die amino-modifizierten Fasern mit HS (g,h) etwas mehr Partikel angelagert ha-
ben als an die Kontrollfasern ohne HS (e,f). Der Unterschied ist jedoch nur leicht erkennbar
und vor allem auf den Aufnahmen mit einer geringeren VergréRerung (e,g) zu beobachten.
Als Grund fiir die starkere Anlagerung der amino-modifizierten NPSNPs mit einem positiven
ZP an die HS-Fasern ist die elektrostatische Anziehung zu dem sauren, polyanionischen Bio-
molekdl zu nennen. Eine Adsorption der Partikel an die Kontrollfasern kann einerseits durch
elektrostatische Anziehung zu den noch vorhandenen negativen Gruppen auf der Oberflache
der Polymerfasern begriindet werden (siehe negative ZP-Kurve). In beiden Féllen kénnen je-
doch andererseits noch weitere Wechselwirkungen die vorliegenden Ergebnisse beeinflussen.
Es kann zu hydrophoben Wechselwirkungen zwischen der Amino-Propyl-Kette auf den NPs
und den unpolaren Anteilen auf der Faseroberflache gekommen sein. Weitere Wasserstoffbri-
ckenbindungen zwischen den OH- sowie Aminogruppen auf der Faseroberflache und den
Aminogruppen auf den Partikeln kdnnen sich zudem ausgebildet haben. Wie zuvor beschrie-
ben, liegen auch in diesen Versuchen Agglomerate der amino-modifizierten NPSNPs
vor.1185:431 Dije Verteilung der NPs auf den mit HS behandelten Fasern ist jedoch ungleichma-

Riger als auf den Kontrollfasern und es sind auch stérkere Agglomerate zu erkennen. Moglich-
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erweise werden auch hier wieder die Bereiche auf der Faser durch die adsorbierten NPs sicht-
bar gemacht, die mit dem polyanionischen Biomolekl beschichtet wurden. Insgesamt unter-
stiitzen die Aufnahmen jedoch die Ergebnisse der VVersuche mit den unmodifizierten NPs, so-
dass von einer erfolgreichen Anbindung des HS an die amino-modifizierten Polymerfasern

ausgegangen werden kann.

Fur eine bessere Reproduzierbarkeit sowie Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die voran-
gegangenen Inkubationsversuche der Fasern in einer NPs-Dispersion ebenfalls mit kommer-
ziell erhéltlichen Partikeln durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Versuche mit den unmodifizier-
ten Fasern mit/ohne HS, welche anschliefend mit sulfat- sowie amino-modifizierten PSLBs

behandelt wurden, sind in Abbildung 48 illustriert.
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Faser-HS mit PSLBs-OSOj-
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Abbildung 48: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unmodifizierten Polymerfasern nach der Reak-
tion mit HS und Anlagerung verschiedener PSLBs sowie deren Kontrollen in jeweils zwei verschiedenen Vergro-
Rerungen. (a, b): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschliefend in einer PSLBs-
0OSO3-Dispersion inkubiert wurden. (c, d): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschlie-
Bend in einer PSLBs-OSOs -Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in
Kontakt kamen und anschlieend in einer PSLBs-NHz-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Unmodifizierte Fasern,
welche mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer PSLBs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. Die erhal-
tenen Aufnahmen deuten auf eine erfolgreiche Anbindung des HS an die unmodifizierten Fasern hin.



106 4 Ergebnisse und Diskussion

Es ist zu erkennen, dass sowohl an die unmodifizierten Fasern mit HS (c,d) als auch an die
Kontrollfasern ohne HS (a,b) viele sulfat-modifizierte Partikel angelagert werden konnten.
Erstere sind jedoch etwas stérker mit den PSLBs bedeckt. Zunéchst einmal deutet der zu be-
obachtende Unterschied auf eine Veranderung der Oberflacheneigenschaften hin. Somit kann
eine erfolgreiche Anbindung des HS vermutet werden. Die Ergebnisse entsprechen jedoch
nicht den Erwartungen, dass die Partikel mit einem sehr negativen ZP von den unmodifizierten
Fasern mit einer ebenfalls negativen Oberflachenladung bzw. von dem sauren, polyanioni-
schen HS abgestoRen werden. Dies kann auf verschiedene Polymer-Polymer-Interaktionen zu-
rickzufuhren sein. Es handelt sich sowohl bei HS als auch bei den Nanopartikeln um Polymere
mit einer geladenen Oberflache, welche komplexe Eigenschaften aufweisen und dementspre-
chend komplexe Wechselwirkungen untereinander ausbilden konnen.3* Des Weiteren beste-
hen die Fasern selbst aus Polymeren und weisen geladene Bereiche auf der Oberflache (Car-
boxyl-, Hydroxylgruppen) auf. Das Verhalten des HS ist abhangig von seiner Kettenfaltung,
welche durch seinen Charakter als geladenes Polymer nicht stabil ist.[®® Insgesamt weisen
geladene Polymere keine Strukturstabilitat auf. Zudem kénnen hydrophobe Wechselwirkun-
gen zwischen den Styrol-Partikeln sowie den hydrophoben Einheiten auf den Fasern entste-
hen. Aufgrund dieser Einflisse kann anhand der vorliegenden rasterelektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen eine erfolgreiche Anbindung des HS an die unmodifizierten Fasern ledig-
lich vermutet werden. Eine genaue Aussage kann jedoch nicht getroffen werden. Die Aufnah-
men der Fasern, welche mit den amino-modifizierten PSLBs behandelt wurden, sind ebenfalls
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich mehr Partikel an die Fasern mit HS (g,h) angelagert
haben als an die Kontrollfasern (e,f). Die REM-Bilder dieser Fasern zeigen keine vorhandenen
PSLBs, sondern lediglich Polymerreste auf ihrer Oberflédche. Begriindet werden kann dies mit
der stérkeren elektrostatischen Anziehung zwischen den positiv geladenen Partikeln und dem
sauren, polyanionischen HS auf der Polymerfaseroberflache. Somit weist die zweite Messung
auf eine erfolgreiche Anbindung des HS an die unmodifizierten Polymerfasern hin und unter-
stitzt damit die bereits erhaltenen Ergebnisse aus den vorherigen Untersuchungen mit den
NPSNPs. Es war jedoch zu erwarten, dass insgesamt mehr amino-modifizierte PSLBs (e-h)
mit einem positiven Zetapotential an die Fasern mit einer negativen Oberflachenladung adsor-
bierten als die sulfat-modifizierten Partikel (a-d) mit einem ebenfalls negativen Zetapotential.
Dies kann, wie zuvor diskutiert, auf den geladenen, polymeren Charakter der Partikel sowie

der Faseroberflache bzw. des HS zuriickgefihrt werden.

Weiterhin sind in Abbildung 49 die REM-Aufnahmen der amino-modifizierten Fasern mit
bzw. ohne HS dargestellt, welche anschlieBend mit den verschieden modifizierten PSLBs be-

handelt wurden.
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Abbildung 49: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der amino-modifizierten Polymerfasern nach der Re-
aktion mit HS und Anlagerung verschiedener PSLBs sowie deren Kontrollen in jeweils zwei verschiedenen Ver-
groBRerungen. (a, b): Amino-modifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschliefend in einer
PSLBs-OSO3z™-Dispersion inkubiert wurden. (c, d): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen
und anschlieRend in einer PSLBs-OSOs™-Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Amino-modifizierte Fasern, welche
nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer PSLBs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Amino-
modifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschlielend in einer PSLBs-NH2-Dispersion inkubiert
wurden. Die erhaltenen Aufnahmen deuten auf eine erfolgreiche Anbindung des HS an die amino-modifizierten
Fasern hin.
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Die Aufnahmen der Fasern, welche mit den sulfat-modifizierten PSLBs behandelt wurden,
zeigen eine erhohte Bedeckungsrate fiir die Kontrollfasern (a,b). Ein Grund fir die geringere
Menge an adsorbierten Partikeln an die amino-modifizierten Fasern mit HS (c,d) kann in der
elektrostatischen AbstoBung der jeweils negativ geladenen Spezies liegen. Die Kontrollfasern
Uben durch ihre basischen, protonierbaren Aminogruppen eher eine elektrostatische Anzie-
hung auf die PSLBs mit einer negativen Oberflachenladung aus, sodass es zu einer vermehrten
Adsorption kommt. Somit unterstitzen die vorliegenden Aufnahmen die zuvor erhaltenen Er-
gebnisse und weisen darauf hin, dass HS erfolgreich an die amino-modifizierten Polymerfa-
sern aufgebracht werden konnte. Auch die Versuche unter Zuhilfenahme der amino-modifi-
zierten PSLBs unterstiitzen diese Vermutung. Auf den Aufnahmen der Fasern mit HS (g,h)
sind mehr Partikel zu erkennen als auf denjenigen der Kontrollfasern (e,f). Die PSLBs mit der
positiven Oberflachenladung kénnen somit von den sauren, negativ geladenen Gruppen des
HS angezogen worden sein, wohingegen sie im Rahmen der Kontrollfasern von den basischen,
protonierbaren Aminogruppen auf der Faseroberflache abgestofien worden sein kénnen. Die
erhaltenen Ergebnisse kénnen zudem durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Aminogruppen auf den Partikeln und den korrespondierenden Gruppen auf der Oberfl&che der
Fasern beeinflusst werden. Insgesamt untersttzen diese Resultate ebenfalls die These der er-
folgreichen Anbindung von HS an die amino-modifizierten Fasern. Wie bereits diskutiert ist
dabei jedoch zu beachten, dass die Testergebnisse aus Abbildung 49 ebenfalls durch den po-
lymeren Charakter der Partikel (geladene Oberflache) sowie der Faseroberflache (mit gelade-

nen Bereichen) bzw. des HS (geladen) beeinflusst werden. 134

Insgesamt zeigen die Versuchen mit den NPSNPs ein eindeutigeres Ergebnis als diejenigen,
welche mit den PSLBs durchgefiihrt wurden. Die Silica-Partikel erscheinen besser fur den
vorliegenden Nachweis geeignet zu sein, da sie im Gegensatz zu den Polymer-Partikeln einen

anorganischen, strukturstabilen Charakter aufweisen.
Wechselwirkungen zwischen HS und der Faseroberflache

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass sowohl die
un- als auch die amino-modifizierten Fasern erfolgreich unter Zuhilfenahme von EDC/NHS
mit HS beschichtet wurden. Zwischen dem Biomolekil und der Faseroberflache liegen eine

Vielzahl an attraktiven Wechselwirkungen vor (siehe Abbildung 50).
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Heparansulfat
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der attraktiven Wechselwirkungen zwischen HS (vgl. Abbildung 10)tee]
und den funktionellen Gruppen auf der Oberflache der unmodifizierten (links) sowie amino-modifizierten (rechts)
Polymerfasern.

Wird die Anbindung des HS an die unmodifizierten Fasern betrachtet, so kénnen die auf der
Faseroberflache generierten Carboxylgruppen durch die Kupplungsreagenzien zunéchst akti-
viert werden, um anschliefend mit den Aminogruppen des HS zu reagieren. Stabile Amidbin-
dungen resultieren sodann in einer kovalenten Anbindung von HS an die Fasern.E7®-381 zy-
sétzlich konnen sowohl Carboxyl- als auch Hydroxylgruppen auf den Fasern (ber Wasser-
stoffbriickenbindungen mit den dazugehdrigen Gruppen des HS interagieren. Bei den amino-
modifizierten Fasern kdnnen die Aminogruppen und mdglicherweise auch restliche Car-
boxylgruppen auf der Faseroberflache durch das EDC/NHS-System aktiviert werden.”®! So-
mit kdnnen stabile Amidbindungen entweder zwischen den endstandigen Aminogruppen auf
der Faseroberflache und den Sauregruppen im HS oder aber zwischen den restlichen Car-
boxylgruppen auf den Fasern und den Aminogruppen des Biomolekiils entstehen. Zusatzlich
kann das negativ geladene HS®® elektrostatisch mit den positiv geladenen Aminogruppen
wechselwirken. Wie auch bei den unmodifizierten Fasern kdnnen auch hier eine Vielzahl an
Wasserstoffbriickenbindungen vorliegen. Insgesamt scheint die Anzahl der Carboxyl- bzw.
Aminogruppen des HS, welche an der kovalenten Bindung beteiligt sind, jedoch klein zu sein
im Vergleich zu der Gesamtzahl der verfugbaren jeweiligen Gruppen. Die Zetapotential-Kur-
ven der beiden Fasersorten zeigen im vorliegenden pH-Bereich ein sehr @hnliches Verhalten
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und deuten damit auf eine vergleichbare Oberflichenchemie hin. Weiterhin geben auch die
durchgefuhrten DLS-Messungen einen Hinweis auf die Anbindung des HS an die Fasern. Die
Inkubationsversuche wurden in MES-Puffer mit einem pH-Wert von = 4 durchgefiihrt, sodass
den Messungen zufolge das HS wéhrend der Inkubation in seiner ungeladenen, aggregierten-
Form vorliegt (siehe Abbildung 43). Mdglicherweise ist mit den schwécher geladenen Mole-
kilen eine dichtere Bedeckung der Faseroberflache moglich.Nach SHIRATORI et al.[*3 konnen
auf diese Weise Substrate flaichendeckend mit Polymerfilmen beschichtet werden. Die kova-
lente Anbindung des HS an die Faseroberflache durch EDC/NHS kann zur Folge haben, dass
spezifische Bindungsstellen fur weitere Immobilisierungen von Wirkstoffen oder aber Wech-
selwirkungen mit Zellen blockiert werden.[® VVorangegangene Studien bestatigten jedoch,
dass auch bei einer kovalenten Anbindung von Glykosaminoglykanen genug funktionale Stel-

len im Molekil vorhanden sind, um den verschiedenen Anforderungen gerecht zu wer-
den.[89.90.101]

4.2.2 Stabilitat des angebundenen Heparansulfats

Fur die spatere Anwendung im Rahmen des Cls soll das HS fest auf der Oberflache der Fasern
anhaften, um den Neuriten dauerhaft eine extrazellulare Matrix entlang der neuronalen Leit-
struktur zur Elektrodenoberflache hin zu bieten. Aufgrund dessen wurde sich in dem vorange-
gangenen Kapitel auf die kovalente Immobilisierung des Biomolekdils konzentriert. Anschlie-
Rend wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob HS nach einiger

Zeit von den Fasern freigesetzt wird oder ob es fest auf deren Oberflache anhaftet.
Stabilitat des angebundenen HS wéhrend weiterer Inkubationsschritte

Hierzu wurde zunéchst untersucht, wie sich weitere Immobilisierungsschritte auf die Stabilitat
des anhaftenden Biomolekls auswirkten. Fiir die Anwendung im CI sollen die mit HS be-
schichteten Fasern in einem ndchsten Schritt mit dem fur die SGNs wichtigen Wachstumsfak-
tor BDNF dekoriert werden. Es wurde in einem ersten Experiment untersucht, ob das Glyko-
saminoglykan wahrend der anschlieRenden Inkubation der Fasern in einer BDNF Ldsung bei
4 °C Uber Nacht von diesen freigesetzt wird. Aufgrund von Kostenersparnissen sowie der ge-
ringen Konzentration und damit Einflussmdglichkeit des BDNFs (¢ = 1 ug-mL™?) erfolgten
die Versuche lediglich in dem reinen Lésungsmittel PBS (+ 0.1 % BSA). Hierbei wurden Fa-
sern, beschichtet mit dem fluoreszenzmarkiertem HS, verwendet. Die Menge an mdglicher-
weise freigesetztem HS wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie aus den Inkubationslésungen
ermittelt. Es konnte herausgefunden werden, dass sich sowohl von den un- als auch von den
amino-modifizierten Fasern, welche zuvor unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS be-
schichtet wurden, kein HS wahrend der simulierten BDNF-Inkubation 16ste. Somit deutet dies

auf eine stabile Anbindung des Biomolekiils an die Fasern hin. Als Vergleich wurden Fasern
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verwendet, welche ohne Kupplungsreagenzien mit dem HS behandelt wurden. Auch hier
konnten keine detektierbaren Mengen des Biomolekiils in dem Uberstand der Inkubationslo-
sungen der beiden Fasertypen gefunden werden. Moglicherweise wurde unter diesen Konditi-
onen kein HS freigesetzt, da es zuvor auch nicht erfolgreich angebunden werden konnte. Diese
Vermutung lasst sich unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus dem vorangegangenen Kapi-
tel, welche annehmen lassen, dass kein HS angelagert wurde, aufstellen.

Freisetzungsexperimente

Da die Fasern in der Anwendung im Innenohr einen langen Zeitraum der dortigen Lymphflis-
sigkeit ausgesetzt sind, wurde weiterhin untersucht, inwieweit das HS von den Fasern freige-
setzt wird, wenn diese Uber einen langeren Zeitraum in einer kdrperahnlichen Flissigkeit la-
gern. Die hier verwendeten Fasern wurden zuvor mit dem fluoreszenzmarkierten HS behan-
delt, da eine spétere spektroskopische Analyse folgte. Der Simulation der Bedingungen im
menschlichen Kdrper diente PBS (+0.1 % BSA) mit einem konstanten pH-Wert von 7.4. Zu-
dem wurde bei Korpertemperatur (37 °C) gearbeitet. Die Fasern lagerten flr einen definierten
Zeitraum in 1 mL PBS (+0.1 % BSA\) ein. AnschlieBend wurde die Lésung entnommen, durch
eine frische Losung ersetzt und bis zur fluoreszenzspektroskopischen Analyse eingefroren.
Die Untersuchungen fanden an verschiedenen Fasertypen statt. Zunachst erfolgten die Expe-
rimente mit den Fasern, welche unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS beschichtet wur-
den. Weiterhin wurden Fasern untersucht, welche ohne Kupplungsreagenzien mit dem Bio-
molekil in Bertihrung kamen. Zudem wurde getestet, inwieweit sich die (simulierte) BDNF-
Anbindung auf den Release des HS auswirkte. Die jeweiligen Freisetzungsexperimente dau-

erten einen Zeitraum von 105 d an. Die Ergebnisse sind in Abbildung 51 graphisch dargestellt.
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a) Sofortige Freisetzungsexperimente b) Freisetzungsexperimente nach BDNF-Inkubation
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Abbildung 51: Graphische Darstellung der kumulativ freigesetzten Mengen an fluoreszentem HS (iber einen Zeit-
raum von 105 d in PBS (+ 0.1 % BSA). Es sind Freisetzungskurven der unmodifizierten (grau) sowie amino-mo-
difizierten Fasern (gun) gezeigt, welche zuvor unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS beschichtet wurden (Fa-
ser (kov.) / Faser-NH: (kov.)). Daneben sind Freisetzungskurven von unmodifizierten (grau, gestrichelt) sowie
amino-modifizierten (griin, gestrichelt) Fasern dargestellt, welche ohne Kupplungsreagenzien mit HS behandelt
wurden (Faser / Faser-NHz). Weiterhin wird unterschieden zwischen Freisetzungen, die sofort nach der HS-Inku-
bation starteten (A) und denjenigen, die nach einem anschliefenden, simulierten BDNF-Inkubationsschritt begon-
nen wurden (B). Von den Fasern, welche kovalent mit dem Biomolekiil beschichtet werden sollten, wurde viel
mehr HS freigesetzt als von den Fasern, welche ohne EDC/NHS mit HS behandelt wurden. Nachweisgrenze des
fl. HS: 0.7 ng, Bestimmungsgrenze des fl. HS: 2.1 ng.®

Werden zunéchst die Freisetzungskurven der Fasern, welche ohne EDC/NHS mit HS behan-
delt wurden, betrachtet, so ist festzustellen, dass kaum etwas von dem Biomolekl in das um-
gebende Ldsungsmittel abgegeben wurde. Sowohl die un- als auch die amino-modifizierten
Fasern zeigen dieses Ergebnis. Es ist zudem unabhéngig davon, ob die Fasern vor dem Release
einem simulierten BDNF-Inkubationsschritt unterzogen wurden. Unter Berlicksichtigung der
vorangegangenen Ergebnisse bestatigt sich hier die Vermutung, dass zuvor kaum HS an die
Oberflache der Fasern angebunden und damit auch nicht mehr abgegeben werden konnte. Die
geringen Mengen an freigesetztem Biomolekl (= 9 ng-mL™?) lassen vermuten, dass zuvor le-
diglich ein kleiner Teil des HS adsorptiv an die Fasern angelagert wurde. Dies geschah mog-
licherweise durch Wasserstoffbriickenbindungen oder elektrostatische Anziehung. Dieser Teil
war jedoch zu gering, um mit den zuvor beschriebenen Methoden detektiert zu werden. Da-
hingegen zeigen die Freisetzungskurven der Fasern, welche kovalent mit HS beschichtet wer-
den sollten, ein anderes Ergebnis. Sowohl von den un- als auch von den amino-modifizierten
Fasern wurde in den ersten 21 d in einem burst Release vergleichsweise viel HS freigesetzt,
wobei in allen Féllen die Freisetzung im Anschluss stark abnahm und sich einem Plateau né-
herte.[*1 Hierbei konnte von den Fasern, welche einem zusatzlichen Inkubationsschritt unter-
zogen wurden (siehe Abbildung 51 b), insgesamt mehr HS freigesetzt werden als von den

Fasern, mit welchen sofort nach der HS-Inkubation Freisetzungsexperimente durchgefihrt

8 Die Bindung zwischen HS und dem Fluoresceinamin wird unter den gegebenen Bedingungen als stabil
angesehen, da eine kovalente Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes an das Biomolekiil erfolgte.[*¢]
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wurden (siehe Abbildung 51 a). In beiden Féllen wurde von den unmodifizierten Fasern (nach
HS-Inkubation: = 267 ng-mL™%, nach HS-Inkubation mit anschlieBendem Inkubationsschritt:
~ 270 ng-mL*) mehr HS freigesetzt als von den amino-modifizierten Fasern (nach HS-Inku-
bation: =204 ng'mL™? , nach HS-Inkubation mit anschlieBendem Inkubationsschritt:
~ 253 ng-mL*). Zunachst einmal deutet die Menge an freigesetztem HS darauf hin, dass an
beide Fasertypen zuvor erfolgreich HS angebunden werden konnte. Wahrend der Inkubation
standen 50 pg des Biomolekils zur Anbindung an die Fasern zur Verfigung, sodass ein Re-
lease von ca. 250 ng vermuten lasst, dass anschlieBend immer noch HS auf den Fasern vorzu-
finden ist. Es ist denkbar, dass in den ersten 21 d nur schwach adsorbiertes HS abgegeben
wurde, welches durch Wasserstoffbriickenbindungen oder elektrostatische Anziehung an den
Fasern anhaftete. Das kovalent angebundene HS liegt anschlieBend weiter auf den Fasern vor
und wird nicht mehr freigesetzt, wie es der Verlauf der Release-Kurven zeigt. Mdglicherweise
wurde in diesem Fall von den unmodifzierten Fasern mehr HS in das umgebende Ldsungsmit-
tel abgegeben, da es adsorptiv nicht so stark gebunden vorliegt. Es kann zu einer starkeren
Abstolung zwischen dem sauren, negativ geladenen HS sowie der unmodifizierten Faser mit
einer negativen Oberfl&chenladung (siehe Abbildung 45) gekommen sein. Die elektrostatische
Abstoung zwischen HS und den NH.-Fasern ist somit aufgrund der basischen Aminogruppen
geringer, weswegen moglicherweise geringere Mengen des Biomolekils von den Fasern ab-
gegeben wurden. Ein Grund fir die starkere Abgabe von HS nach dem zusatzlichen Inkubati-
onsschrittin PBS (+ 0.1 % BSA) kann in der teilweisen Auflosung der Faser liegen. Es handelt
sich bei den verwendeten Polymerfasern um ein biodegradierbares Material, %" bei dem die
Estergruppen auf der Oberflache im wassrigen Milieu hydrolytisch gespalten werden, 2732942971
sodass sich die Fasern langsam auflosen. Auf den Abbau der Fasern wurde genauer in Kapitel
4.1.2 eingegangen. Somit ist es moglich, dass die Oberflache der Fasern durch die zusétzliche
Inkubation in PBS (+ 0.1 % BSA) schon etwas starker angegriffen ist. Durch die weitere La-
gerung der Fasern in den Release-Ldsungen kann es somit zu einer etwas schnelleren Auflé-
sung und damit Ablésung von Bestandteilen der Oberflache der Fasern kommen. Damit kann
anhaftendes HS in die umgebende Lésung mit abgegeben werden. Zu beobachten ist, dass der
Unterschied an freigesetztem HS (mit / ohne zusatzlichem Inkubationsschritt) bei den amino-
modifizierten Fasern groéRer ist als bei den unmodifizierten Fasern. Méglicherweise wurde die
Oberflachenladung der NH.-Fasern wéhrend des zusétzlichen Schritts im wéassrigen Medium
herabgesetzt, da durch die hydrolytische Spaltung der Estergruppen auf der Oberflache nicht
nur zusatzliche negative Gruppen eingefiihrt wurden, sondern auch Diamin-Gruppen abge-
spalten und in das Lésungsmittel abgegeben werden konnten. Anhand vorheriger Messungen
kann vermutet werden, dass sich basische Gruppen mit der Zeit von der Faser I6sen (siehe

Kapitel 4.1.2, Abbildung 42). Durch die stérker negative Oberflachenladung war auch hier das
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negativ geladene HS nicht mehr so stark adsorptiv gebunden und wurde eher freigesetzt. Ins-
gesamt kann die Degradation der Fasern (siehe Kapitel 4.1.2) jedoch alle Freisetzungen beein-
flussen. Durch die Auflésung der Fasern kann eine generelle Freisetzung des Wirkstoffes be-
gunstigt werden.

Langzeistabilitat des angebundenen Heparansulfats: Zetapotentialmessungen

Um zu Uberprifen, ob nach 21 d fest angebundenes HS auf den Fasern vorzufinden ist und
zuvor lediglich adsorptiv angebundenes HS freigesetzt wurde, war es moglich, weitere Unter-
suchungen durchzufuihren. Zunéchst dienten Zetapotentialmessungen der Charakterisierung
der Faseroberflache. Dazu wurden sowohl un- als auch aminomodifizierte Fasern genutzt, wel-
che zuvor unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS behandelt und anschlieRend fur 21 d
einem Release bei 37 °C in PBS (+ 0.1 % BSA) unterzogen wurden. Als Vergleich fand zudem
eine Untersuchung an un- sowie amino-modifizierte Fasern ohne HS statt. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 52 graphisch dargestellt.
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Abbildung 52: Graphische Darstellung des Zetapotentials der unmodifizierten (grau) sowie amino-modifizierten
(grun) Polymerfasern im physiologischen pH-Bereich nach 21 d Release. Die Ergebnisse der Proben mit HS sind
mithilfe durchgezogener Linien dargestellt, wohingegen die Ergebnisse der Proben ohne HS anhand von gestri-
chelten Linien veranschaulicht werden. Sowohl die un- als auch die amino-modifizierten Fasern mit HS weisen ein
sehr dhnliches Zetapotential im vorliegenden pH-Bereich auf.

Die vorliegenden ZP-Kurven zeigen nicht nur die Degradation der Polymerfasern nach 21 Re-
lease-Tagen, sondern weisen weiterhin darauf hin, dass die unterschiedlichen Oberflachenei-
genschaften der einzelnen Fasertypen bestehen bleiben. In Anlehnung an die Ergebnisse vor
den Freisetzungsexperimenten (siehe Abbildung 45) unterscheiden sich die Kurven der un-
sowie amino-modifizierten Fasern ohne HS in dem untersuchten pH-Bereich stark voneinan-
der. Die unmodifizierten Fasern weisen ein negatives Zetapotential auf, welches von —40 mV

bei einem pH-Wert von =5 auf —68 mV bei einem pH-Wert von = 7.5 absinkt. Dies kann
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wieder auf Carboxylgruppen auf der Oberfladche der Polymerfasern zurlickzufiihren sein, wel-
che durch die Spaltung der Estergruppen erzeugt wurden. Das Zetapotential der unmodifizier-
ten Fasern nimmt nach dem Release Werte an, die sich als viel starker negativ darstellen ver-
glichen mit denjenigen vor den Freisetzungsexperimenten (16 mV < A{ <31 mV). Somit kann
die Degradation der Fasern, welche eine groRere Menge an sauren Carboxylgruppen auf der
Oberflache nach sich zieht, beobachtet werden.[2%°428] Im Gegensatz dazu liegt die Zetapoten-
tial-Titrationskurve der amino-modifizierten Fasern ohne HS nach 21 Release-Tagen in einem
viel weniger negativen Bereich im Vergleich zu den unmodifizierten Fasern. Das Zetapotential
sinkt von —35 mV bei einem pH-Wert von = 5 auf —42 mV bei einem pH-Wert von = 7.5. Hier
ist eine Erhaltung der basischen Aminogruppen auf der Faseroberflache zu erkennen, welche
protoniert werden kénnen und somit ein starker positives Zetapotential kreieren.’® Da die
erhaltenen Werte negativer ausfallen als diejenigen der amino-modifizierten Fasern vor dem
Release (17 mV < A{'< 21 mV), ist auch in diesem Fall die Degradation der Fasern zu erken-
nen. Neben der Bildung von Carboxylgruppen aufgrund von Esterspaltungen auf der Oberfla-
che der Polymerfasern®421 kann ebenfalls die Freisetzung von oberflachen-gebundenem

Ethylendiamin mit beriicksichtig werden.

Werden die Zetapotential-Titrationskurven der mit HS beschichteten unmodifizierten sowie
amino-modifizierten Fasern nach den Freisetzungsexperimenten betrachtet, so ist festzustel-
len, dass sich beide Kurven in ihrem Verlauf stark dhneln. Dieses Ergebnis stimmt mit dem-
jenigen vor den Release-Versuchen (iberein. Im physiologischen pH-Bereich von 5 bis 7.5
besitzen die Fasern nach den Freisetzungen Zetapotential-Werte von —30 mV bis —35 mV.
Hierdurch wird angezeigt, dass die Oberflachenchemie unabhéngig vom urspriinglichen Fa-
sertyp von derselben Substanz dominiert wird; in diesem Fall HS. Da das Glycosaminoglycan
eine negative Oberflachenladung aufweist, die aus sauren Carboxyl- sowie Sulfatgruppen re-
sultiert,®8 entsprechen die erhaltenen Ergebnisse der Literatur. Ahnlich zu den Ergebnissen
vor dem Freisetzungsexperiment zeigt auch in diesem Fall das oberflachengebundene HS ein
viel negativeres Zetapotential als freies HS in PBS (= —10 mV).[*¥ Auch hier kdnnen unter-
schiedliche Konformationen der Polymerstrange des polyelektrolytischen HS der Grund fiir
die unterschiedliche Nettoladung sein. Im Vergleich zu den Befunden aus den Zetapotential-
Messungen der mit HS dekorierten Fasern vor den Freisetzungsexperimenten zeigen die Er-
gebnisse danach nur eine geringe Verschiebung zu negativeren Werten (5 mV <A{ <10 mV).
Madglicherweise schiitzt HS die Fasern vor starkem Abbau entweder aus sterischen Griinden,
da HS die Faseroberflache vollstandig bedeckt, oder aufgrund des sauren Charakters des Gly-
kosaminoglykans.[®8188] |m Gegensatz zur basischen Esterhydrolyse verlauft die saure Kata-
lyse langsamer und reversibel. Erst in stark saurer Umgebung (ca. pH 1) werden die Ester

starker katalytisch gespalten.”*3” (Budweiser, 2015) Dies ist hier jedoch nicht der Fall nsge-
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samt bestétigen die erhaltenen Ergebnisse die erfolgreiche Konservierung des an der Oberfla-
che der Polymerfasern anhaftenden HS nach 21 Tagen Freisetzung. Da Abbildung 51 zeigt,
dass von diesem Moment an kein HS mehr von den Fasern freigesetzt wird, wird eine stabile,
wahrscheinlich kovalente Bindung von HS an beide Fasertypen vermutet. In den ersten 21
Tagen wurden mdglicherweise geringe Mengen an schwach adsorbiertem HS von den Fasern
freigesetzt. Wie die Zetapotentialmessungen zeigen, ist danach gentigend HS auf den Fasern

vorhanden, um die Oberflacheneigenschaft zu dominieren.
Langzeistabilitat des angebundenen Heparansulfats: Adsorption von Nanopartikeln

Um dies mithilfe einer weiteren Methode zu untersuchen, wurden wiederum Anlagerungsver-
suche mit verschiedenen Sorten an Nanopartikeln durchgefiihrt. Dazu wurden die Fasern mit
bzw. ohne HS einem Release von 21 Tagen unterzogen und anschlieBend nach dem zuvor
beschriebenen Verfahren (siehe Kapitel 4.2.1) in Nanopartikel-Dispersionen inkubiert. Ras-
terelektronenmikroskopische Aufnahmen sollten im Nachhinein visualisieren, in welchem
MaRe sich die Partikel an die unterschiedlichen Fasertypen angelagert haben. Durch die ver-
schiedenen Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikel-Sorten und den variierenden Fa-
seroberflachen wurde nun darauf geschlossen, ob HS immer noch gebunden vorliegt. Dazu
sind die REM-Aufnahmen der unmodifizierten Fasern mit bzw. ohne Biomolekil nach den
Freisetzungsexperimenten, welche anschliefend mit den un- bzw. amino-modifizierten NPS-

NPs behandelt wurden, in Abbildung 53 heranzuziehen.
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Faser mit NPSNPs

Faser-HS mit NPSNPs

Faser mit NPSNPs ™ Faser-HS mit NPSNPs

Abbildung 53: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unmodifizierten Polymerfasern nach der Reak-
tion mit HS sowie deren Kontrollen, nachdem sie einem Release von 21 Tagen ausgesetzt und in verschiedenen
NPSNPs-Dispersionen inkubiert wurden in jeweils zwei verschiedenen VergroRerungen. (a, b): Unmodifizierte
Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieRend in einer NPSNPs-Dispersion inkubiert wurden.
(c, d): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschliefend in einer NPSNPs-Dispersion
inkubiert wurden. (e, f): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieRend in einer
NPSNPs-NH:-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und
anschliefend in einer NPSNPs-NHz-Dispersion inkubiert wurden. Die erhaltenen Aufnahmen deuten sowohl auf
die Degradation der Fasern nach dem Release sowie auf den Erhalt des HS auf der Oberflache hin.
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Die Aufnahmen der beiden unmodifizierten Fasersorten, welche mit den unmodifizierten
NPSNPs behandelt wurden, zeigen eine groRe Ahnlichkeit (a-d). Es sind kaum Nanopartikel
zu erkennen. Dahingegen sind einige Polymerreste auf der Oberfl&che zu finden. Dies deutet
auf eine negative Oberflachenladung beider Fasersorten hin, sodass eine elektrostatische Ab-
stolung zu den unmodifizierten NPSNPs mit einer ebenfalls negativen Oberflachenladung
stattgefunden haben kann. AulRerdem &hneln diese Aufnahmen denjenigen der unmodifizier-
ten Fasern mit HS, welche mit den unmodifizierten NPSNPs behandelt wurden, vor den Frei-
setzungsexperimenten (siehe Abbildung 46 c,d). Daraus kann in diesem Fall flir die Fasern mit
HS vermutet werden, dass das Biomolekul immer noch préasent auf der Oberflache zu finden
und somit durch seinen sauren, polyanionischen Charakter® f{ir die elektrostatische Absto-
Bung zu den Partikeln verantwortlich gemacht werden kann. Auch die Zetapotentialmessungen
nach dem Release deuten auf einen Erhalt des HS auf der Faseroberflache hin. Eine genaue
Aussage dariiber kann jedoch mithilfe der vorliegenden REM-Aufnahmen nicht getroffen wer-
den. Weiterhin ist an den ZP-Titrationskurven zu erkennen, dass die unmodifizierten Fasern
ohne HS durch die Inkubation in den Release-Ldsungen eine viel starker negativ geladene
Oberflache aufweisen. Dies ist mdglicherweise durch die Degradation der Fasern geschehen.
Die so gespaltenen Estergruppen auf der Oberflache erzeugen eine groRere Menge an Car-
boxylgruppen. Durch Deprotonierung kann so die negative Ladungsdichte auf der Faserober-
flache erhoht werden, was zu einer starkeren elektrostatischen Abstoung zu den NPSNPs als
vor den Freisetzungsexperimenten gefuhrt haben kdnnte. Die erhaltenen REM-Aufnahmen
(a,b) bestéatigen dies. Trotz ahnlicher Erscheinung der Bilder deuten diese somit auf einen Er-
halt des angebundenen HS auf den unmodifizierten Polymerfasern nach einem Release von 21
Tagen hin. Eine genaue Aussage dariiber kann jedoch nicht getroffen werden. Die Aufnahmen
der Fasern, welche mit den amino-modifizierten NPSNPs behandelt wurden, deuten auf einen
Erhalt des angebundenen HS hin. Um den Anlagerungseffekt der Nanopartikel besser zu er-
kennen, wurden hier andere VergroRerungen gewahlt. Insgesamt ist auf allen Bildern (e-h)
eine deutlich héhere Menge an angelagerten Partikeln zu erkennen, als es bei den unmodifi-
zierten NPSNPs der Fall war. Ein Grund hierfir liegt in der elektrostatischen Anziehung zwi-
schen den Fasern mit einer negativen Oberflachenladung und den Partikeln mit einem positi-
ven Zetapotential. Weiterhin zeigen die Aufnahmen der Fasern, an welche zuvor HS angebun-
den wurde, mehr Nanopartikel sowie starkere Agglomerate als die Aufnahmen der Kontroll-
fasern. Dies kann auf die stérkere elektrostatische Anziehung zwischen den amino-modifizier-
ten Nanopartikeln sowie den stark sauren, polyanionischen HS zurlickzufiihren sein. Trotz
einer erhdhten Ladungsdichte der Carbonsauregruppen auf der Oberflache der unmodifizierten
Polymerfasern im Gegensatz zu den Versuchen vor dem Release besitzen diese Gruppen eine

geringere Saurestarke als die Sulfat-Gruppen im HS. Die amino-modifizierten NPSNPs kon-
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nen mit ihrer geringen GroRe durch direkte sterische Wechselwirkungen mit den Oberflachen-
gruppen im HS von diesen angezogen werden. Die entgegengesetzt erhaltenen Ergebnisse der
ZP-Titrationskurven sind moglicherweise wiederum auf die Messmethode zurtickzufihren.
Hier wird die Gesamtoberflachenladung durch das Uberstromen der Fasern mit einer Elektro-
Iytlosung erhalten. Dieses ist im Falle der mit HS beschichteten Fasern zudem von der Lage
der Polymerstrange abhangig. Zusatzlich beeinflussen weitere Wechselwirkungen die Anhaf-
tung der NH2-NPSNPs. Hierzu gehdren neben den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
den Propylketten der aminopropyl-modifizierten NPs und den unpolaren Einheiten auf den
Faseroberfachen auch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminogruppen der Parti-
kel und den zugehdrigen Gruppen auf den Polymerfasern. Wahrend die Agglomerate der Par-
tikel auf eine Wechselwirkung untereinander hindeuten, kann aus den gréReren Ansammlun-
gen der NH2-NPs auf den Fasern mit HS vermutet werden, dass diese die Orte des immer noch
angebundenen Biomolekils visualisieren. Insgesamt unterstiitzen die erhaltenen Ergebnisse
die aufgestellte Vermutung, dass das HS nach 21 Tagen Freisetzung auf den unmodifizierten

Fasern erhalten bleibt.

Diese Untersuchungen wurden ebenfalls fur die amino-modifizierten Fasern durchgefihrt.
Dazu sind die rasterelektronischen Aufhahmen der Fasern mit / ohne HS nach dem Release
und der Inkubation in den unterschiedlichen NPSNPs-Dispersionen in Abbildung 54 zu sehen.
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Faser-NH, mit NPSNPs Faser-NH,-HS mit NPSNPs

Abbildung 54: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der amino-modifizierten Polymerfasern nach der Re-
aktion mit HS sowie deren Kontrollen, nachdem sie einem Release von 21 Tagen ausgesetzt und in verschiedenen
NPSNPs-Dispersionen inkubiert wurden in jeweils zwei verschiedenen VergrélRerungen. (a, b): Amino-modifi-
zierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieBend in einer NPSNPs-Dispersion inkubiert
wurden. (c, d): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschliefend in einer NPSNPs-
Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Amino-modifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und an-
schlieRend in einer NPSNPs-NHz-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS
in Kontakt kamen und anschlieend in einer NPSNPs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. Die erhaltenen Aufnah-
men deuten auf die Degradation der Fasern nach dem Release hin.
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Zunachst sind auf allen Aufnahmen der amino-modifizierten Fasern, welche mit den
unmodifizierten NPSNPs behandelt wurden, keine angelagerten Partikel zu sehen. An die
Kontrollfasern ohne HS adsorbierte vor den Release-Experimenten eine groRe Menge an
Nanopartikeln aufgrund von elektrostatischer Anziehung. Wie den Zetapotential-
Titrationskurven nach den Freisetzungen zu entnehmen ist, weisen die amino-modifizierten
Fasern aufgrund von Degradation und der damit verbundenen Esterspaltungen sowie Abgabe
der angebundenen Diamine nun eine viel negativere Oberflachenladung auf. Daraus kann
geschlossen werden, dass die unmodifizierten NPSNPs mit einer ebenfalls negativen
Oberflachenladung von diesen Fasern abgestoRen werden. Die REM-Aufhahmen der Fasern
mit HS zeigen sowohl vor- als auch nach den Release-Experimenten keine angelagerten
Partikel. Méglicherweise ist auch nach den Experimenten immer noch saures, polyanionisches
HS auf den Fasern vorhanden, welches fur die AbstofSung der Patrikel mit der negativen
Oberflachenladung verantwortlich ist. Denn auch die Zetapotentialmessungen nach dem Re-
lease deuten auf einen Erhalt des HS auf der Faseroberflache hin. Eine genaue Aussage kann
mithilfe der vorliegenden REM-Bilder dariiber jedoch nicht getroffen werden. Auf den Auf-
nahmen der Fasern, welche anschlieBend mit den amino-modifizierten Partikeln behandelt
wurden, sind ungleichmaRig verteilte sowie agglomerierte Nanopartikel zu beobachten. Zwi-
schen den Proben mit bzw. ohne HS ist hier kein Unterschied auszumachen. Maglicherweise
konnte, so wie es auch die ZP-Titrationskurven zeigen, HS auf den amino-modifizierten Fa-
sern erhalten werden. Dazu missten eigentlich mehr NPs mit einem positiven ZP auf den Fa-
sern mit dem sauren, polyanionischen HS zu finden sein als auf den Kontrollfasern mit den
basischen Aminogruppen. So zeigen es auch die Aufnahmen vor dem Release. Ein Grund flr
die Gleichverteilung kénnte in der nun negativer geladenen Oberflache der Kontrollfasern lie-
gen (siehe Abbildung 52), sodass beide Fasertypen eine Adsorption der NH>-NPs ermdgli-
chen. AuBerdem beeinflussen hier noch weitere Wechselwirkungen das Ergebnis. Hierzu zéh-
len neben den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Propylketten der aminopropyl-
modifizierten NPSNPs und den unpolaren Anteilen auf den Faseroberflachen auch die Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den Aminogruppen auf den Partikeln und den zugehéri-
gen Gruppen an der Oberflache der Polymerfasern. Insgesamt kann mithilfe der vorliegenden
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ein Erhalt des HS auf den amino-modifizierten
Fasern lediglich vermutet werden. Genaue Aussagen dariiber kénnen jedoch nicht getroffen

werden.

In Anlehnung an die Versuche vor den Freisetzungsexperimenten wurden auch hier
Anlagerungsversuche mit kommerziell erhéltlichen PSLBs mit sowohl positivem als auch
negativem Zetapotential durchgefuihrt, um eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
erhalten. Dazu sind in Abbildung 55 die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der

unmodifizierten Fasern mit bzw. ohne HS zu sehen, welche fiir 21 Tage einem Release
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unterzogen wurden und anschliefend in eine PSLBs-OSOs - bzw. PSLBs-NH,-Dispersion
eingelegt wurden.

Faser mit PSLBs-OSO4-

Abbildung 55: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unmodifizierten Polymerfasern nach der Reak-
tion mit HS sowie deren Kontrollen, nachdem sie einem Release von 21 Tagen ausgesetzt und in verschiedenen
PSLBs-Dispersionen inkubiert wurden in jeweils zwei verschiedenen Vergréerungen. (a, b): Unmodifizierte Fa-
sern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlie3end in einer PSLBs-OSO3™-Dispersion inkubiert wurden.
(c, d): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in einer PSLBs-OSOs-Disper-
sion inkubiert wurden. (e, f): Unmodifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieend in
einer PSLBs-NHz-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Unmodifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen
und anschlieend in einer PSLB-NH:-Dispersion inkubiert wurden. Die erhaltenen Aufnahmen deuten sowohl auf
die Degradation der Fasern nach dem Release als auch auf den Erhalt des angebundenen HS hin.
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Die Aufnahmen aller Proben, welche mit den sulfat-modifizierten PSLBs behandelt wurden,
zeigen lediglich wenig adsorbierte Partikel auf der Faseroberflache (a-d). Auf den Fasern mit
HS sind zusétzlich Polymerreste zu erkennen. Ansonsten kann kein Unterschied zwischen den
Proben mit bzw. ohne HS ausgemacht werden. Diese Ergebnisse stimmen mit denjenigen
tiberein, welche bei der Anlagerung der unmodifizierten NPSNPs an diese Fasern erhalten
wurden. Auch hier deutet dieses Ergebnis auf eine negative Oberflachenladung beider Fasers-
orten hin, sodass eine elektrostatische Abstoung zu den sulfat-modifizierten PSLBs mit einer
ebenfalls negativen Oberflachenladung stattgefunden haben kann. Daraus kann fiir die Fasern
mit HS vermutet werden, dass das Biomolekil auf der Oberflache der Fasern erhalten blieb
und somit durch seinen sauren, polyanionischen Charakter® f{ir die elektrostatische Absto-
Bung zu den Partikeln verantwortlich gemacht werden kann. Auch die mdgliche Degradation
der Fasern, welche eine starker saure Oberflache kreiert, kann hier unterstiitzend wirken. Zu-
dem deuten ebenfalls die Zetapotentialmessungen nach dem Release auf einen Erhalt des HS
auf der Faseroberflache hin. Mithilfe der vorliegenden REM-Aufnahmen kann dariiber jedoch
keine genaue Aussage getroffen werden. Weiterhin zeigen die ZP-Titrationskurven einen stark
sauren Charakter der unmodifizierten Fasern nach dem Release durch eine mdgliche Degra-
dation der Faseroberflache, sodass es zu einer stérkeren elektrostatischen Abstoung zu den
sulfat-modifizierten PSLBs als vor den Freisetzungsexperimenten gekommen ist. Die erhalte-
nen REM-Aufnahmen (a,b) bestétigen dies. Trotz &hnlicher Erscheinung der vorliegenden
Aufnahmen kann ein Erhalt des angebundene HS auf den unmodifizierten Polymerfasern nach
einem Release von 21 Tagen vermutet werden. Im Gegensatz dazu ist auf den Aufnahmen der
unmodifizierten Fasern, welche nach den Freisetzungsexperimenten mit den amino-modifi-
zierten PSLBs behandelt wurden, ein Unterschied auszumachen. Auf den Fasern, welche zu-
vor mit HS beschichtet wurden, adsorbierten mehr Nanopartikel (h) als auf den Kontrollfasern
(). Zudem haben sich auf beiden Fasersorten Agglomerate der Partikel gebildet (e,g). Um dies
sichtbar zu machen, wurde hier eine abweichende VergréRerung der Bilder gewahlt. Die Ag-
glomerate kénnen durch Wechselwirkungen der Nanopartikel untereinander entstanden sein.
Die Aminogruppen konnen bspw. Wasserstoffbriickenbindungen zueinander ausbilden. Die
grolere Menge an amino-modifizierten PSLBs auf den Fasern, welche zuvor mit HS beschich-
tet wurden, deutet auf den Erhalt des Biomolekuls auf der Faseroberflache hin. Die Partikel
mit einem positiven ZP kdnnen somit von dem sauren, polyanionischen HS auf der Faserober-
flache elektrostatisch angezogen worden sein. Im Gegensatz dazu scheint die Oberflache der
Kontrollfasern eine geringere Dichte an negativen Ladungen aufzuweisen, obwohl die zuge-
horige ZP-Titrationskurve stérker negative Werte aufzeigt als diejenige der Fasern mit HS
(siehe Abbildung 52). Auch hier kann die vorliegende Messmethode als Grund fiir den Unter-
schied gesehen werden. Mit ihrer Hilfe kann lediglich die Gesamtladung der Oberflache durch

eine Uberstromende Elektrolytlosung bestimmt werden. Fiir die mit HS beschichteten Fasern
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ist diese jedoch von der Lage der Polymerstrange abhangig. Trotz dessen, dass die amino-
modifizierten Fasern nun wahrscheinlich mehr saure Carboxyl-Gruppen als vor den Freiset-
zungsexperimenten besitzen, weisen diese jedoch eine geringere Séurestarke als die Sulfat-
gruppen im HS auf. Durch ihre geringe GroRe kdnnen die Nanopartikel direkt mit den einzel-
nen Gruppen auf der Faseroberflache wechselwirken. Somit werden sie stirker von den Sul-
fatgruppen mit einer htheren Sdurestarke angezogen als von den Carboxylgruppen mit einer
geringeren Saurestarke. Natlrlich kénnen sich auch hier Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den Aminogruppen auf den Partikeln und den zugehdrigen Gruppen auf den Fasern aus-
gebildet haben. Insgesamt deuten die erhaltenen REM-Aufnahmen jedoch auf den Erhalt des
HS auf der Oberflache der unmodifizierten Fasern hin. Trotz dessen muss auch bei diesen
Ergebnissen der Einfluss der geladenen, méglicherweiser strukturinstabilen Polymere und die
dadurch entstehenden Wechselwirkungen berlicksichtigt werden (siehe Kapitel 4.2.1 sowie
Abbildung 43).

Weiterhin wurden die Untersuchungen mit den amino-modifizierten Fasern durchgefiihrt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 56 dargestellt.
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Faser-NH, mit PSLBs-OSO4- Faser-NH,-HS mit PSLBs-OSO;- -

\ ¥

Faser-NH,-HS mit P
v N

Abbildung 56: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der amino-modifizierten Polymerfasern nach der Re-
aktion mit HS sowie deren Kontrollen, nachdem sie einem Release von 21 Tagen ausgesetzt und in verschiedenen
PSLBs-Dispersionen inkubiert wurden in jeweils zwei verschiedenen VergréRerungen. (a, b): Amino-modifizierte
Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und anschlieRend in einer PSLBs-OSOs™-Dispersion inkubiert wur-
den. (c, d): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS in Kontakt kamen und anschliefend in einer PSLBs-OSOs3™-
Dispersion inkubiert wurden. (e, f): Amino-modifizierte Fasern, welche nicht mit HS in Kontakt kamen und an-
schlieRend in einer PSLBs-NH2-Dispersion inkubiert wurden. (g, h): Amino-modifizierte Fasern, welche mit HS
in Kontakt kamen und anschlielend in einer PSLB-NH2-Dispersion inkubiert wurden. Die erhaltenen Aufnahmen
deuten sowohl auf die Degradation der Fasern nach dem Release als auch auf den Erhalt des angebundenen HS hin.
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Die Aufnahmen der amino-modifizierten Fasern, welche mit den sulfat-modifzierten PSLBs
behandelt wurden, zeigen kaum angelagerte Partikel auf der Oberflache. Hier zeigt sich die
Degradation der Fasern (siehe Abbildung 52) wéhrend des Release und die damit verbundene
starker negativ ausgepragte Oberflachenladung. Ahnliche Ergebnisse wurden auch erhalten,
als die Fasern nach den Freisetzungsexperimenten mit den NPSNPs behandelt wurden. Somit
kann eine elektrostatische AbstoRung zwischen den Partikeln mit einem negativen ZP und der
Faseroberflache mit einer ebenfalls negativen Oberflachenladung vermutet werden. Weiterhin
ist zu beobachten, dass auf den Fasern, welche zuvor mit HS beschichtet wurden, viel weniger
Partikel angelagert wurden als auf den Kontrollfasern. Dies kann auf den stark sauren Charak-
ter des HS und der damit verbundenen starkeren elektrostatischen AbstoRung zurtickzufiihren
sein. Somit deuten die erhaltenen Ergebnisse auf eine stabile Anbindung des Biomolekiils an
die Oberflache der amino-modifizierten Fasern hin. Nichtsdestotrotz zeigt die ZP-Titrations-
kurve der Kontrollfasern starker negative Werte als diejenige der Fasern mit HS (siehe Abbil-
dung 45). Analog zu den vorherigen Diskussionen kann auch hier die vorliegende Messme-
thode als Grund fiir den Unterschied ausgemacht werden. Durch die tUberstromende Elektro-
Iytlosung kann hier lediglich die Gesamtladung der Oberflache bestimmt werden. Fir die mit
HS beschichteten Fasern ist diese jedoch von der Lage der Polymerstrange abhangig. Die ho-
here Sdurestérke der Sulfat-Gruppen im HS kann fiir die stérkere elektrostatische AbstofRung
zu den sulfat-modifizierten PSLBs verantwortlich gemacht werden. Durch ihre geringe GroRe
kénnen die Nanopartikel direkt mit den einzelnen Gruppen auf der Faseroberflache wechsel-
wirken. Dahingegen adsorbierten die amino-modifizierten PSLBs sehr stark auf beiden Faser-
typen nach dem Release. Die REM-Aufnahmen verdeutlichen, dass es auf beiden Fasertypen
sowohl Bereiche gibt, die sehr stark mit den Nanopartikeln belegt sind als auch Stellen vorzu-
finden sind, die eine geringere Menge an adsorbierten PSLBs aufweisen. Ein Unterschied zwi-
schen den Fasern, welche zuvor mit HS beschichtet wurden, und ihren Kontrollfasern kann
nicht ausgemacht werden. Die starke Anlagerung der Partikel kann sowohl auf die elektrosta-
tische Anziehung durch das saure, polyanionische HS als auch die generierten Carboxylgrup-
pen auf der Faseroberflache zuriickzufiihren sein. Insgesamt liegt die Vermutung nahe, dass
beide Fasersorten eine negative Oberflachenladung aufweisen, die durch die Degradation der
Fasern wéhrend der Freisetzungsexperimente erzeugt wurde (siehe Abbildung 45). Die Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den Aminogruppen der Partikel und den korrespondie-
renden Gruppen auf den Fasern kdnnen diese Wechselwirkungen jedoch tberlagern und so
das Ergebnis beeinflussen. Somit kann mithilfe der vorliegenden REM-Aufnahmen zwar auf
die Degradation der Fasern wahrend des Release geschlossen werden, ein Erhalt des HS auf
der Oberflache der amino-modifizierten Fasern kann jedoch nur vermutet werden. Auch hier
muss der Einfluss der geladenen, moglicherweise strukturinstabilen Polymere und die dadurch

entstehenden Wechselwirkungen beriicksichtigt werden.
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Insgesamt deuten auch die Inkubationsversuche mit den verschiedenen Sorten an oberflachen-
modifizierten Nanopartikeln auf einen Erhalt des HS auf den beiden Fasertypen nach einem
Release von 21 Tagen hin. Da angesichts der vorliegenden Freisetzungsexperimente anschlie-
Rend kaum HS von den Fasern freigesetzt wurde, kann vermutet werden, dass dieses stabil auf
den Fasern angebunden ist. Der Einsatz der Kupplungsreagenzien EDC/NHS hat somit zu ei-
ner stabilen, wahrscheinlich kovalenten Anbindung des HS an die un- sowie amino-modifi-

zierten Polymerfasern gefiihrt.

4.2.3 Zusammenfassung

Fur die Etablierung einer neuronalen Leitstruktur im Innenohr des Menschen sollte im Rah-
men dieser Arbeit das Glykosaminoglykan HS stabil auf der Oberflache der Fasern angebun-
den werden und somit den umliegenden Zellen als Imitator fiir die extrazelluldre Matrix die-
nen. Um ein besseres Verstandnis fiir das Verhalten von HS in unterschiedlichen Lésungsmit-
teln zu erhalten und damit die Anbindung des Molekiils an die Polymerfasern besser untersu-
chen zu kénnen, wurden zunachst DLS Messungen durchgefiihrt. Hierbei wurden im sauren
Milieu héhere hydrodynamische Radien (d = 200 nm) als im basischen Milieu (d = 50nm) be-
stimmt. Mdglicherweise flihrt die geringere Ladung des HS im sauren Milieu zu dessen Ag-
gregation.[*??l Die Anbindung des HS sowohl an die un- als auch an die amino-modifizierten
Fasern wurde anschlieBend in MES-Puffer (pH = 4) durchgefihrt (cus = 200 uM). Um das
Molekul stabil bzw. kovalent an die Oberflache der Fasern anzubinden, wurden das Kupp-
lungsreagenz EDC sowie der Stabilisator NHS hinzugefugt. Hierbei konnte mithilfe verschie-
dener Nachweismethoden qualitativ die erfolgreiche Anbindung des HS an beide Fasertypen
festgestellt werden. Sowohl der Toluidinblau-Test als auch die Zeta-Potential-Messungen wei-
sen ein gleiches Ergebnis fur beide Fasertypen auf. Dies ist moglicherweise ein Hinweis da-
rauf, dass sich das Molekiil in vergleichbaren Mengen an die unterschiedlichen Fasern ange-
lagert hat. Letztere Methode zeigt zudem, dass die Oberflachenchemie in beiden Féllen vom
HS dominiert wird. Weiterhin konnte durch die Anlagerung von Nanopartikeln (NPSNPs,
PSLBs) mit positivem sowie negativem Zetapotential qualitativ bestétigt werden, dass HS un-
ter Zuhilfenhame von EDC/NHS an die Fasern angebunden werden konnte. Die Ergebnisse
weisen jedoch einige Unstimmigkeiten auf. Eine Moéglichkeit der Erklarung bieten die vielfal-
tigen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und der Faseroberflache. Eventuell kann
durch die amino-modifizierten NPSNPs visualisiert werden, welche Bereiche der Faser mit
HS beschichtet wurden. Die Partikel haben sich in starken Agglomeraten auf den Fasern mit
HS angelagert. Da sie ein positives Zetapotential besitzen, wird angenommen, dass sie vom

sauren, polyanionischen HS®! elektrostatisch angezogen werden.
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Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass das HS ohne EDC/NHS nicht bzw. nur in
unzureichend messharen Mengen an die Fasern angelagert werden konnte. Dies konnte zu-
néchst mithilfe des Toluidinblau-Tests gezeigt werden. Zudem wurden Untersuchungen mit
fluoreszenzmarkiertem HS durchgefiihrt. Uber indirekte Fluoreszenzmessungen der Inkubati-
onslosungen ergab sich jedoch ebenfalls ein negatives Ergebnis. Somit scheinen die Kupp-
lungsreagenzien notwendig zu sein, um HS sowohl an die unmodifizierten als auch an die
amino-modifizierten Fasern anzulagern. Neben der kovalenten Anbindung Uber die funktio-
nellen Gruppen im HS kann dieses zudem Uber Wasserstoffbriickenbindungen oder elektro-
statische Anziehung an die Fasern angelagert werden. Da die ZP-Messungen ein gleiches Ver-
halten der beiden Fasertypen mit HS zeigen, kann davon ausgegangen werden, dass der Anteil
an COOH- sowie NH,-Gruppen, welche an der kovalenten Bindung zur Faseroberflache be-
teiligt sind, gering ist. Aufgrund dessen liegt die Vermutung nahe, dass viele reaktive Gruppen
im HS frei verfligbar vorliegen, um spéter aktiv ihre Funktion auszufuihren. Hierzu gehort ne-
ben der geplanten weiteren Anbindung von Wachstumsfaktoren, wie BDNF, auch die Wech-
selwirkungen mit den Neuronen in der Anwendung im Innenohr. Bei einer kovalenten Anbin-
dung kann es nach vorangegangenen Studien dazu kommen, dass das jeweilige Molekil einen
Teil seiner biologischen Aktivitat verliert.[®® Da in diesem Fall jedoch kaum reaktive Gruppen
einer chemischen Bindung unterzogen wurden, sondern frei vorliegen, kann vermutet werden,
dass das Molekdil einen GroRteil seiner Aktivitat behalten hat. Flr weitere Studien waren quan-
titative Untersuchungen zur Bestimmung der angebundenen Mengen des HS an die Fasern
sinnvoll. So konnte der TB-Test quantitativ ausgeweitet werden.*8% Andererseits waére es
moglich, die Inkubationsversuche mit fluoreszentem HS auszuweiten. Da die vorliegenden
Messergebnisse zeigen, dass die Kupplungsreagenzien das zu detektierende Signal storen,
ware eine vorzeitige Aktivierung der Fasern mit EDC/NHS und eine anschlielende Behand-
lung mit dem fluoreszenzmarkierten HS moglich.[?5743%84%1 Untersuchungen im eigenen Ar-

beitskreis zeigten mithilfe dieser Methode schon erfolgreiche, quantitative Ergebnisse. 40!

Weiterhin wurde die Stabilitat des angebundenen HS untersucht. Wie zuvor erwéhnt, sollten
die Fasern in einem ndchsten Schritt mit dem Wachstumsfaktor BDNF beschichtet werden. Es
konnte unter Zuhilfenahme des fluoreszenzmarkierten HS herausgefunden werden, dass wah-
rend dieses Inkubationsschritts sowohl von den Fasern mit EDC/NHS als auch ohne Kupp-
lungsreagenzien kein HS abgegeben wurde. Da die Fasern in der Anwendung im Innenohr
tiber einen langen Zeitraum der dortigen Lymphfliissigkeit ausgesetzt sind, wurden weitere
Experimente zur Freisetzung des HS unter physiologischen Bedingungen (PBS (+0.1 % BSA),
37 °C) durchgefuhrt. Zunéchst konnte gezeigt werden, dass von den Fasern, welche ohne
EDC/NHS mit HS behandelt wurden, kaum etwas freigesetzt wurde. Unter Berlicksichtigung
der vorangegangenen Ergebnisse kann daher vermutet werden, dass kein bzw. nur sehr ge-

ringe, kaum messbare Mengen an HS angebunden wurden. Von beiden Fasertypen, welche
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unter Zuhilfenahme von EDC/NHS mit HS beschichtet wurden, konnten in den ersten 21 d
etwa 250 ng des fl. markierten HS freigesetzt werden, wohingegen anschlie}end kaum noch
etwas abgegeben wurde und der Release sich bis zu Tag 105 einem Plateau naherte. Durch
moglicherweise geringere Wechselwirkungen mit der Faseroberflache wurde von den unmo-
difizierten Fasern mehr HS freigesetzt als von den amino-modifizierten Fasern. Zudem unter-
stitzte der zuséatzliche Inkubationsschritt flr die spatere Anbindung des BDNFs die Freiset-
zung von HS. Zuriickgeflihrt werden kann dies auf eine gesteigerte Degradation der biodegra-
dierbaren Fasern. Die Ergebnisse gehen einher mit der Annahme, dass HS zu Anfang erfolg-
reich an die Fasern angebunden wurde. Weiterhin bestand die Vermutung, dass in den ersten
21 d lediglich adsorptiv angelagertes HS von den Fasern freigesetzt wurde. Um zu untersu-
chen, ob anschlieRend kovalent gebundenes HS stabil auf den beiden Fasertypen vorliegt, wur-
den sowohl Zetapotentialmessungen als auch Anlagerungsversuche mit den Nanopartikeln
durchgefuhrt. Beide Untersuchungsmethoden deuteten zundchst auf die Degradation der Fa-
sern wahrend ihrer Lagerung im physiologischen Medium hin. Die Oberflache der Fasern
weist laut ZP-Messungen eine starker negative Ladung auf, sodass sich auch weniger Nano-
partikel mit einer negativen Oberflachenladung bzw. mehr Partikel mit einer positiven Ober-
flachenladung anlagerten. Zudem konnte mithilfe der Versuche gezeigt werden, dass HS auf
beiden Fasertypen erhalten blieb. Die ZP-Messungen markieren, dass HS die Oberflachenche-
mie der Fasern bestimmt und geben einen Hinweis darauf, dass es die Fasern moglicherweise

vor einer starkeren Degradation schiitzt.

Insgesamt konnte somit innerhalb der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass mithilfe der
Kupplungsreagenzien EDC/NHS das extrazelluldre Matrixmolekil HS stabil, wahrscheinlich
kovalent, an die un- sowie amino-modifizierten Fasern angebunden werden konnte. Unter phy-
siologischen Bedingungen werden innerhalb der ersten 21 d adsorptiv angelagerte Mengen HS
von den Fasern freigesetzt. AnschlieBend liegt das Biomolekil bis zu 105 d stabil auf den
beiden Fasertypen vor. Auch in vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Gly-
kosaminoglykane, wie HS, Uber einen langeren Zeitraum stabil®"®! mithilfe von Carbodiimi-
den sowohl an Oberflachen mit NH,-[%377371 gls auch OH-/COOH-Gruppent’®-382 in MES
Puffer angebunden werden konnte. Dahingegen fiihrte eine Adsorption von HS an Oberflé-
chen ohne zusétzliche Reagenzien lediglich zu einer kurzzeitigen Anlagerung und zeitigen
Freisetzung des Biomolekiils.*5°37% Somit erfiillen die Fasern im Rahmen dieser Arbeit die
Bedingungen fir eine Anwendung am ClI, bei der das HS als fester Bestandteil der neuronalen
Leitstruktur dienen und als Vertreter der extrazellularen Matrix den Neuriten auf ihrem Weg

zur Implantatoberflache Unterstiitzung geben soll.

Zusétzlich kann in Zukunft mithilfe der vorliegenden Ergebnisse an einer Zusammenfihrung
von Teilprojekten im Arbeitskreis Behrens zur Optimierung des Elektroden-Nerven-Kontak-

tes im Rahmen des Cls gearbeitet werden. So forschte Dr. N. SCHMIDT an der Immobilisierung
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von Wirkstoffen auf den NPSNPs, um diese anschliefend im Innenohr wieder freizusetzen,
sodass sie lokal ihre Wirkung entfalten konnen. Denkbar wére somit eine Anlagerung der NPs
mit eingelagertem Wirkstoff an die Fasern, welche als Drug Delivery Reservoir dienen. Von
den NPs konnten schon grolRe Mengen an BDNF freigesetzt werden, welche einen positiven
Effekt auf die SGNs zeigten. 5%

4.3 Entwicklung eines Freistzungssystems fiir BDNF

Ziel dieser Arbeit ist es, das neuronale Leitsystem hinsichtlich der Anwendung auf der Coch-
lea-Elektrode ebenfalls als ein Implantat-assoziiertes Freisetzungssystem fiir BDNF einzuset-
zen. Der Wachstumsfaktor ist als natiirlicher Bestandteil der Cochlea fir das Uberleben sowie
die Regeneration der dort anséassigen Spiralganglienneuronen zustandig.5419:1%1 Als Wirtma-
terial dienen die zuvor mit HS beschichteten Polymerfasern. Hierbei wird die Féahigkeit des
Glykosaminoglykans, Wachstumsfaktoren anzubinden, zu stabilisieren und deren Freisetzung
zu kontrollieren, genutzt. Dazu wird im folgenden Kapitel zunéchst die Immobilisierung des
BDNFs auf den Fasern analysiert. Anschlielend erfolgt eine Quantifizierung der sowohl im-
mobilisierten als auch freigesetzten BDNF-Mengen. Vergleichend wurde untersucht, inwie-
weit die vorherige Immobilisierung von HS auf den Fasern die Ergebnisse beeinflusst. Um
sowohl den neuroprotektiven als auch den —regenerativen Einfluss der entwickelten Freiset-
zungssysteme zu bestimmen, erfolgt anschliefend eine genaue Darstellung der Ergebnisse aus

den in vitro-Versuchen mit den SGN.

4.3.1 Immobilisierung von BDNF auf den Polymerfasern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst untersucht, inwieweit BDNF an die unterschiedli-
chen Fasertypen angebunden werden konnte. Mithilfe eines qualitativ durchgefiihrten ELISAs

wurde dies zundchst Uberpruft.
Quialitativer ELISA

Die mit HS beschichteten un- sowie amino-modifizierten Fasern wurden in einer BDNF-L06-
sung in PBS (0,1 % BSA) 24 Stunden bei 4 °C inkubiert, um das Protein an ihrer Oberflache
zu immobilisieren. Dabei wurde eine BDNF Konzentration von cgpne = 1 pg-mL™* gewahlt.

Es handelte sich hierbei um die Fasern, welche zuvor kovalent mit HS beschichtet wurden.

Um zu tberprifen, welchen Einfluss das HS auf die Immobilisation des BDNFs hat, wurden
dieselben Experimente mit Fasern durchgefiihrt, welche zuvor nicht mit dem Glykosamino-
glykan beschichtet wurden. Zundchst wurde ein qualitativer, direkter BDNF-spezifischer
ELISA auf den Fasern selbst durchgefiihrt, um zu testen, ob die Immobilisation erfolgreich

verlaufen ist. Dazu wurden die einzelnen Lésungen des ELISA-Kits direkt zu den Fasern in
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einem Eppendorf-Reaktionsgefal} gegeben. Die restliche Durchfiihrung entsprach dem géngi-
gen Protokoll. Fotografien der Proben nach Zugabe der TMB color developing -Ldsung sind
in Abbildung 57 zu sehen. Bei Anwesenheit von BDNF ist die Lésung fir eine enzymindu-

zierte Blaufarbung verantwortlich.

Faser-NH, Faser

Kontrolle Mit BDNF Kontrolle Mit BDNF

& | J
Ohne HS w '

Mit HS

Abbildung 57: Fotografien der un- sowie amino-modifizierten Fasern, welche mit BDNF und ggf. HS behandelt
wurden sowie deren Kontrollen, nachdem sie in einem Eppendorf-Reaktionsgefal einem direkten, BDNF-spezifi-
schen ELISA unterzogen wurden. Die auftretende Blaufarbung weist auf die erfolgreiche Immobilisierung des
Wachstumsfaktors an alle Fasertypen hin.

Die Fotografien zeigen nicht nur die ELISA-L6sungen, sondern ebenfalls die darin enthalte-
nen Fasern, obwohl diese hier schlecht zu erkennen sind. Trotz dessen ist allen Proben, welche
zuvor mit BDNF behandelt wurden, gemein, dass sie eine Blaufarbung aufweisen. Im Gegen-
satz dazu zeigen die Fotografien aller Kontrollen keine Farbung. Da die Blauférbung ein Indi-
kator flr einen positiv verlaufenden ELISA-Test ist, welcher die Anwesenheit von BDNF an-
gibt, kann geschlussfolgert werden, dass auf allen Fasertypen BDNF immobilisiert wurde.
Mithilfe dieses Verfahrens konnte die Anbindung des Wachstumsfaktors visualisiert werden.
Dabei ist jedoch zu beachten, dass keine Aussagen tiber die Mengen an angebundenem BDNF
getétigt werden kénnen.

Quantitative Bestimmung der immobilisierten BDNF Mengen

Zur Quantifizierung wurde ein indirekter ELISA durchgefiihrt. Dazu wurden die verbleiben-
den Konzentrationen des Proteins in den Inkubations- und Waschlésungen bestimmt (Tabelle
5).
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Tabelle 5: Quantifizierung der Mengen an immobilisiertem BDNF auf den un- sowie amino-modifizierten Fasern,
welche ggf. zuvor mit HS beschichtet und anschlieRend in einer BDNF-L&sung inkubiert wurden
(ceonF =1 pg-mL~! BDNF).

BDNF-Konzentration Beladungseffizienz

Fasertyp Inkubationslésung Waschldsung auf den Fasern
(ng mLY) (ng mL™Y) (%)
Faser 1284.0 + 193.7 58.4+210 0
Faser-NH2 957.0 £ 253.4 394 +£2.7 0
Faser-HS 50+21 6.3+3.2 98.9+0.8
Faser-NHz-HS 42+09 25+0.6 99.3+0.2

Zunéchst ist zu erkennen, dass unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen in den In-
kubations- sowie Waschldsungen der Fasern, welche zuvor nicht mit HS beschichtet wurden,
die gesamten BDNF-Mengen wiedergefunden wurden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
kann geschlussfolgert werden, dass keine bzw. nur unzureichend messbare Mengen an BDNF
auf den Fasern immobilisiert wurden. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denjenigen
aus dem qualitativen ELISA, welcher eine erfolgreiche Immobilisierung des Wachstumsfak-
tors auf ebendiesen Fasern voraussagte. Begriindet werden kann dieser Unterschied mit der
Sensitivitat der jeweiligen Messmethoden. Nach Herstellerangaben zeigt der vorliegende
ELISA ein positives Ergebnis bei Anwesenheit von BDNF-Konzentrationen in einem Bereich
von 31.2 bis 2000 pg-mL*. Somit kdnnen auch schon sehr geringe Mengen an BDNF in dem
direkten, qualitativen ELISA zu einem positiven Ausschlag gefuhrt haben. Diese Mengen wa-
ren jedoch zu gering, um mithilfe des ELISAS indirekt Uber die Inkubations- sowie Waschlo-
sungen bestimmt zu werden. Somit ist davon auszugehen, dass sich lediglich geringe Mengen
an BDNF an die un- sowie amino-modifizierten Fasern ohne HS angelagert haben. Im Gegen-
satz dazu sind die BDNF-Konzentrationen in den Inkubations- und Waschlésungen der un-
sowie amino-modifizierten Fasern, welche zuvor mit HS beschichtet wurden, sehr gering (in
den niedrigen ng-mL*-Bereichen gegentiber 1 pg-mL* in der Inkubationslésung). Folglich
haben beide Fasertypen nahezu die Gesamtmenge an BDNF immobilisiert. Einige Proteinmo-
lekiile kénnen jedoch bei Ad- und Desorptionsvorgangen an der Faseroberflache Konformati-
onsénderungen erfahren haben. Diese Molekile wirden nicht zum ELISA-Signal beitragen,

da sie nicht mehr immunologisch aktiv sind. Daher ist bei der Interpretation der Ergebnisse
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Vorsicht geboten, und immobilisierte Mengen, die indirekt bestimmt wurden, kdnnen tatsach-
lich zu hoch sein. Kontrollexperimente, bei denen eine Inkubation von BDNF ohne Fasern
stattfand, zeigen jedoch die Stabilitat des Wachstumsfaktors wahrend der Inkubationsversu-
che, da die gesamte BDNF-Menge durch den ELISA wiedergewonnen wurde. Weiterhin muss
beachtet werden, dass sich auch BSA-Molekiile (1 mg-mL™) in der Inkubationslésung befin-
den und als Konkurrent hinsichtlich der Bindungsstellen wirken kdnnen. Aufgrund des natir-
lichen Verhaltens von Proteinen kénnen diese ebenfalls auf der Oberflache der Fasern immo-
bilisiert werden. Nach vorangegangegen Studien werden zwar BSA-Molekile angelagert, sie

haben jedoch keine Auswirkung auf die Menge des immobilisierten BDNFs.[165]

Fur die Anwendung der beschichteten Fasern im Innenohr im Rahmen des Cls ist es von Be-
deutung, dass BDNF dort auf einen extrazellularen Rezeptor wirkt. Obwohl nicht endgiltig
ausgeschlossen werden kann, dass auch oberflachengebundenes BDNF eine Wirkung austibt,
erscheint es wahrscheinlicher, dass geldste Molekiile des Wachstumsfaktors die Rezeptoren
erreichen. Daher ist eine kovalente Bindung des BDNF an die Fasern nicht angestrebt. Statt-
dessen wird ein biomimetischer Ansatz verfolgt, da bekanntlich eine der biologischen Rollen
von HS als extrazelluldre Matrixkomponente darin besteht, Wachstumsfaktoren, wie BDNF,
zu binden und freizusetzen.[®3100.1011 Andere Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der
Faseroberflache kdnnen weiter zur Bindung und Freisetzung von BDNF beitragen. Die Fasern
kénnen zusatzlich elektrostatisch mit BDNF interagieren, da beide Typen nach Dekoration mit
HS bei einem pH-Wert von 7.4 (siehe Abbildung 45) ein dhnlich negatives Zetapotential auf-
weisen. Dieser pH-Wert entspricht dem von PBS. BDNF als basisches Protein mit einem iso-
elektrischen Punkt von ungefahr 10 weist bei diesem pH-Wert eine positive Nettoladung
auf.[#2621 Wasserstoffbriicken zwischen Carboxyl-, Hydroxyl- und Aminogruppen auf der
Oberflache der Polymerfasern und verschiedenen Einheiten des Proteins unterstiitzen die An-
lagerung ebenso wie hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den unpolaren Regionen der
Polymeroberflache und entsprechenden Doménen des BDNFs (siehe Abbildung 58).12*1 Zu-
sétzlich kénnen sich elektrostatische Wechselwirkungen zwischen méglicherweise adsorbier-
ten BSA-Molekiilen und dem BDNF ausbilden. Da BSA unter den Inkubationsbedingungen
(IEP = 4.7) eine negative Oberflachenladung aufweist, sind elektrostatische Anziehungskréfte
zum positiv geladenen BDNF-Dimer mdglich.?¥1 Um diese Vermutung zu stiitzen, miissten
jedoch weitere Untersuchungen hinsichtlich der Immobilisierung sowie Wechselwirkung der
BSA-Molekiile folgen.
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unpolar

negativ positiv

BDNF

Wasserstoff- Hydrophobe Elektrostatische Wechselwirkung
briickenbindungen Wechselwirkungen Anziehung mit HS

Abbildung 58: Schematische Darstellung der attraktiven Wechselwirkungen zwischen BDNF (vgl. Abbildung
12)[190.213.214 ynd den funktionellen Gruppen auf der Oberflache der unmodifizierten (links) sowie amino-modifi-
zierten (rechts) Polymerfasern (mit HS).

4.3.2 BDNF-Freisetzung von den Polymerfasern

Fur die Anwendung im Innenohr soll der Wachstumsfaktor BDNF (ber einen langeren Zeit-
raum hinweg von den Fasern abgegeben werden, um im Kontakt mit den SGNs ihre Uberle-
bensrate zu erhéhen und das Aussprossen der Neuriten zu fordern. Diese sollen anschlief3end
entlang der neuronalen Leitstruktur zur Oberflache des Implantats wachsen, um besser mit

diesem wechselwirken zu kénnen.

Somit wurden Untersuchungen zur Freisetzung des BDNFs von den verschiedenen Fasertypen
durchgefihrt. Diese fanden unter physiologischen Bedingungen statt, um die Situation im In-
nenohr des Menschen nachzuahmen. Dafur wurden funf Fasern in jeweils 1 mL PBS (+0.1 %
BSA) bei 37 °C uber einen festgelegten Zeitraum inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung
entnommen, eingefroren und durch eine frische Ldsung ersetzt. Die freigesetzten Mengen an
BDNF wurden schlieBlich aus den eingefrorenen Uberstandslésungen durch einen BDNF-spe-
zifischen ELISA bestimmt. Dazu zeigt Abbildung 59 die kumulativ freigesetzte Menge an
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BDNF von den un- sowie amino-modifizierten Fasern, welche zuvor mit HS beschichtet wur-
den, Uber einen Zeitraum von 105 Tagen. Um zu untersuchen, welchen Einfluss HS auf den
Release des Wachstumsfaktors hat, wurden zudem Experimente mit Fasern durchgefihrt, wel-
che zuvor nicht mit dem Glykosaminoglykan behandelt wurden. Auch diese Ergebnisse sind
in der folgenden Grafik dargestellt.
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Abbildung 59: Graphische Darstellung der kumulativ freigesetzten Menge an BDNF von den un-sowie amino-
modifuzierten Fasern mit / ohne HS lber einen Zeitraum von 105 d in PBS (+0.1 % BSA). Von den Fasern mit HS
konnte der Wachstumsfaktor auch zu spéteren Zeitpunkten in héheren Mengen abgegeben werden.

Die unmodifizierten Fasern mit HS zeigen eine verzdgerte bzw. langer andauernde Freisetzung
von BDNF, sodass nach 105 Tagen 9 ng-mL ™ des Wachstumsfaktors von den Fasern abgege-
ben wurden. Dies entspricht 2 % der scheinbar immobilisierten Menge an BDNF. Die mit HS
vorbeschichteten, amino-modifizierten Fasern zeigen eine dhnliche, wenn auch weniger aus-
geprégte verzogerte bzw. langer andauernde Freisetzung von BDNF. Insgesamt wurden inner-
halb von 105 Tagen 3 ng-mL™* freigesetzt, was 1 % des urspriinglich gebundenen BDNF ent-
spricht. Anhand beider Kurven ist ersichtlich, dass die Freisetzung nach 105 Tagen noch nicht
beendet ist. Es wird erwartet, dass die weitere Freisetzung aus den nicht modifizierten Fasern
mit HS-Vorbeschichtung aufgrund der héheren Steigung der anfanglichen Kurve starker ist.
In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass sehr hohe BDNF-Spiegel, wie sie beispiels-
weise nach einem dauerhaften, larminduzierten Trauma beobachtet werden, auch schéadlich
sein konnen. Die unterschiedliche Regulation von BDNF und seinen Pro-Formen sowie seiner
Rezeptoren bedarf weiterer Uberlegungen.*! Die Bedeutung der HS-Beschichtung wird deut-
lich, wenn die Freisetzungskurven der HS-tragenden sowie nicht tragenden Fasern verglichen
werden. Aus Abbildung 59 ist zu erkennen, dass von beiden Fasertypen (ohne HS, gestrichelte
Linien) zundchst in einem burst-Release ein Groliteil des BDNFs abgegeben wurde und sich

die Kurven anschlieRend einem Plateau nahern.*3¢! \/on den unmodifizierten Fasern wurden
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insgesamt 5 ng'mL"* und von den amino-modifizierten Fasern 1 ng-mL* abgegeben. Vergli-
chen mit den Experimenten aus der Anbindung des BDNFs an diese Fasertypen kann vermutet
werden, dass zu Anfang geringe Mengen an BDNF im ng-Bereich an die Fasern adsorbierten.
Diese wurden jedoch wéhrend der Freisetzungsexperimente durch die schwache Wechselwir-
kung mit der Faseroberflache relativ schnell wieder abgegeben.

Um den Einfluss des HS auf den Release weiter zu untersuchen, stellt Abbildung 60 die rela-
tiven Freisetzungskurven dar, bei denen die freigesetzte Gesamtmenge fiir jede Kurve auf
100 % eingestellt ist.
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Abbildung 60: Graphische Darstellung der kumulativ freigesetzten Mengen an BDNF von den un- sowie amino-
modifizierten Fasern mit / ohne HS, bei der die freigesetzte Gesamtmenge fur jede Kurve auf 100 % eingestellt ist.
Von den Fasern mit HS wird der Wachstumsfaktor BDNF kontinuierlicher abgegeben als von den Fasern ohne HS.

Ohne die HS-Vorbeschichtung zeigen beide Fasertypen, wie zuvor schon beschrieben, eine
Burst-Freisetzung (gestrichelte Linien),“*®! wahrend in beiden Féllen, in denen HS auf den
Fasern vorhanden ist, eine kontinuierlichere Freisetzung beobachtet wird (durchgezogene Li-
nien). Zunachst stutzen diese Ergebnisse die vorliegenden Erkenntnisse tber eine erfolgreiche
und langanhaltende stabile Bindung von HS an die Oberflache der Polymerfasern. Zudem ent-
spricht es dem gewtiinschten biomimetischen Ansatz, bei dem HS als Nachahmung der extra-
zelluléren Matrix sowohl bei der Speicherung als auch bei der Stabilisierung und langsamen
Freisetzung des Wachstumsfaktors dient. Die allgemeine Form der Freisetzungskurven von
den mit HS-beschichteten Fasern, wie in Abbildung 59 und Abbildung 60 dargestellt, kann
mit einer Freisetzungskinetik erster Ordnung erklart werden, bei der die Freisetzung des Wirk-
stoffs bis zu einem gewissen Grad behindert wird; hier durch die Wechselwirkung mit der

Wirt-Matrix.[**¢1 Die Unterschiede in den Freisetzungsprofilen dieser beiden Fasersorten
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kénnten auf die Unterschiede in den Wechselwirkungen zwischen BDNF und der Oberflache
der un- sowie amino-modifizierten Fasern mit HS zuruickgefiihrt werden. Auch der Abbau der
Polymerfasern selbst kdnnte eine Rolle spielen. Da die Beladungseffizienz in beiden Fallen
nahezu gleich ist, kann angenommen werden, dass BDNF stérker an die HS-tragenden amino-
modifizierten Fasern gebunden ist. Dies resultiert einerseits in einer langsameren Freisetzung.
Andererseits ist dies moglicherweise der Grund dafur, dass die von der Oberflache freigesetzte
Gesamtmenge geringer ist. Auch die Auflésung der biologisch abbaubaren Polymerfasern un-
ter physiologischen Bedingungen,?®4%1 wie in PBS, kann zu einer weiteren Freisetzung von
BDNF fiihren. Unterstutzend hierzu wurde, wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, der Abbau dieser
Fasern unter den verwendeten Bedingungen untersucht. Eine anteilige Auflésung der Fasern
kann nach Freisetzungsperioden von 98 Tagen beobachtet werden. REM-Untersuchungen zei-
gen eine Abnahme der Durchmesser der Fasern und das Auftreten von Rissen im Laufe der
Zeit. Diese Effekte sind bei den amino-modifizierten Fasern viel ausgepréagter zu beobachten
als bei den nicht modifizierten Fasern, wobei erstere offensichtlich wahrend des Modifizie-
rungsverfahrens angegriffen wurden (vgl. Abbildung 35). Darlber hinaus zeigen Messungen
des pH-Werts des umgebenden Mediums, dass die Abnahme des pH-Werts aufgrund der Frei-
setzung saurer Komponenten wéhrend des Faserabbaus bei den amino-modifizierten Polymer-
fasern viel weniger ausgeprégt ist (siehe Abbildung 41 sowie Abbildung 65). Dies weist auf
die Wirkung der basischen Spezien (Ethylendiamin oder Derivate davon) auf der Oberflache
der amino-modifizierten Fasern freigesetzt hin. Die basischen Spezien werden mit der Zeit
von den Fasern freigesetzt. Diese Beobachtungen deuten jedoch eher auf eine starkere Frei-
setzung aus den amino-modifizierten Fasern hin. Dies widerspricht der Feststellung, dass von
diesen Fasern geringere Mengen an BDNF freigesetzt wurden als von den unmodifizierten
Fasern. Es kann vermutet werden, dass bei den amino-modifizierten Fasern die Freisetzung
stéarker tber hydrophobe Wechselwirkungen als tber elektrostatische Wechselwirkungen kon-
trolliert wird, was zu den beobachtbaren Freisetzungsprofilen fuhrt. Dariiber hinaus ist es mog-
lich, dass die geldsten Teile der Polymerfasern (Hydroxycarbonsduren, Ethylendiamin, Deri-
vate davon, usw.) die Nachweisbarkeit von BDNF im ELISA beeinflussen.[**? Zusatzlich
muss bei der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt werden, dass BDNF-Molekiile wah-
rend des Beladungs- sowie Freisetzungsvorgangs eine Denaturierung erfahren kénnen. VVoran-
gegangene Studien belegen, dass BDNF sowohl unter den vorliegenden Inkubationsbedingun-
gen als auch nach 24 h unter Freisetzungsbedingungen nicht degradiert. Nach 7 d Freisetzung
kann jedoch nur noch die Hélfte des BDNF und nach 14 d Release lediglich 35 % des Biomo-
lekils als immunologisch aktiv angesehen und damit im ELISA nachgewiesen werden. 6]
Dies deutet trotz der anwesenden Albumin-Molekiile auf eine Degradation des BDNFs hin. 3%

Der Vorgang ist auf generelle Konformationsanderungen der Proteine in Ldsung zuriickzu-
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fiihren, da deren native Struktur nur gering thermodynamisch stabil ist.[*43! Somit ist es mog-
lich, dass die tatsachlich freigesetzte Menge an BDNF hoher ausfallt als sie im ELISA ermittelt
wurde. Relevant ist dies vor allem fur die Experimente mit den Fasern, welche lediglich mit
BDNF beschichtet wurden. Im Gegensatz dazu scheint die Moglichkeit fir die Fasern, welche
mit HS und BDNF beschichtet wurden, eher von geringerer Wichtigkeit. Die Bindung von
BDNF an HS, die Lagerung auf HS sowie die Freisetzung aus HS &hnelt nattrlichen Prozes-
sen. Daruiber hinaus haben neuere Studien die erfolgreiche Immobilisierung und Freisetzung
von biologisch aktiven Wachstumsfaktoren aus Glykosaminoglykanen gezeigt.[27:7:101.380]
Eine Heparin-enthaltende Matrix auf Fibrinbasis, deren Struktur eng mit HS verwandt ist,
kann BDNF sowohl anbinden als auch wieder freisetzen.®”l Weiterhin kénnen mit Heparin
bedeckte Poly (L-Glutaminsaure)-Partikel effektiv als Tragersysteme fiir die BDNF-Abgabe
verwendet werden.?”] Der vaskulére endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) kann auf einem
mit Heparin vorbeschichteten PCL-Gerlst immobilisiert und von diesem freigesetzt wer-
den.B Es wurde weiterhin gezeigt, dass HS sowohl die Beladung als auch die Freisetzung
des basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors (bFGF) auf Kollagen-basierten Matrizen ver-
bessert.['®Y] Somit ist davon auszugehen, dass die Wechselwirkungen zwischen BDNF und den
verschiedenen Faseroberfléchen einen groReren Einfluss auf die Freisetzungsprofile haben als
die anderen Faktoren.

Insgesamt konnte im Rahmen der vorliegenden Versuche gezeigt werden, dass BDNF von den
Fasern, welche zuvor mit HS beschichtet wurden, kontinuierlich tber einen Zeitraum von
105 Tagen abgegeben wurde. Die Fasern ohne HS zeigten lediglich die anféngliche Freiset-
zung von BDNF in einem initial burst release. Da fiir die Anwendung im CI jedoch eine kon-
tinuierliche Behandlung der Neurone mit BDNF gebraucht wird, um ihr Uberleben zu sichern
sowie die Aussprossung von Neuriten zu fordern, sind lediglich die Fasern mit HS vielver-
sprechend. Aufgrund dessen wurden im Anschluss Zellkulturexperimente mit diesen durchge-
flhrt, um den neuroprotektiven sowie —regenerativen Effekt der Fasern gegeniber den im Ohr

existierenden SGNs zu untersuchen.

4.3.3 Neuroprotektiver und -regenerativer Effekt von BDNF-beladenen Fasern

Die zuvor beschriebenen amino- sowie unmodifizierten Polymerfasern, welche sowohl mit
HS als auch mit BDNF beschichtet wurden, wurden anschlielend auf ihren neuroprotektiven
sowie regenerativen Effekt gegeniiber den SGNs getestet. Im Rahmen des CI-Systems sollen
die Fasern im Innenohr platziert werden, sodass die Abgabe des BDNFs von den Fasern auf
die dort existierenden Neurone wirken kann. In vorangegangenen Arbeiten konnte schon die

Cytokompatibilitat der beiden Fasersorten gegentiber Fibroblasten festgestellt werden. 4]

In vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven Effekt der Bestandteile der Polymerfa-

sern
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Um zu sehen, welchen Einfluss die Fasern selbst auf die SGNs haben, wurden zu Anfang
Zellkulturexperimente mit einem der Hauptbestandteile der Fasern, der Glykolsaure, und den
SGNs durchgefiihrt. Nachdem verschiedene Mengen an Polyglykolsdure zu den SGNs gege-
ben wurden, erfolgte eine Inkubation fir 48 h sowie anschlieRende Bestimmung der Uberle-
bensrate der Neurone. Die Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 61 dargestellt.
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Abbildung 61: Ergebnisse der SGN-Zellkulturuntersuchungen nach einer Kultivierung von zwei Tagen. Die Zellen
wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Glykolséure inkubiert. Zusétzlich sind die Ergebnisse der Kontrol-
len dargestellt (Positiv Kontrolle: BDNF mit csonr = 50 ng'mL™, FCS; Negativ Kontrolle: Medium). Es sind die
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes dargestellt (N = 3, n = 3). Die statistische Analyse wurde mithilfe
der einfachen ANOVA mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest durchgefiihrt (n.s. = nicht signifikant, *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001). Die Sternchen iiber den Balken geben die Signifikanz der Uberlebensrate der verschie-
denen Konditionen im Vergleich zum Medium (ohne Serum) an. Die Glykolséure Ubt keinen negativen Einfluss
auf die Uberlebensrate der SGNs aus.

Die Grafik zeigt den erwarteten positiven Effekt des BDNFs sowie FCS auf die Uberlebensrate
der SGN.[¢1 Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist ebenfalls zu erkennen, dass die verwen-
deten Mengen an Glykolsaure keinen signifikanten Unterschied in der Uberlebensrate der
SGNs im Vergleich zu der Medium-Kontrolle ausmachen. Somit kann geschlussfolgert wer-
den, dass sie keinen negativen Einfluss auf die Uberlebensrate der SGNs haben. Diese Resul-
tate sind zum einen von Bedeutung, da die Neuriten der SGNs in der Cl-Anwendung an den
Polymerfasern, u. a. aus Glykolséure, entlangwachsen und somit direkt mit diesen in Kontakt
treten. Zudem l6sen sich die degradierbaren Fasern mit der Zeit auf, sodass verschiedene Men-
gen an Glykolséure in gelster Form die SGNs erreichen und mit ihnen wechselwirken kon-
nen. Die verwendeten Fasern erscheinen nach den vorliegenden Ergebnissen im Hinblick auf

die enthaltene Glykolsé&ure somit fiir eine Anwendung an den SGNs passend zu sein.

In vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven Effekt der BDNF-beladenen Fasern auf
SGNs

Far ihre beabsichtigte Anwendung im Rahmen des Cochlea-Implantats ist es wichtig zu testen,

ob die Polymerfasern ein geeignetes Trégersystem fir die sichere und wirksame Abgabe von
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Neurotrophinen an das Innenohr bieten. Somit wurde in weiteren Zellkulturexperimenten an-
schlieBend untersucht, welchen Effekt die mit BDNF-beladenen Fasern auf die SGNs austiben.
Wie zuvor beschrieben, sollen die Neuriten in direktem Kontakt an diesen Fasern zur Oberfla-
che des Implantats hinwachsen. Dazu wurde zu je einem Well mit SGNs eine un- oder amino-
modifizierte Faser mit bzw. ohne HS und BDNF gegeben. Es folgte eine Inkubation fur 48 h
bei 37 °C sowie eine anschlieBende Bestimmung der Uberlebensrate der Neurone. Wahrend
dieser Zeit wurde das Medium nicht gewechselt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 62 gra-

phisch dargestelit.
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Abbildung 62: Ergebnisse der SGN-Zellkulturuntersuchungen nach einer Kultivierung von zwei Tagen. Die Zellen
wurden mit verschiedenen Fasertypen inkubiert (unmodifiziert sowie amino-modifiziert mit/ ohne HS und BDNF).
Zusétzlich sind die Ergebnisse der Kontrollen dargestellt (Positiv Kontrolle: BDNF mit ceonr = 50 ng'mL™%; Ne-
gativ Kontrolle: Medium; HS). Es sind die Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes dargestellt (N = 1, n = 3).
Die Uberlebensrate der SGNs ist erhéht, wenn diese in Kontakt mit Fasern kommen, welche mit BDNF beschichtet
wurden.

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Grafik zeigen, dass die Uberlebensrate der SGNs erhht
ist, wenn diese mit BDNF-beladenen Fasern in Kontakt kommen. Die erhaltenen Uberlebens-
raten liegen im Bereich der Positiv-Kontrolle (26.1+2.4 %). Somit weisen die SGN, welche in
Kontakt mit den unmodifizierten Fasern mit HS und BDNF kamen, eine Uberlebensrate von
31.6 £ 1.8 % auf. Die Neurone, welche in Kontakt mit den amino-modifizierten Fasern mit
HS und BDNF kamen, besitzen eine Uberlebensrate von 24.0 + 1.0 %. Die Uberlebensraten
der zugehdrigen Kontrollen fallen niedriger aus. Sie liegen im Bereich der Medium-Kontrolle
(5.3 £ 1.7 %). Hieraus kann ein neuroprotektiver Effekt des BDNFs, abgegeben von den Po-
lymerfasern, geschlussfolgert werden. Es ist anzunehmen, dass das BDNF ahnlich zu den Re-
lease-Versuchen in PBS auch im Zellmedium von den Fasern freigesetzt werden konnte und
dass ein direkter Release in Gegenwart von SGNs einen positiven Einfluss auf ihre Uberle-
bensrate hat. In Anlehnung an die Freisetzungsexperimente in PBS wiirden von den un- sowie

amino-modifizierten Fasern wahrend der zweitdgigen Inkubation ca. 1 ng:-mL™ an BDNF in
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das umgebende Medium freigesetzt werden (vgl. Abbildung 59). Die hieraus erhaltenen Uber-
lebensraten der SGNs sind jedoch vergleichbar mit der Positiv-Kontrolle, bei der jedoch
50 ng'mL"* an BDNF verwendet wurden. Moglicherweise hat das Zellkulturmedium einen
Einfluss auf die Menge des freigesetzten BDNFs und fordert dessen Abgabe, sodass mehr
Wirkstoff freigesetzt worden sein kdnnte als zundchst angenommen. Zusétzlich kann auch die
geringfligige Freisetzung von HS von den Fasern ein mdglicher Grund fur dieses positive Er-
gebnis sein (siehe Kapitel 4.2.2, Abbildung 51). Aufgrund friiherer Untersuchungen kann ein
synergetisch positiver Effekt der Kombination aus HS und BDNF auf Neurone angenommen
werden.'%?l Es wire zudem denkbar, dass das von den Fasern freigesetzte BDNF effektiver
auf die Neurone wirken kann, da es durch HS stabilisiert wird und dies einer moglichen De-
naturierung des Proteins entgegenwirkt.[%3-96.160.179-1811 Denaturiertes BDNF ware fiir die Zel-
len unbrauchbar. Die Positivkontrolle enthélt kein HS. Mdéglicherweise liegt hier zwar immu-
nologisch aktives BDNF vor, welches mittels ELISA nachgewiesen werden kann, jedoch nicht
mehr effektiv gegenuiber Zellen wirkt.Das Vorhandensein von HS allein in der vorliegenden
Konzentration hat nach diesen Ergebnissen keine neuroprotektive Wirkung auf die SGN. Von
einer unmodifizierten sowie amino-modifizierten Faser werden nach vorherigen Experimen-
ten nach 48 h in etwa 11 ng-mL* an HS freigesetzt (siehe Kapitel 4.2.2, Abbildung 51). Wei-
terhin weisen die Kontrollen der amino-modifizierten Fasern (Faser-NH,-HS: 3.4 + 1.6 %, Fa-
ser-NH,: 2.0 + 1.7 %) eine geringere Uberlebensrate der Neurone auf als die Kontrollen der
unmodifizierten Fasern (Faser-HS: 11.6 £ 1.1 %, Faser: 12.6 £ 6.6 %). Es ist zu vermuten,
dass der Effekt durch die sich ablosende Amino-Modifizierung hervorgerufen wird (siehe Ka-
pitel 4.1.2).141 Die Glykolsaure selbst, ein Hauptbestandteil der Faser, (bt keinen negativen
Einfluss auf die Uberlebensrate der Neurone aus (siehe Abbildung 61).

Insgesamt ist aus den vorliegenden Ergebnissen zu erkennen, dass die BDNF-beladenen Fa-
sern im direkten Kontakt mit den im Innenohr anséssigen SGNs deren Uberlebensrate erhéhen.
Da diese Zellen jedoch erst mit der Zeit Neuriten ausbilden, welche anschlielend zu den Fa-
sern beziehungsweise zum Implantat hingelenkt werden missen, ist zusatzlich die Wirkung

von freigesetztem BDNF auf die SGNs von Bedeutung.

In vitro-Untersuchungen zum neuroprotektiven Effekt des freigesetzten BDNFs auf
SGNs

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse wurden ergdnzend Spiralganglienzellkulturen mit
Uberstanden aus den Freisetzungsstudien der Fasern durchgefiihrt. Somit kann der neuropro-
tektive Effekt individuell fir verschiedene Zeitschritte der Freisetzung bewertet werden. Die
Wirkung der freigesetzten Substanz wird dann durch die Untersuchung der Uberlebensrate
und der Neuritenlange der SGNs bewertet. Die Spiralganglienzellen wurden zwei Tage lang
in einer 1:1-Mischung aus serumfreiem SGN-Medium und den gesammelten Uberstanden kul-

tiviert, die aus Freisetzungsexperimenten mit un- sowie amino-modifizierten Fasern erhalten
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wurden, welche entweder mit BDNF beladen waren oder nicht. Nach der Inkubationszeit wur-

den mikroskopische Bilder aufgenommen (siehe Abbildung 63).
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Abbildung 63: Représentative mikroskopische Aufnahmen von Spiralganglienzellkulturen unter Verwendung der
Ubersténde der zwei verschiedenen Fasertypen vom ersten Tag der Freisetzungsexperimente. Die SGNs werden
als Uberlebend betrachtet, wenn ein Neurit mit einer L&nge von mindestens drei Somagréfien aus dem Zell-Soma
herausgewachsen ist (Mafistab: 100 um). Es ist eine hohere Anzahl an SGNs zu erkennen, wenn diese zuvor mit
BDNF in Kontakt kamen.

Die aufgenommenen Bilder zeigen Unterschiede hinsichtlich des neuronalen Uberlebens und
des Neuritenwachstums. Zellen, die in Gegenwart der Uberstande von den BDNF-beladenen
Fasern (un- sowie amino-modifiziert) kultiviert wurden, weisen eine hohe Anzahl Uberleben-
der Neuronen mit herauswachsenden Neuriten auf. Im Gegensatz dazu kénnen in Zellkulturen
mit Uberstanden, die von den unbeladenen Fasern (ohne BDNF) stammen, weniger Neuronen
mit entwickelten Neuriten gefunden werden. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Quantifizie-
rung der Uberlebensraten der SGNs erhalten (siehe Abbildung 64 a); numerische Daten sind

in Tabelle 10 im Anhang zu finden).
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Abbildung 64: Ergebnisse der Zellkulturstudien mit Spiralganglienzellen nach zwei Tagen der Kultivierung. Die
Zellen wurden mit den Uberstanden aus den Freisetzungsexperimenten der unmodifizierten (graue Saulen) oder
amino-modifizierten (griine Séulen) Fasern inkubiert. Die Ergebnisse der Fasern, welche sowohl BDNF als auch
HS tragen, sind in den dunkelsten Farben dargestellt. Dahingegen weisen die Ergebnisse der Fasern, welche nur
HS tragen, mittlere Farbtdne auf und diejenigen, die nicht weiter modifiziert wurden, sind im hellsten Farbton
dargestellt. Die Werte fiir die Kontrollen werden als weil3e Spalten (PBS und Medium als Negativkontrolle, Me-
dium mit zugesetztem BDNF (ceonr = 50 ng-mL—1) als Positivkontrolle). (a) Uberlebensraten der SGNs (b) Neu-
ritenlangen lberlebender SGN. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben (N = 3,
n = 3). Die statistische Analyse wurde mithilfe der einfachen ANOVA mit dem Tukey-Mehrfachvergleichstest
durchgefiihrt (n.s. = nicht signifikant, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Die Sternchen tber den Balken geben
die Signifikanz der Uberlebensrate der verschiedenen Konditionen im Vergleich zum Medium (ohne Serum) an.
Die Uberlebensraten der SGNs sind erhéht, wenn sie mit Uberstinden von BDNF-tragenden Fasern inkubiert wur-
den. Dahingegen zeigt BDNF keinen signifikant positiven Einfluss auf die L&nge der Neuriten.

Die Uberlebensraten der SGN, welche mit BDNF-Uberstinden in Beriihrung kamen, ist erhoht

im Gegensatz zu denjenigen der Kontrollfasern ohne BDNF-Beladung. Dies zeigt, dass das
aus beiden Fasertypen freigesetzte BDNF eine deutliche neuroprotektive Wirkung ausibt. Die
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Uberlebensrate der SGNs ist fiir die ersten drei getesteten Zeitpunkte (= 19 %) im Vergleich
zu den Medium- und PBS-Kontrollen (letztere ist die Losung, in der die Freisetzungsexperi-
mente durchgefihrt wurden) (= 6 %) signifikant erhéht. Selbst in dem Zeitraum zwischen 7
und 70 Tagen nach Beginn der Freisetzung, in dem die freigesetzten Mengen an BDNF kleiner
werden, ist die Uberlebensrate der SGNs im Vergleich zu den Negativkontrollen erhoht. Fir
die ersten drei Zeitpunkte (Tag 1 bis 5) zeigen die Ergebnisse sowohl flr die un- als auch fir
die amino-modifizierten Fasern mit BDNF praktisch die gleiche Uberlebensrate wie sie bei
der Positivkontrolle (50 ng'mL ! BDNF, = 17 %) erhalten wurde. Wie zuvor schon beschrie-
ben, kann ein Grund fiir dieses positive Ergebnis die zusatzliche HS-Freisetzung von den Fa-
sern sein, die zuvor schon nachgewiesen wurde (siehe Kapitel 4.2.2, Abbildung 51). Der sy-
nergetisch positive Effekt der Kombination von HS und BDNF auf Neurone kann aufgrund

friiherer Untersuchungen angenommen werden. 2]

Dariiber hinaus kann davon ausgegangen werden, dass die tatsachlich vorhandene Menge an
BDNF einen proportionalen Einfluss auf die Uberlebensrate der SGNs ausiibt. Da zu den ers-
ten Zeitpunkten mehr BDNF von den Fasern freigesetzt wird (siehe Abbildung 59), zeigt auch
die SGN-Uberlebensrate in diesen Fallen hohere Werte. Dies wird durch die Tatsache unter-
strichen, dass die SGN-Uberlebensraten bei den unmodifizierten Fasern im Vergleich zu de-
nen der amino-modifizierten Fasern geringftigig hoher ausfallen. Es wird etwas mehr BDNF
von den nicht modifizierten Fasern freigesetzt (siehe Abbildung 59). Daneben kdnnte auch die
Stabilitat des Neurotrophins eine wichtige Rolle spielen. Bei Verwendung von BDNF-Uber-
stdnden, die nach einem langeren Zeitraum gesammelt wurden, wurde das BDNF fiir eine lan-
gere Zeit bei 37 °C inkubiert, was seine Konformation und biologische Aktivitét beeintrachti-
gen konnte.?42 Somit ist es moglich, dass zu spateren Zeitpunkten erhaltene Uberstande we-
niger biologisch aktiven BDNF enthalten und somit die neuroprotektive Wirkung geringer ist.
Beim Vergleich aller Ergebnisse fallen die sehr niedrigen SGN-Uberlebensraten erhalten mit-
hilfe der Uberstinde, die nach 70 Tagen von den unmodifizierten Fasern gesammelt wurden.
Alle Uberlebensraten, die fiir die drei verschiedenen Subtypen unmodifizierter Fasern beo-
bachtet wurden, sind im Vergleich zu denen, die zu friheren Zeitpunkten erhalten wurden,
sehr niedrig. Die Probe, die in Kontakt mit den Uberstanden der unmodifzierten Fasern mit
HS und BDNF kam, erreichte mindestens den Wert der Negativkontrolle. Im Gegensatz dazu
iiberleben praktisch keine SGNs in Gegenwart von Uberstanden, die von vollig unbeladenen
oder aber lediglich mit HS beladenen Fasern stammen. Als Grund fiir die niedrige Uberlebens-
rate der SGNs unter diesen Bedingungen kann der niedrige pH-Wert der Uberstande nach 70
Tagen aufgrund des hydrolytischen Abbaus der Fasern gesehen werden. Dazu stellt Abbildung
65 die gemessenen pH-Werte der Release-Losungen der un- sowie amino-modifizierten Fa-

sern dar.



4 Ergebnisse und Diskussion 145

— — . Faser-NH,
ceenees Faser-NH,-HS
—— Faser-NH,-HS-BDNF

N = = . Faser
........ Faser-HS
—— Faser-HS-BDNF

30 T T v T e T e T N I

Zeit | Tagen

Abbildung 65: Graphische Darstellung der pH-Werte der Release-Lésungen der un- sowie amino-modifizierten
Fasern mit bzw. ohne HS und BDNF. Die pH-Werte aller Release-L&sungen sinken mit fortschreitender Zeit ab,
wobei die unmodifizierten Fasern ein starker saures Milieu erzeugen als die amino-modifizierten Fasern.

Ahnlich zu den Degradationsversuchen (siehe Kapitel 4.1.2, Abbildung 41) zeigen die vorlie-
genden Ergebnisse, dass die pH-Werte aller Release-Losungen mit fortschreitender Zeit ab-
sinken. Es ist zu erkennen, dass sowohl HS als auch BDNF keinen Einfluss auf den umgeben-
den pH-Wert ausliben. Wéhrend des Degradationsprozesses werden saure Produkte wie (Hyd-
roxy)-Carbonsauren in die Losung freigesetzt und senken den pH-Wert.[?%°4261 Phenolrot, ein
pH-Wert-Indikatorfarbstoff, der im Kulturmedium fur die Spiralganglienzellen enthalten ist,
zeigt eine Farbanderung von rot nach gelb. Es ist bekannt, dass neuronale Zellen in saurem
Medium nicht lange lberleben und eine gut gepufferte physiologische Umgebung mit einem
neutralen pH-Wert benotigen.*#! Aufgrund des sehr geringen pH-Wertes der unmodifizierten
Fasern nach 70 Tagen von 3.6 kdnnen die SGNs hier somit nicht lberleben. Dieser Effekt
kann bei den amino-modifizierten Fasern nicht beobachtet werden, da die basischen Amino-
gruppen auf der Oberflache der Fasern, welche vermutlich ebenfalls im Laufe der Zeit freige-

setzt werden, den sauren Gruppen entgegenwirken.

Die gemessenen Neuritenlédngen der tiberlebenden SGNs zeigten vergleichbare Werte fiir alle
Proben und liegen zwischen 300 und 500 um (Abbildung 64 b). Insbesondere gibt es keinen
offensichtlichen positiven Einfluss von BNDF auf die Lange der Neuriten. Es ist lediglich zu
beobachten, dass die Neuritenldngen der Kontrollen vermehrt signifikant erniedrigt sind ge-
genuber der Medium-Kontrolle. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit friiheren Beobachtun-
gen zu einem BDNF-Freisetzungssystem auf Basis nanopordser Silica-Nanopartikel.*® Im
Allgemeinen ist bekannt, dass BDNF einen starken neuroprotektiven Einfluss hat, der dem

Abbau von Neuronen entgegenwirkt.[4459:447]



146 4 Ergebnisse und Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse liefern eine Grundlage fir spatere Anwendungen von BDNF-
beladenen Fasern. Insgesamt (ibt das aus beiden Fasertypen freigesetzte BDNF eine deutliche
neuroprotektive Wirkung auf SGNs aus. Es konnte gezeigt werden, dass die Menge an BDNF
einen Einfluss auf die SGN-Uberlebensrate hat. Nichtsdestotrotz haben auch kleinere Mengen
an freigesetztem BDNF einen Effekt auf die Uberlebensrate der SGN. AuBerdem werden die
vorliegenden Ergebnisse durch friihere Studien bestatigt. Diese zeigen, dass biologisch aktives
BDNF aus Glycosaminoglycan-Strukturen freigesetzt werden kann.?"*"1 Zusatzlich ist eine
neuroprotektive Wirkung von geringen Mengen (ng/pg Bereich) an freigesetztem BDNF ge-
gentiber SGNs in vitro und in vivo zu beobachten.52535%1 Aych BDNF, das von Heparin-be-
schichteten Poly-(L-Glutaminsdure) -Partikeln im Innenohr eines Meerschweinchens abgege-

ben wurde, fiihrte zu einem verbesserten neuronalen Uberleben.[2"]

In vitro-Untersuchungen zum neuroregenerativen Effekt der mit BDNF-beladenen Fa-

sern auf SGN-Strangstiicke

Wie in den vorherigen Versuchen erfolgreich gezeigt wurde, dient das BDNF dem Uberleben
der SGN. Diese Funktion soll es in Zukunft im Rahmen des Cls erflllen. Zusétzlich ist es das
Ziel des vorliegenden Projekts, auch die Neuritenausprossung der SGNs zur Oberflache des
Implantats hin anzuregen. Da vergangene Studien darauf hinweisen, dass BDNF zusétzlich
das Auswachsen der Neuriten fordert, 1434454 wurden weitere Zellkulturuntersuchungen
durchgefuhrt, um diesen Effekt genauer zu analysieren. In diesem Zuge wurde ebenfalls un-
tersucht, inwieweit BDNF einen richtungsweisenden Effekt auf die Neuriten der SGNs austibt.
Wie WARNECKE et al.'% zeigten, kann sich die simultane Behandlung von SGN-Strangst-
cken mit HS und BDNF additiv auf den Neuritenauswuchs auswirken, sodass auch dieser Ef-
fekt in den vorliegenden in vitro-Versuchen untersucht wurde. Dazu wurden SGN-Strangstu-
cke in Anwesenheit von beladenen Fasern kultiviert, wobei verschiedene Versuchsaufbauten

verwendet wurden.

Hierbei erfolgten die ersten Untersuchungen in einer Petrischale. Dazu wurden gegenlberlie-
gend an den Rand der Petrischale zwei beschichtete Fasern geklebt. Genutzt wurde hierfiir
medizinisches Wachs. Es handelte sich bei den verwendeten Fasern um unmodifizierte Poly-
merfasern. Eine der Fasern war mit BDNF und HS beschichtet, wohingegen die andere Faser
lediglich mit HS bedeckt war. Die Mitte der Petrischale wurde mit jeweils 4-5 Spiralgangli-
enstrangstiicken besstiickt. Da das BDNF, wie zuvor gezeigt, kontinuierlich von den Fasern
freigesetzt wird, war es Ziel dieses Versuchsaufbaus, den Effekt des Wirkstoffs auf die SGN-
Strangsticke zu untersuchen. Es sollte einerseits herausgefunden werden, ob ein Neuritenaus-
wuchs generiert werden kann. Weiterhin interessierte, ob ein moglicher Konzentrationsgradi-

ent des BDNFs das Wachstum der Neuriten in Richtung auf die mit dem Wirkstoff beladene
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Faser lenkt. Der zugehdrige Versuchsaufbau sowie die resultierenden Zellbilder nach der Kul-
tivierung fur 48 h bei 37 °C sind in Abbildung 66 zu sehen.
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Abbildung 66: Versuchsaufbau der Zellkulturuntersuchungen sowie resultierende Zellbilder. a) Schematische Dar-
stellung des Versuchsaufbaus mit anschliefend erwartetem Ergebnis der in vitro-Untersuchungen. Neben den un-
modifizierten Fasern (grau) sind die Beschichtungen mit HS (blau) und BDNF (rot) zu sehen. Zudem sind in der
Mitte des Aufbaus die SGN-Strangstiicke (griin) dargestellt. Bei Freisetzung des BDNFs wird eine Neuritenaus-
sprossung in Richtung des Konzentrationsgradienten erwartet. Dies ist schematisch im rechten Teil der Abbildung
dargestellt. b) Fotografie des tatséchlichen Versuchsaufbaus. ¢) Représentative Fotografien der Ergebnisse der
durchgefihrten Zellkulturuntersuchungen. Es sind auf allen Bildern ausgewachsene Neuriten zu erkennen, die je-
doch keine spezifische Orientierung aufweisen.

Auf den Zellbildern ist deutlich zu erkennen, dass bei allen SGN-Strangstiicken Neuriten aus-
gewachsen sind. Dies kann zum einen auf den Wirkstoff BDNF zurlickgefiihrt werden, wel-
cher das Auswachsen von Neuriten fordert.[*24344541 Zym anderen kann aber auch das HS die
Neuritenaussprossung unterstiitzen.[:°2170.171 Mgaglicherweise hat sich auch die simultane Be-
handlung der Strangstiicke mit BDNF und HS additiv auf das Neuritenwachstum ausge-
wirkt.[21 Entgegen den Erwartungen (siehe Abbildung 66 a) ist jedoch kein Wachstum der
Neuriten in Richtung der mit BDNF beschichteten Faser zu beobachten. Anstatt dessen sprie-
Ren die Neuriten in alle Richtungen aus. Moglicherweise ist dies auf den zu geringen Effekt
des BDNFs, richtungsweisendes Neuritenwachstum zu fordern, zuriickzufihren. Schon in vo-
rangegangenen Studien wurde diese Fahigkeit ener dem NT-3 zugeschrieben wird.[?502511 zy-
sétzlich kann die Konzentration des BDNFs zu gering sein, um einen solchen Effekt auszul6-
sen. Weiterhin konnte sich auch einfach wegen zu schneller Diffusion kein merklicher BDNF-
Gradient in Richtung der beladenen Faser aufgebaut haben. Anstatt dessen kénnte sich der
Wirkstoff schnell in der gesamten Petri-Schale verteilt haben. Unterstiitzt wurde dies moglich-

erweise durch die leicht erhdhte Lagerungstemperatur von 37 °C und die damit einhergehende
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erhéhte Brownsche Molekularbewegung. Bis auf den anféanglichen Transport werden die Pet-
rischalen wéhrend der Inkubation jedoch nicht bewegt. Zudem kann aber auch die zweite,
lediglich mit HS beschichtete Faser ebenfalls einen Effekt auf die Neuritenaussprossung aus-
Ubent102170.1711 ynd dazu gefiihrt haben, dass die einzelnen Nervenstrange in alle Richtungen
ausgewachsen sind. Aufgrund dessen wurden die vorangegangenen Versuche nicht mit den
amino-modifizierten Fasern wiederholt. Anstatt dessen wurde ein modifizierter Zelltest ange-
schlossen, um den maglichen, richtungsweisenden Effekt des BDNFs sowie die Rolle des HS
spezifischer zu untersuchen. Hierbei wurde lediglich eine Faser in eine dafiir vorgesehene Tef-
lonhalterung gespannt. Diese war spéter in der Petrischale an der Seite platziert. Hierdurch
konnten die einzelnen Versuche vergleichbarer durchgefihrt werden. Hinzu kam, dass der Ef-
fekt jeder einzelnen Modifizierung auf die SGN-Strangstiicke getrennt voneinander beobach-
tet werden konnte und es keine gegenseitigen Beeinflussungen gab. Auch diesmal wurde die
Petrischale in der Mitte mit 4-5 Strangstiicken beschichtet und fiir 48 h bei 37 °C kultiviert.
Der Versuchsaufbau sowie die Ergebnisse der Zellkulturuntersuchungen mit den beschichte-
ten sowie unbeschichteten un- und amino-modifizierten Polymerfasern sind in Abbildung 67

dargestellt.
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Abbildung 67: Versuchsaufbau der Zellkulturuntersuchungen sowie resultierende Zellbilder. a) Schematische Dar-
stellung des Versuchsaufbaus mit dem erwarteten Ergebnis der in vitro-Untersuchungen (oben). Neben der Faser
(grau) sind die Beschichtungen mit HS (blau) und BDNF (rot) zu sehen. Zudem sind in der Mitte des Aufbaus die
SGN-Strangstiicke (griin) dargestellt. Bei Freisetzung des BDNFs wird eine Neuritenaussprossung in Richtung des
Konzentrationsgradienten erwartet. Zudem ist die Teflonhalterung mit eingesetzter Faser in der Zellkulturschale zu
sehen (unten). b) Représentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Ergebnisse der durchgefiihrten Zellkulturun-
tersuchungen. Es sind die Ergebnisse fir die un- sowie die amino-modifizierten Fasern mit bzw. ohne Beschichtung
dargestellt (MaRstab: 200 um). Da die Féarbung der Neuriten bei einigen Bildern kaum zu erkennen ist, wurden
diese manuell nachgezeichnet. Die modifizierten Aufnahmen sind den zugehdrigen Originalbildern angehé&ngt. Ent-
sprechend des schematischen Aufbaus (a, oben) befindet sich die Faser jeweils auf der linken Seite des SGN-
Strangstiickes. Die Fotografien der Strangstiicke, welche in Anwesenheit von BDNF-Fasern (mit /ohne HS) kulti-
viert wurden, zeigen viele ausgewachsene Neuriten. Diese weisen jedoch keine spezifische Orientierung auf.

Auf den lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellkulturuntersuchungen ist jeweils 1 Strang-

stuck, welches in Anwesenheit der (un)beschichteten un- bzw. amino-modifizierten Faser kul-

tiviert wurde, abgebildet. Hierbei ist zu erkennen, dass auf den Zellbildern der un- sowie
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amino-modifizierten Fasern ohne BDNF kaum bzw. keine Neuriten ausgewachsen sind. Im
Gegensatz dazu zeigen die Aufnahmen der Strangstiicke, welche in Anwesenheit der BDNF-
Fasern kultiviert wurden, eine grof3e Anzahl an ausgewachsenen Neuriten. Da bei einigen die-
ser Bilder die Anfarbung der Neuriten sehr schwach ausfallt und diese daher kaum zu erkennen
sind, wurden die Neuritenfasern im Nachhinein manuell nachgezeichnet. So kénnen genauere
Aussaugen zu den Bildern getroffen werden. Die modifizierten Aufnahmen mit den visuali-
sierten Neuriten sind den ursprunglichen Bildern angehdngt. Somit zeigen die Aufnahmen den
positiven Effekt des von den Fasern freigesetzten BDNFs auf die neuronale Regenera-
tion.[*14344541 |n vorangegangenen Studien zeigten SCHULZE et al.l*%? ebenfalls, dass der ver-
wendete Wachstumsfaktor die Aussprossung der Neuriten von SGN-Strangstticken fordert. Im
Gegensatz dazu weist das HS allein in den vorliegenden Versuchen keinen Effekt auf das Aus-
wachsen der Neuriten auf, obwohl Studien belegen, dass auch das Glykosaminoglykan neu-
roregenerativ wirken kann.[202170.1711 Mgglicherweise liegt die in unseren Versuchen vorhan-
dene Konzentration des HS, das ja kovalent an die Faser angebunden und nur in sehr geringem
MafRe freigesetzt wurde, nicht im effektiven Wirkungsbereich. SCHULZE et al.[*%? zeigten, dass
HS allein nur eine sehr geringe Wirkung auf das Auswachsen der Neuriten ausiibt. Sie nutzen
jedoch mindestens 1 pg-mL™* an HS, wohingegen von der vorliegenden Faser nach vorange-
gangenen Experimenten lediglich =10 ng-mL™ des Biomolekiils nach 2 Tagen freigesetzt
(siehe Abbildung 51) und so den SGNs zur Verfiigung gestellt werden. Zusétzlich konnten
SCHULZE et al.*%? in ihren Untersuchungen den additiven Effekt von HS und BDNF auf die
Anzahl der ausgewachsenen Neuriten prasentieren. Dieser kann in den vorliegenden Zellkul-
turuntersuchungen nicht festgestellt werden. Moglicherweise liegt dies wiederum an der du-
Rerst geringen Menge des Glykosaminoglykans. Im Gegensatz zu den =10 ng-mL ™ HS in den
vorliegenden Versuchen haben SCHULZE et al.'%l in ihren Versuchen zum additiven Effekt
25 ug-mLt an HS eingesetzt. Moglicherweise miissen die Neuriten, wie im weiteren Verlauf
des Projekts angedacht, direkt an den Fasern entlangwachsen, um einen Effekt des HS zu er-
fahren. Auch aufgrund der unterschiedlichen Art der BDNF-Freisetzung von den Fasern mit
bzw. ohne HS hétte vermutet werden kdnnen, dass die Wirkung auf die Zellen verschieden
ausfallt. Wahrend die Fasern mit Glykosaminoglykan langer andauernd kontinuierlich BDNF
freisetzen, wird von den Fasern ohne HS gleich zu Anfang fast die gesamte Menge des Wachs-
tumsfaktors in einem burst-Release abgegeben. Mdglicherweise féllt die Freisetzung in dem
verénderten Medium sowie in der Zellkulturanordnung anders aus, als dass sie im Eppendorf-
Tube in PBS stattgefunden hat. Zukiinftige Release-Untersuchungen unter veranderten Bedin-
gungen konnten hier Aufschluss geben. Es kann weiterhin vermutet werden, dass die Gesamt-
menge an freigesetztem BDNF bzw. der Unterschied in der Menge an abgegebenen BDNF

zwischen den beiden Fasertypen (mit bzw. ohne HS) zu gering ist, um eine veranderte Wir-
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kung auf die SGNs auszutiben, auch da die Versuchsdauer kurz ist und der im Prinzip vorteil-
hafte lang anhaltende Release von den HS-beschichteten Fasern gar nicht zum Tragen kommt.
Wéhrend laut ELISA von den unmodifizierten Fasern mit HS innerhalb von 48 h in etwa 1 ng
an BDNF abgegeben wurden, zeigten die Versuche der unmodifizierten Fasern ohne HS einen
Wert von 1.8 ng an freigesetztem BDNF an. Von den amino-modifizierten Fasern mit HS
wurden in der Zeit 1 ng BDNF abgegeben, wohingegen die Fasern ohne HS 0.8 ng an BDNF
freisetzten (siehe Abbildung 59). Mdglicherweise wiirde ein starkerer Effekt zu erkennen sein,
wenn eine gréRere Menge an Fasern verwendet wird. Da sich der Unterschied in der BDNF-
Freisetzung erst nach einer langeren Zeit deutlicher aufzeigt (ab Tag 10) waren zudem lang-
anhaltende Zellkulturuntersuchungen bis zu 60 Tagen von Interesse, die allerdings mit SGNs
kaum zu verwirklichen sind. So kénnte die durch HS hervorgerufene veranderte BDNF-Frei-
setzung ebenfalls in den Zellkulturuntersuchungen sichtbar werden. Als zusatzlicher Aspekt
ist die biologische Aktivitat von BDNF zu nennen. Da HS stabilisierend wirkt,[93-96:160.179-181]
kann vermutet werden, dass in diesen Fallen auch biologisch aktiveres BDNF von den Fasern
freigesetzt und den Zellen zur Verfiigung gestellt wird. Die Wirkung misste ebenfalls steigen.
Da die Versuche jedoch lediglich eine Inkubationszeit von 2 d aufweisen und BDNF erst nach
7 d merklich an biologischer Aktivitat verliert,[%% kann vermutet werden, dass zu diesem Zeit-
punkt kaum ein Unterschied in der Aktivitat des Proteins auszumachen ist.

Wenn nun die Ergebnisse verglichen werden, welche mit den un- und amino-modifizierten
BDNF-beladenen Fasern erhalten wurden, ist lediglich ein sehr geringer Unterschied zu er-
kennen. Die erhaltenen Zellkulturaufnahmen zeigen sehr ahnliche Resultate. Es erscheint, als
ob bei den unmodifizierten Fasern geringfiigig mehr Neuriten ausgewachsen sind als es bei
den amino-modifizierten Fasern der Fall ist. Dies kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass von
den unmodifizierten Fasern mehr BDNF freigesetzt wird (siehe Abbildung 59). Somit ist zu
vermuten, dass eine gréRere Menge des Wachstumsfaktors einen stirkeren neuroregenerativen
Effekt ausiibt. Da der Unterschied in der freigesetzten BDNF Menge von den un- und amino-
modifizierten Fasern laut ELISA (siehe oben) jedoch sehr gering ausfallt, ist auch nur ein ge-
ringfligig anderer Effekt gegeniiber den Zellen zu beobachten. Um diesen Effekt sowie die
vorliegende Release-Situation genauer zu untersuchen, waren, wie schon genannt, ebenfalls
zusétzliche Freisetzungsuntersuchungen sowie eine Nutzung von groéRReren Faser-Mengen so-
wie eine ldngere Inkubationszeit sinnvoll. AuRerdem muss beriicksichtig werden, dass es im-
mer zu einer spontanen Aussprossung von Neuriten kommen kann, welches in der Vergan-
genheit des Ofteren beobachtet wurde. Weiterhin hat auch die GroRe des Strangstiickes einen
Einfluss auf die Anzahl der aussprieRenden Neuriten. Je gréRRer das Strangstiick ist, umso ho-
her ist die Anzahl der Zellsoma, aus denen Neuriten sprieen kénnen. Somit kdnnen die vo-
rangegangenen Annahmen lediglich vermutet werden. Die vorliegenden Ergebnisse liefern in-

sofern zwar bedeutsame, letztlich aber lediglich qualitative Aussagen.
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Weiterhin zeigt das BDNF trotz seiner neuroregenerativen Wirkung in den vorliegenden Un-
tersuchungen keinen richtungsweisenden Effekt auf die ausgewachsenen Neuriten. Dies geht
mit vorangegangenen Untersuchungen einher, welche diesen Effekt eher dem NT-3 als dem
BDNF zuschreiben.[?0.251 Gegebenenfalls hat sich der Wirkstoff jedoch auch zu sehr in der
Zellkulturschale verteilt, sodass sich kein Gradient ausbildete, in dessen Richtung die Neuriten
wachsen konnten. Mdglicherweise liegt aber auch hier der Grund in der zu geringen Menge
des verwendeten BDNFs. Aufgrund dessen wurden modifizierte Zellkulturuntersuchungen an-
geschlossen, in denen die Konzentrationen der Biomolekdile vergroert wurde. Hierzu wurden
anstatt einer Faser gleich 5 Fasern pro Versuch verwendet. Eingespannt in einer dafiir vorge-
sehene Teflonhalterung wurden sie in eine Abteilung einer 6-Well-Platte gelegt. Aufgrund der
geringeren GroRe der neuen Zellkulturschale wurde lediglich 1/3 des urspriinglichen Volu-
mens an Zellkulturmedium hinzugefligt. Zusammen mit der gréfReren Anzahl an Fasern miisste
sich die Konzentration der Biomolekiile um das 15-fache erhéht haben. Zusétzlich wurde eine
langere Inkubationszeit von 72 h gewahlt, sodass die Strangstiicke fiir eine langere Zeit mit
den Biomolekilen in Kontakt kommen. Nun wurde untersucht, inwieweit sich dies auf die 4-
5 SGN-Strangstiicke, welche auf der anderen Seite des Wells platziert wurden, auswirkte.
Dazu sind der Aufbau der Zellkulturuntersuchungen sowie die erhaltenen Ergebnisse in Ab-
bildung 68 dargestellt.
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Abbildung 68: VVersuchsaufbau der Zellkulturuntersuchungen sowie resultierende Zellbilder. a) Schematische Dar-
stellung des Versuchsaufbaus mit Darstellung des erwarteten Ergebnisses der in vitro-Untersuchungen (oben). Ne-
ben den 5 Fasern (grau) sind die Beschichtungen mit HS (blau) und BDNF (rot) zu sehen. Zudem sind in der Mitte
des Aufbaus die SGN-Strangstiicke (griin) dargestellt. Bei Freisetzung des BDNFs wird eine Neuritenaussprossung
in Richtung des Konzentrationsgradienten erwartet. Zudem ist die Teflonhalterung mit eingesetzten Fasern in der
Zellkulturschale zu sehen (unten). b) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Ergebnisse der durchge-
fuhrten Zellkulturuntersuchungen (Mal3stab: 200 pum). Es sind die Ergebnisse der un- sowie amino-modifizierten
Fasern mit bzw. ohne Beschichtung dargestellt. Da die Farbung der Neuriten bei einigen Bildern kaum zu erkennen
ist, wurden diese manuell nachgezeichnet. Die modifizierten Aufnahmen wurden an die zugehérigen Originalbilder
angehangt. Entsprechend des schematischen Aufbaus (a, oben) befinden sich die Fasern jeweils auf der linken Seite
des SGN-Strangstiickes. Die Fotografien der Strangstlicke, welche in Anwesenheit von BDNF-Fasern (mit /ohne
HS) kultiviert wurden, zeigen ausgewachsene Neuriten. Diese weisen jedoch keine spezifische Orientierung auf.

Die Fotografien der Zellkulturuntersuchungen zeigen jeweils ein Strangstiick, welches in An-
wesenheit der funf (un)beschichteten un- sowie amino-modifizierten Fasern kultiviert wurde.
Entsprechend des schematischen Aufbaus waren die Fasern jeweils auf der linken Seite der
Strangstucke platziert. Da die Anfarbung der Strangstiicke bei den Versuchen mit den amino-

modifizierten Fasern sehr schwach ausfallt und zuséatzlich viele Zellreste im Medium farblich
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markiert wurden, wurden die zugehdrigen lichtmikroskopischen Aufnahmen mit einer héhe-
ren VergroRerung aufgenommen. Zusétzlich wurden die ausgewachsenen Neuriten im Nach-
hinein farblich markiert, damit sie besser zu erkennen sind und genauere Aussagen Uber die
Bilder getétigt werden konnen. Die modifizierten Aufnahmen wurden den Original-Bildern
angehangen. Insgesamt &hneln sich die Ergebnisse beider Fasertypen sehr. Auf den Bildern
der unbeschichteten und mit HS beschichteten Fasern sind kaum Neuriten aus den SGN-
Strangstiicken ausgewachsen. Dahingegen zeigen die Aufnahmen der Strangstlicke, welche in
Anwesenheit der BDNF-Fasern kultiviert wurden, eine groBe Anzahl an ausgewachsenen
Neuriten. In Anlehnung an die vorherigen Versuche zeigt dies wiederum den neuroregenera-
tiven Effekt des BDNFs auf die SGN-Strangstiicke.+434454 Ahnlich zu den vorherigen Expe-
rimenten kann auch hier kein gerichtetes Wachstum der Neuriten zu den Fasern beobachtet
werden. Mdglicherweise kann dem BDNF somit kein richtungsweisender Effekt zugeschrie-
ben werden, 250251 oder aber seine Konzentration ist immer noch zu gering, um dies zu be-
obachten. Mdglicherweise konnte sich aber auch, wie zuvor schon beschrieben, aufgrund von
Durchmischungen kein BDNF-Gradient ausbilden. Weiterhin konnte trotz der erhéhten Kon-
zentration der Biomolekiile auch im Rahmen dieser Zellkulturuntersuchungen kein Effekt des
HS auf das Auswachsen der Neuriten beobachtet werden, obwohl ihm diese Eigenschaft zu-
geschrieben wird.[102170.1711 Sehr wahrscheinlich ist die Konzentration von freigesetztem Gly-
kosaminoglykan noch deutlich zu gering, um eine Wirkung zu zeigen. Wéhrend die Arbeits-
gruppe um WARNECKE™ einen Effekt des HS auf die Aussprossung der Neuriten bei einer
verwendeten Konzentration von mindestens 1 pg-mL* beobachten konnte, kdnnen nach vo-
rangegangenen Untersuchungen von den 5 Fasern im Rahmen dieser Arbeit nach 3 Tagen
lediglich =75 ng-mL* an HS freigesetzt und den SGNs zur Verfiigung gestellt werden (siehe
Abbildung 51). Dies kann wiederum als Grund angesehen werden, warum kein Unterschied
in der Neuritenausprossung zu erkennen ist, wenn die Strangstiicke in Anwesenheit der
BDNF- oder der BDNF-HS-Fasern kultiviert wurden. Wie zuvor erwéhnt, konnte in vorange-
gangenen Untersuchungen ein additiver Effekt der beiden Biomolekiile auf die Neuritenaus-
sprossung gezeigt werden, wobei hier sogar 25 pg-mL* verwendet wurden.[*% Es ist denkbar,
dass die Neuriten fur eine effektivere Behandlung, wie angedacht, direkt an den beschichteten
Polymerfasern entlangwachsen mussen. Auf diese Weise kommen sie stiarker mit dem HS in
Kontakt, da dieses hauptsachlich fest an der Faseroberflache anhaftet (siehe Kapitel 4.2). Die
Versuche legen nahe, dass auch trotz der gréfieren Menge an verwendeten Fasern der Unter-
schied in der BDNF-Freisetzung zwischen den mit bzw. ohne HS beschichteten Fasern zu
gering ist, um eine veranderte Zellwirkung zu zeigen. Wie zuvor beschrieben wéren hier wei-
tere Modifizerungen der Zellkulturuntersuchungen sinnvoll. Werden die Aufnahmen der
Strangstucke, welche mit den BDNF-beschichteten un- sowie amino-modifizierten Fasern kul-

tiviert wurden, miteinander verglichen, so ist auch hier kaum ein Unterschied zu erkennen.
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Die Aufnahmen deuten darauf hin, dass im Falle der unmodifizierten Fasern geringfiigig mehr
Neuriten aus den Strangstlicken auswachsen als im Falle der amino-modifizierten Fasern. Dies
geht einher mit der Beobachtung, dass von den unmodifizierten Fasern mehr BDNF freigesetzt
wird (siehe Abbildung 59) als von den amino-modifizierten Fasern. Somit unterstitzen die
erhaltenen Ergebnisse die zuvor aufgestellte Vermutung, dass eine grofiere Menge an BDNF
einen starkeren Effekt auf die Anzahl der ausgewachsenen Neuriten ausiibt. Die Freisetzung
des Wirkstoffes von den Fasern misste jedoch noch einmal in der vorliegenden Anordnung
genauer untersucht werden, um das System besser verstehen zu kénnen. Insgesamt missen
aber auch hier die Effekte der spontanen Neuritenaussprossung sowie der GroRe der Strang-
stiicke mitberucksichtigt werden. Ebenfalls wie bereits oben konstatiert, sind die bisher be-

schriebenen Ergebnisse lediglich qualitativer Natur.

Quantifizierung der in-vitro-Untersuchungen zum neuroregenerativen Effekt der mit
BDNF-beladenen Fasern auf SGN-Strangstiicke mittels Sholl-Analyse

Um im Gegensatz zu den vorherigen Untersuchungen auch quantitative Aussagen tatigen zu
kénnen, wurde ein weiterer Zelltest angeschlossen. Hierfiir wurden die Strangstticke sowie die
ausgewachsenen Neuriten im Nachhinein mit einem Fluoreszenzfarbstoff griin markiert. Mit-
hilfe des Fluoreszenzmikroskops wurden anschiel}end Bilder aufgenommen, bei denen eine
starkere Visualisierung sowie Abhebung der SGNs und ihrer Neuriten vom Hintergrund zu
beobachten ist. Ziel war es, die Gibrigen Zellen in der Suspension unsichtbar zu machen, sodass
sie die weitere Bearbeitung der Bilder nicht stéren. Im Anschluss daran wurden die Bilder
mithilfe des Computerprogramms IMAGEJ und der Sholl-Analyse quantifiziert. Es handelt sich
hierbei um eine einheitliche Methode, bei der konzentrische Kreise um den Mittelpunkt des
Strangstiicks gelegt und die Schnittpunkte der Neuriten mit diesen berechnet werden. Neben
der Anzahl der ausgewachsenen Neuriten wird dabei zudem ihre L&nge untersucht. Weiterhin
werden die beiden Messwerte kombiniert, woraus sich die mittlere Neuritenaktivitat ergibt.
Auf diese Weise kann eine Gesamtaussage Uber die mittlere Aktivitat der Neuriten eines SGN-
Strangstiickes erhalten werden. Zusétzlich zu den beschichteten sowie unbeschichteten Fasern
wurde ebenfalls eine Kalibrationsreihe angefertigt, bei der verschiedene Mengen an BDNF zu
den SGN-Strangstiicken hinzugegeben und der jeweilige Effekt auf die neuronale Regenera-
tion beobachtet wurde. Dies dient der Einordnung der Ergebnisse, welche mithilfe der Fasern

erhalten wurden.

Um die Methode der Sholl-Analyse auf die vorliegenden Proben anzuwenden, musste diese
zunéchst fur das vorliegende System etabliert werden. Ziel war es, herauszufinden, ob die
computergestiitzte Methode zuverldssig ist und dieselben Ergebnisse liefert wie die Auszah-
lung der einzelnen Neuriten per Hand. Dies wurde anhand exemplarischer Aufnahmen voll-
zogen. Dazu stellt Abbildung 69 die einzelnen Schritte dieses Prozesses beispielhaft an einem

Strangstick dar. Es ist zundchst zu erkennen, dass die Fluoreszenzfarbung des Strangsttickes
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und der Neuriten erfolgreich verlaufen ist. Es sind zudem keine weiteren Zellen der Suspen-
sion angefarbt worden. Die ausgewachsenen Neuriten wurden anschlieend per Hand ausge-
zahlt. Es handelt sich um 26 aussprieRende Nervenstrange, welche zur besseren Visualisierung
mit einem roten Punkt markiert wurden (Abbildung 69 a). Mit Hilfe des Programms IMAGEJ
wurde die Fluoreszenzaufnahme anschlieflend in ein Schwarz-Weil3-Bild umgewandelt, bei
dem das Strangstiick sowie dessen Neuriten hell hervorgehoben werden. Ein entsprechendes
Plugin vollzieht anschlief3end die Sholl-Analyse (Abbildung 69 b und c). Rot markiert werden
zunachst die vom Programm erkannten Neuriten (Abbildung 69 b). Anschlielend werden kon-
zentrische Kreise (hellblau) mit einem gleichbleibenden Abstand (5 Pixel) um die Mitte des
Strangstiickes gelegt und die Anzahl der Schnittpunkte mit den detektierten Neuriten berech-
net (Abbildung 69 c). Die erhaltenen Werte entsprechen der Anzahl an Neuriten, welche sich
in einem Gewissen Abstand zur Mitte des Strangstiickes befinden. Dies wird anschlieRend von
dem Programm graphisch dargestellt (Abbildung 69 d). Aus den absoluten Werten (grau) wird

zudem ein polynomialer Fit nach folgender Formel erstellt (blau):
f(x)=a+bx+cx?+dx3+ex*+ fx5+ gx® + hx” + ix® 2
x = Variable;a,b,c,d, e, f,g, h,i = Konstanten

Im Folgenden wird sich lediglich auf die aus dem polynomialen Fit erhaltenen Werte bezogen,
um konstantere Ergebnisse zu erhalten. Fir die Auswertung der Daten werden zusétzlich drei
Kreise der Sholl-Analyse gesondert betrachtet (hellblau, Abbildung 69 b). Sie sind ebenfalls
im vorliegenden Graphen dargestellt (hellblau, Abbildung 69 d). Der innere blaue Kreis um-
rundet in etwa das vorliegende Strangstiick (10 Pixel Offset). Mit seiner Hilfe soll untersucht
werden, wie viele Neuriten aus dem Strangstiick heraussprieRen. Per Hand wird ebenfalls aus-
gezahlt, welche Menge an Nervenstrédngen direkt aus dem Strangstiick herauswéchst. Mithilfe
des Programms wurden 25 Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem betrachteten kon-
zentrischen Kreis erhalten, was wiederum 25 aussprieenden Neuriten entspricht. Dieser Wert
stimmt sehr gut mit demjenigen Uberein, welcher durch das Auszahlen per Hand erhalten
wurde (26 Neuriten). Wie auch schon in Abbildung 69 b zu sehen, missen sowohl zusétzlich
mitgezahlter Debris sowie nicht erkannte oder unterbrochene Neuriten bei der Auswertung mit
beriicksichtigt werden. Als Grund hierfir kann die mangelnde Ausleuchtung der Bilder ange-
sehen werden. Da sich bei den Methoden (Auszdhlung per Hand vs. computergestiitzte Sholl-
Analyse) jedoch auch fur weitere SGN-Strangstiick-Bilder mit unterschiedlich vielen Neuriten
ebenfalls gute Ubereinstimmungen ergeben, wird die computergestiitzte Sholl-Analyse als gut
geeignet betrachtet, um im Rahmen dieser Arbeit ihre Anwendung zu finden. Die zusétzlichen
Daten sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung 82). Uberdies wurden im Rahmen der

Sholl-Analyse zwei weitere Kreise hervorgehoben, welche im gleichen Abstand voneinander
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entfernt liegen. Der duRere Kreis umfasst die 1angsten Neuriten und liefert das Mal} der maxi-
malen Neuritenl&dnge (angegeben in um). Der mittlere Kreis dient einerseits dazu, das Ver-
zweigungsverhalten der Neuriten mit fortschreitender Lange anzeigen (Verzweigungsaktivi-
tat). Andererseits wird hieran das Mal3 der mittleren Neuritenaktivitat erhoben. Diese wird hier
definiert als das Produkt der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem mittleren Kreis
und seinem Radius (r).° Dieser Kreis stellt eine von auReren Faktoren weitgehend unabhéan-
gige GrofRe dar. Die Individualitét eines Experiments wird jedoch durch die Verwendung des
tatséchlichen Radius erfasst, anders als bei Mal3zahlen, die nur die Anzahl der Schnittpunkte
mit den Kreisen berlicksichtigen. Die Radien des inneren sowie des dueren Kreises sind ent-
weder von der GroRe des Strangstiickes oder vom ausgewahlten Bildausschnitt sowie dem
Auge des Betrachters abhangig; da diese Radien letztlich auch den Radius des mittleren Krei-
ses bestimmen, gehen diese Unsicherheiten naturgeman auch in die Bestimmung der mittleren
Neuritenaktivitdt ein. Um einen weiteren Wert fiir die mittlere Neuritenaktivitat zu erhalten,
welcher weniger von der GroRe des Strangstiickes abhangt, wird daher eine modifizierte Be-
rechnung dieser Grof3e angeschlossen. Die mittlere normierte Neuritenaktivitat berechnet sich
ebenfalls aus dem Produkt der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem
mittleren Kreis, hier wird aber mit der Differenz der Radien des mittleren und inneren Kreises
(r2-ry) multipliziert. Die erhaltenen Werte beider MaRzahlen werden miteinander verglichen
und in Beziehung zu den ubrigen Messwerten gesetzt. Insgesamt kdnnen auf diese Weise alle
Ergebnisse der einzelnen Proben miteinander verglichen werden, ohne jedes Mal den gesam-
ten Graphen mit einer groBen Datenmenge zu betrachten. Da die Neuriten auf den Original-
Zellbildern mit bloBem Auge kaum zu erkennen sind, werden im Folgenden lediglich die be-
arbeiteten Bilder nach Durchlauf der Sholl-Analyse dargestellt. Die zugehdrigen Original-
Aufnahmen sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung 84, Abbildung 85, Abbildung 86).

® Untersuchungen zur geeigenten Nutzung der Methode zur Berechnung der mittleren Neuritenaktivitat
im Rahmen dieser Arbeit (Anhang, siehe Abbildung 83).
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Abbildung 69: Methodenetablierung der Sholl-Analyse. Anhand einer beispielhaften Fluoreszenzmikroskopie-
Aufnahme eines SGN-Strangstiickes wird die computergestiitzte Sholl-Analyse erldutert: a) Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme eines SGN-Strangstiickes mit ausgewachsenen Neuriten. Jeder Neurit ist mit einem roten Punkt
markiert. b) Schwarz-WeiR-Bild des Strangstiickes mit markierten Neuriten(rot), nachdem es mittels IMAGEJ die
Sholl-Analyse durchlaufen hat. Es sind zudem der duere Kreis der Analyse (rot) sowie drei hervorgehobene kon-
zentrische Kreise (hellblau) abgebildet. c) Bearbeitetes Bild des SGN-Strangsttickes mit allen konzentrischen Krei-
sen (hellblau) der Sholl-Analyse sowie duRerer Grenze (rot). Es sind die Schnittpunkte der einzelnen Kreise mit
den zuvor detektierten Neuriten markiert. d) Graphische Darstellung der Anzahl der Schnittpunkte in Abhangigkeit
von der Distanz zum Mittelpunkt der Analyse mit polynomialem Fit. AuRerdem sind die Abstédnde der hellblau
markierten Kreise hervorgehoben. Wenn die Anzahl der Schnittpunkte mit der Anzahl der aus dem Strangstiick
aussprielenden Neuriten gleichgesetzt wird, wachsen laut polynomialen Fit 25 Neuriten aus. Verglichen mit der
Auszahlung per Hand (26 Neuriten) stimmen die Daten hinreichend gut iberein, um die Methode im Rahmen der
Arbeit auf die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen anzuwenden.

Nachdem herausgefunden wurde, dass die vorliegende Methode im Rahmen dieser Arbeit ihre
Anwendung finden kann, wurde sich zunachst auf die Erstellung einer Kalibrationsreihe kon-
zentriert. Dazu wurden verschiedene Mengen an BDNF zu den SGN-Strangstiicken gegeben
und diese unter den zuletzt genannten Bedingungen kultiviert. Dazu zeigt Abbildung 70 stell-
vertretend pro Kondition jeweils ein mithilfe der Sholl-Analyse ausgewertetes Zellbild. Wei-
terhin sind die quantitativ ausgewerteten Daten zur Anzahl sowie Lange der Neuriten in Ab-
héangigkeit der zugegebenen BDNF-Mengen grafisch in Abbildung 71 dargestellt. Ergédnzend

stellt Tabelle 6 die zugehérigen Daten vergleichend dar.
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Abbildung 70: Exemplarische, mithilfe der computergestiitzten Sholl-Analyse ausgewerten Zellbilder der SGN-
Strangstlicke mit verschiedenen Mengen an zugegebenem BDNF (0-50 ng-mL™') sowie die zugehorigen Vertei-
lungskurven der Anzahl der Schnittpunkte in Abhé&ngigkeit von der Distanz zum Mittelpunkt der Analyse mit gra-
phisch dargestelltem polynomialen Fit. AuRerdem sind die Absténde der hellblau markierten Kreise hervorgeho-
ben. Es ist zu erkennen, dass eine groRere Menge an BDNF eine hohere Anzahl an Schnittpunkten mit den ausge-
wahlten kozentrischen Kreisen hervorruft. Dies bedeutet eine Erhdhung der Neuritenaussprossung. Auch die ma-
ximale Lénge der Neuriten scheint leicht anzusteigen, wenn mehr BDNF hinzugegeben wird.
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Abbildung 71: Kalibrationsreihe quantitativ ausgewertet mittels Sholl-Analyse (siehe Verteilungskurven Abbil-
dung 70). a): Grafische Darstellung der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf den inneren
Kreis (ausgeflllt) sowie mittleren Kreis (gestrichelt) in Abh&ngigkeit von der zugegebenen Menge an BDNF (0-
50 ng). b): Anhand des duReren Kreises bestimmte maximale Neuritenlénge fir die Konditionen. c) Graphische
Darstellung der mittleren Neuritenaktivitat (ausgefiillt) sowie der mittleren normierten Neuritenaktivitat (gestri-
chelt) fur jede Kondition. d) Schematische Darstellung eines mittels Sholl-Analyse ausgewerteten Zellkulturver-
suchs mit einem SGN-Strangstiick (weil3). Es sind sowohl die Schnittpunkte der ausspriefenden Neuriten (rot) mit
den einzelnen konzentrischen Kreisen (blau) sowie die Abstdnde dieser zum Mittelpunkt des Strangstiickes (hell
grau) mittels Pfeilen (r1, rz, rs) dargestellt. Eine gréRere Menge an BDNF ruft eine hohere Anzahl an Schnittpunkten
mit den ausgewdhlten kozentrischen Kreisen hervor. Dies entspricht einer Erhthung der Neuritenaussprossung.
Zudem steigt die maximale Lange der Neuriten leicht an, wenn mehr BDNF hinzugegeben wird. Auch die mittlere
Neuritenaktivitdt steigt entsprechend an, wenn mehr BDNF hinzugegeben wird. Da die Kondition bezuglich
0 ng-mL* lediglich ein auszuwertendes Zellbild hervorbrachte, sind hier keine Fehlerbalken vorhanden.
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Tabelle 6: Vergleich der quantitativen Ergebnisse aus der Sholl-Analyse zur Beschreibung der Kalibrationsreihe.
Es ist die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf einen konzentrischen Kreis dargestellt.
Dies entspricht der Anzahl der ausgesprossenen Neuriten. Zudem sind die maximalen Neuritenlédngen der ver-
schiedenen Konditionen aufgelistet. Weiterhin sind die mittleren Neuritenaktivitaten dargestellt. Da die Kondi-
tion beztiglich 0 ng-mL ™ lediglich ein auszuwertendes Zellbild hervorbrachte, sind hier keine Fehler vorhanden.

Messgrolie ausgewahlter Kreis Menge an zugegbenem BDNF / ng-mL™
0 5 25 50
Anzahl der Schnitt- KreiSinen (r1) 12+0 10+4 2816 3318
punkte mit eine,

Maximale Neuri- ]
Kreisaugen (I3) 10670 11444200 1478+108 1443%170
tenlange / pm

Mittlere Neuriten-

o Kreiswite (I2) 9410 73140 334+£103 476169
aktivitat -10?/ um

Mittlere normierte .
KreiSwmitte —

Neuritenaktivitat 58+0 36+19 166+62 248+73
102/ um KreiSinnen (rz—rl)

Sowohl anhand der exemplarisch ausgewahlten Bilder als auch anhand der quantitativen Aus-
wertung ist zu erkennen, dass eine vermehrte Zugabe an BDNF die Anzahl der Schnittpunkte
der detektierten Neuriten bezogen auf die ausgewahlten Kreise erhéht. Wéhrend ohne BDNF
sowie mit 5 ng-mL™* des Biomolekiils = 10 Schnittpunkte mit dem inneren Kreis detektiert
wurden, steigen die Zahlen bei 25 ng-mL* an BDNF auf ca. 28 und bei 50 ng-mL* auf unge-
fahr 33 Schnittpunkte an. Dies geht einher mit der Menge an ausspriefenden Neuriten. Somit
bestatigen die Ergebnisse quantitativ, dass BDNF die Neuritenaussprossung von SGN-Strang-
stiicken fordert.[*1:4344541 Weiterhin ist anhand der zugehorigen Grafik erkennbar, dass sich die
Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem mittleren Kreis (gestrichelt) ge-
genuber ersterem (ausgefillt) leicht erhoht. Dies lasst sich durch die Verzweigung der Neuri-
ten mit fortschreitender L&nge begrinden. Weiterhin zeigen sowohl die Bilder als auch die
numerischen Daten, dass die maximale Neuritenldnge bei einer hbheren BDNF Menge an-
steigt, wenngleich die Abhangigkeit nur schwach ist. Wéhrend die maximale Neuritenlédnge
ohne BDNF bei ca. 1066 um liegt, steigt die Zahl bei Zugabe von 5 ng-mL™* an BDNF auf
ungefahr 1144 um und bei 25 bzw. 50 ng-mL™* des Biomolekiils auf = 1450 pm an. Dement-
sprechend steigt auch die mittlere Neuritenaktivitat an, wenn eine gréfiere Menge an BDNF

hinzugegeben wird. Wahrend ohne Wachstumsfaktor ein Wert von 94-10? um sowie bei einer
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Zugabe von 5 ng'mL ! an BDNF eine mittlere Aktivitat der Neuriten von ca. 73-10% um erhal-
ten wurde, steigen diese auf 334-102 um bzw. 476-102 um an, wenn 25 bzw. 50 ng'mL* an
BDNF hinzugefigt werden. Die Ergebnisse aus den Berechnungen der mittleren normierten
Neuritenaktivitat des Strangstiickes folgen demselben Trend. Ob die Normierung der mittleren
Neuritenaktivitat einen Vorteil bei der Auswertung ergibt, l&sst sich anhand dieser Daten nicht
sagen. Insgesamt hat unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen erst die Zugabe ab
25 ng BDNF einen Einfluss sowohl auf die Anzahl der ausspriefenden Neuriten als auch auf
die maximale Neuritenldnge bzw. die sich daraus ergebende mittlere Neuritenaktivitat. Auch
LIN et al. fanden heraus, dass eine BDNF-Zugabe von 25 bzw. 50 ng-mL ™ die Neuritenlange

erhoht.[448l

AnschlieBend wurden die Zellkulturuntersuchungen mit den beschichteten sowie unbeschich-
teten unmodifizierten Fasern durchgefuhrt. Aufbau und Durchfiihrung der Experimente ent-
sprachen derjenigen aus Abbildung 68. Mithilfe der computergestitzten Sholl-Analyse wur-
den die Bilder auf die Anzahl der aussprieBenden Neuriten sowie auf ihre Lénge hin quantifi-
ziert und die mittleren Neuritenaktivitaten wurden berechnet. AuBerdem erfolgt eine Einord-
nung der Ergebnisse in die zuvor erstellte Kalibrationsreihe. Dazu stellen Abbildung 72 und
Abbildung 73 sowie Tabelle 7 die erhaltenen Ergebnisse dar.
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Abbildung 72: Exemplarische, mithilfe der computergestiitzten Sholl-Analyse ausgewerte Zellbilder der SGN-
Strangstiicke, welche zuvor mit den verschiedenen unmodifizierten Fasertypen inkubiert wurden. Es sind die zu-
gehdrigen Verteilungskurven der Anzahl der Schnittpunkte in Abhéngigkeit von der Distanz zum Mittelpunkt der
Analyse abgebildet. Auch der graphisch dargestellte polynomiale Fit ist zu sehen. AuRRerdem sind die Absténde der
hellblau markierten Kreise hervorgehoben. Die Inkubation der SGN-Strangstiicke mit BDNF-Fasern ruft eine ho-
here Anzahl an Schnittpunkten mit den ausgewahlten konzentrischen Kreisen hervor. Dies bedeutet eine Erhéhung
der Neuritenaussprossung. Zusatzlich deuten die Bilder darauf hin, dass die Biomolekiil-beschichteten Fasern die
Neuritenlénge fordern.
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Abbildung 73: Auswertung der Zellkulturuntersuchungen der unmodifizierten Fasern mit den SGN-Strangstiicken
mithillfe der computergestiitzten Sholl-Analyse (siehe Verteilungskurven Abbildung 72). a): Grafische Darstellung
der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf den inneren Kreis (r1, ausgefiillt) sowie mitt-
leren Kreis (rz, gestrichelt) in Abhéngigkeit der verschiedenen Fasertypen. b): Anhand des duRReren Kreises (rs)
bestimmte maximale Neuritenldnge pro Kondition. ¢) Graphische Darstellung der mittleren Neuritenaktivitét (aus-
gefillt) und der mittleren normierten Neuritenaktivitét (gestrichelt) der verschiedenen Fasertypen. d) Schematische
Darstellung eines mittels Sholl-Analyse ausgewerteten SGN-Strangstiickes. Es sind sowohl die Schnittpunkte der
aussprielenden Neuriten (rot) mit den einzelnen konzentrischen Kreisen (blau) sowie die Abstdnde dieser zum
Mittelpunkt des Strangstiickes (hell grau) mittels Pfeilen (r1, rz, r3) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Inkuba-
tion der SGN-Strangstlicke mit BDNF-Fasern eine hthere Anzahl an Schnittpunkten mit den ausgewdhlten kon-
zentrischen Kreisen hervorruft. Dies bedeutet eine Erhéhung der Neuritenaussprossung. Die Biomolekdil-beschich-
teten Fasern fordern die Neuritenldnge sowie die mittlere Neuritenaktivitat.



4 Ergebnisse und Diskussion 165

Tabelle 7: Vergleich der quantitativen Ergebnisse aus der Sholl-Analyse zur Beschreibung der Zellkulturuntersu-
chungen mit den unmodifizierten Fasern. Es ist die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen
auf einen der ausgewahlten konzentrischen Kreise dargestellt. Dies entspricht der Anzahl der ausgesprossenen
Neuriten. Zudem sind die maximalen Neuritenl&ngen sowie die mittlere Neuritenaktivitat der verschiedenen Kon-
ditionen aufgelistet.

Messgrole  ausgewahlter Kreis Faser

- HS HS-BDNF BDNF

Anzahl der Schnitt- KreiSinen (r1) 77 6+6 29111 2415
punkte mit einen

Maximale Neuri- ]
Kreisaugen (r3) 736426  1167+6 1395+189  1269+153
tenlange / pm

Mittlere Neuriten-

o Kreiswite (I2) 16x15 83160 378+£173 305+94
aktivitat -10%/ um.

Mittlere normierte .
KreiSwmitte —

Neuritenaktivitat 6+4 44+32 180493 150+61
102/ um KreiSinnen (rz—rl)

Die ausgewerteten Bilder sowie die erhaltenen Daten zeigen, dass aus den Strangstiicken, wel-
che mit den unbeschichteten sowie mit HS beschichteten Fasern behandelt wurden, nur wenig
Neuriten ausgesprossen sind. Die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten (= 6)
liegt auf der Hohe der Proben in der Kalibrationsreihe, welche ohne BDNF behandelt wurden.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten aus den vorherigen Zellkulturuntersuchungen
tiberein und zeigen an, dass HS hier keine neuroregenerative Wirkung ausubt, obwohl ihm
dieser Effekt mitunter zugeschrieben wird.[202170.1711 Wie zuvor erwahnt, ist es moglich, dass
die freigesetzt Konzentration des Glykosaminoglykans zu gering ist, um eine Wirkung zu zei-
gen.['%2l Im Gegensatz dazu zeigen die Proben, welche mit den BDNF-tragenden Fasern be-
handelt wurden, eine erhohte Neuritenaussprossung (Faser-HS-BDNF =~ 29; Faser-
BDNF ~ 24) Die Quantifizierung der hoheren Anzahl an aussprielenden Neuriten in Anwe-
senheit der BDNF-Fasern unterstitzt die zuvor erhaltenen Ergebnisse und weist auf den neu-
roregenerativen Effekt des BDNFs gegentiber SGNs hin.[41434454 Weiterhin ist unter Bertick-
sichtigung der Standardabweichung kein Unterschied zwischen den Proben auszumachen,
welche mit den BDNF-HS-Fasern und mit den BDNF-Fasern ohne HS behandelt wurden. Die
erhaltenen Ergebnisse werden durch die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten

mit dem mittleren Kreis bestatigt. Die Werte liegen leicht tiber den Werten des inneren Kreises
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und zeigen die Verzweigung der Neuriten an (Faser-HS-BDNF ~ 38; Faser-BDNF = 35).
Auch hier kann es sein, dass sich der in der Literatur bereits beobachtete additive Effekt von
HS und BDNF auf die Neuritenaussprossung aufgrund zu geringer Mengen des Poylsachcha-
rids nicht aufgebaut hat.*°2 Wie zuvor bereits erwahnt, kdnnen trotz unterschiedlichen Re-
lease-Verhaltens die zu geringen Mengen an freigesetztem BDNF bzw. der zu geringe Unter-
schied in der BDNF-Freisetzung der beiden Fasertypen (mit/ohne HS) nach 3 d als Grund
angesehen werden, dass die Wirkung auf die Zellen vergleichbar ausfallt. Auch hier wéren
zusétzliche Release-Untersuchungen unter Zellkulturbedingungen sowie modifizierte Zellkul-
turuntersuchungen mit einer groBeren Menge an Fasern bzw. langeren Inkubationszeit sinn-
voll. So kénnte die verdnderte BDNF-Freisetzung von den HS-Fasern im Gegensatz zu den
Fasern ohne HS auch in ihrer Wirkung auf die SGNs sichtbar gemacht werden. Verglichen mit
den Ergebnissen aus der Kalibrationsreihe liegen die erhaltenen Daten der BDNF-Fasern im
Bereich von 25 ng'mL™* an zugegebenem Biomolekiil. Laut ELISA (Abbildung 59) wurden
von den Fasern innerhalb des Inkubationszeitraums von 3 Tagen lediglich ~1.5 ng an BDNF
in das umgebende Medium freigesetzt. Moglicherweise wurde mithilfe des ELISAS nicht die

gesamte Menge an BDNF quantifiziert oder aber die Art der Freisetzung spielt hier eine Rolle.

Die Neuriten der SGN-Strangstiicke weisen in Anwesenheit der BDNF-beladenen Fasern im
Gegensatz zu den Kontrollen eine etwas erhohte L&nge auf. Wahrend die Neuriten der Kon-
trollen ohne Biomolekil eine Lange von ungeféhr 736 um aufweisen, besitzen diejenigen der
Proben mitlediglich HS schon eine Lange von 1167 um. Dies konnten ein Hinweis sein auf
den in der Literatur bereits beschriebenen neuroregenerativen Effekt des Glykosaminogly-
kans.[102170.171] Der erhaltene Wert liegt jedoch im Fehlerbereich der bestimmten Neuritenlange
der unbeschichteten Fasern. Fir eine genauere Aussage musste die Versuchsreihe wiederholt
werden. Demgegeniber steigen die Zahlen signifikant an bei den Proben mit BDNF und HS
auf = 1395 um sowie lediglich mit BDNF auf = 1269 um. Die Werte ahneln denjenigen, wel-
che mit 25 bzw. 50 ng-mL"* an BDNF-Zugabe wéhrend der Erstellung der Kalibrationsreihe
erhalten wurden. Sie geben einen Hinweis darauf, dass das von den Fasern freigesetzte BDNF
die Neuritenlange der SGNs positiv beeinflusst.[*81 Dementsprechend steigt auch die mittlere
Neuritenaktivitat an, wenn die SGN-Strangstiicke mit beschichteten Fasern inkubiert werden.
Wahrend ohne Beschichtung ein Wert von 16-102 um sowie bei Inkubation mit HS-Fasern
eine mittlere Aktivitat der Neuriten von ca. 83-10? um erhalten wurde, steigt der Wert auf
378-:10? um bzw. 305-102 um an, wenn BDNF-Fasern hinzugefligt werden. Die Werte deuten
sowohl auf einen moglichen neuroregenerativen Effekt von HS hin und weisen diesen flr
BDNF nach. Die erhaltenen Ergebnisse aus den Berechnungen der mittleren normierten Neu-
ritenaktivitat folgen demselben Trend und unterstitzen ebenfalls die restlichen Resultate. Die
erhaltenen Werte dhneln wiederum denjenigen, welche durch Zugabe von 25 bzw. 50 ng-mL™*

an BDNF wéhrend der Erstellung der Kalibrationsreihe erhalten wurden.
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Neben den unmodifizierten Fasern wurden zudem die beschichteten amino-modifizierten Fa-
sern auf ihren neuroregenerativen Effekt hin untersucht. Dazu stellen Abbildung 74 und Ab-
bildung 75 sowohl die bearbeiteten Zellbilder mittels computergestutzer Sholl-Analyse sowie
die Quantifizierung der Neuritenausprossung grafisch dar. Tabelle 8 vergleicht unterstiitzend
die erhaltenen Werte zur Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf ei-
nen Kreis sowie zur L&nge der Neuriten und zur Neuritenaktivitat in Abhangigkeit des Faser-

typs.
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Abbildung 74: Exemplarische, mithilfe der computergestiitzten Sholl-Analyse ausgewerte Zellbilder der SGN-
Strangstiicke, welche zuvor mit den verschiedenen amino-modifizierten Fasertypen inkubiert wurden. Es sind die
zugehdrigen Verteilungskurven der Anzahl der Schnittpunkte in Abhéngigkeit von der Distanz zum Mittelpunkt
der Analyse abgebildet. Auch der graphisch dargestellte polynomiale Fit ist zu sehen. AuRerdem sind die Absténde
der hellblau markierten Kreise hervorgehoben. Die Inkubation der SGN-Strangstiicke mit BDNF-Fasern ruft eine
héhere Anzahl an Schnittpunkten mit den ausgewdhlten konzentrischen Kreisen hervor. Dies bedeutet eine Erho-
hung der Neuritenaussprossung. Eine Erhéhung der maximalen Neuritenlange durch die Biomolekiile ist lediglich
bei den BDNF-Fasern ohne HS zu erkennen.
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Abbildung 75: Auswertung der Zellkulturuntersuchungen der amino-modifizierten Fasern mit den SGN-Strang-
stiicken mithillfe der computergestiitzten Sholl-Analyse (siehe Verteilungskurven Abbildung 74). a): Grafische
Darstellung der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf den inneren Kreis (r1, ausgefiillt)
sowie mittleren Kreis (r2, gestrichelt) in Abhé&ngigkeit der verschiedenen Fasertypen. b): Anhand des duRReren Krei-
ses (rs) bestimmte maximale Neuritenlédnge pro Kondition. c) Graphische Darstellung der mittleren Neuritenakti-
vitat (ausgefillt) und der mittleren normierten Neuritenaktivitat (gestrichelt). d) Schematische Darstellung eines
mittels Sholl Analyse ausgewerteten SGN-Strangstiickes. Es sind sowohl die Schnittpunkte der aussprieenden
Neuriten (rot) mit den einzelnen konzentrischen Kreisen (blau) sowie die Abstédnde dieser zum Mittelpunkt des
Strangstuickes (hell grau) mittels Pfeilen (ru, r2, rs) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Inkubation der SGN-
Strangstiicke mit BDNF-Fasern eine héhere Anzahl an Schnittpunkten mit den ausgewahlten konzentrischen Krei-
sen hervorruft. Dies bedeutet eine Erh6hung der Neuritenaussprossung. Die Neuritenlange der Proben, welche mit
der BDNF-Faser inkubiert wurden, ist gegentiber den restlichen Proben leicht erhéht. Die mittlere Neuritenaktivitét
erhéht sich, wenn die SGNs mit Biomolekil-Fasern in Kontakt kommen.
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Tabelle 8: Vergleich der quantitativen Ergebnisse aus der Sholl-Analyse zur Beschreibung der Zellkulturuntersu-
chungen mit den amino-modifizierten Fasern. Es ist die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen
auf einen konzentrischen Kreis dargestellt. Dies entspricht der Anzahl der ausgesprossenen Neuriten. Zudem sind
die maximalen Neuritenldngen sowie die mittleren Neuritenaktivitaten der verschiedenen Konditionen aufgelistet.

Messgrofle  ausgewahlter Kreis Faser-NH;

- HS HS-BDNF BDNF

Anzahl der Schnitt-  KreiSinen (r1) 95 8+8 23+3 2748
punkte mit einem

Maximale Neuri- ]
Kreisauen (r3) 10914226 1112+453  1189+15  1441+197

tenlange / um

Mittlere Neuriten-

o Kreiswite (I2) 68+50 129+95 195+34 283109
aktivitat -10%/ um

Mittlere normierte- .
KreiSwite —

Neuritenaktivitat 2723 6847 101+16 13550
102/ um KreiSinnen (r—r1)

Die Bilder sowie die erhaltenen Daten zeigen in Anlehnung an die Versuche der unmodifizier-
ten Fasern, dass aus den Strangstiicken, welche mit den unbeschichteten sowie mit HS be-
schichteten Fasern behandelt wurden, nur wenige Neuriten aussprossen (= 8.5). Auch hier liegt
die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten auf der H6he der Proben in der Kalib-
rationsreihe, welche ohne BDNF behandelt wurden. Unterstitzend zu den bereits beschriebe-
nen Zellkulturuntersuchungen zeigen die Resultate an, dass HS hier keine neuroregenerative
Wirkung austibt.[102170.1711 Opwohl ihm dieser Effekt zugeschrieben wird, kann es sein, dass
die freigesetzte Konzentration des Glykosaminoglykans zu gering ist, um eine Wirkung zu
zeigen.['%?1 Im Gegensatz dazu zeigen auch die Versuche mit den amino-modifizierten Fasern,
dass die Freisetzung von BDNF zu einer erhthten Neuritenaussprossung fuhrt. Dies zeigt sich
in der erh6hten Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten bezogen auf den inneren
(Faser-NH,-HS-BDNF = 23; Faser-NH>-BDNF ~ 27) sowie mittleren Kreis (Faser-NH,-HS-
BDNF =~ 25; Faser-NH>-BDNF = 28) in der Sholl-Analyse. Hier spiegelt sich der neurorege-
generative Effekt des BDNFs gegeniiber den SGNs wieder.[*1434454 Dije leicht erhohten
Werte, welche mit zunehmendem Abstand vom Mittelpunkt erhalten wurden, lassen auf die
Verzweigung der Neuriten schlieRen. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung ist je-

doch kein Unterschied zwischen den BDNF-Proben mit bzw. ohne HS auszumachen. Trotz
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dessen wird in der Literatur ein additiver Effekt der beiden Biomolekiile auf die Neuritenaus-
sprossung beschrieben. Mdglicherweise liegt dies wiederum, wie bereits beschrieben, an der
zu geringen Konzentration des Polysaccharids.[*°? Ahnlich zu den Ergebnissen der unmodifi-
zierten Fasern konnen trotz unterschiedlichen Release-Verhaltens die zu geringe Gesamt-
menge an abgegbenem BDNF sowie der zu minimale Unterschied in der BDNF-Freistzung
der beiden Fasertypen (mit/ohne HS) nach 3 d Grund dafir sein, dass die Wirkung auf die
SGNs vergleichbar ausfallt. Auch in diesem Fall waren zusétzliche Release-Untersuchungen
unter Zellkulturbedingungen sowie modifizierte Zellkulturuntersuchungen mit einer gréReren
Menge an Fasern bzw. einer langeren Inkubationszeit hilfreich. Hierdurch kénnte die verén-
derte BDNF-Freisetzung von den HS-Fasern im Gegensatz zu den Fasern ohne HS auch in
ihrer Wirkung auf die SGNs gezeigt werden. Insgesamt liegt die Anzahl der ausgewachsenen
Neuriten der BDNF-Proben leicht unter dem Wert von 28%° Schnittpunkten, welcher durch
Zugabe von 25 ng-mL* des Biomolekiils bei Erstellung der Kalibrationsreihe erhalten wurde.
Die Menge an freigesetztem BDNF betragt hier laut ELISA jedoch lediglich =1 ng. Wie zuvor
schon beschrieben, ist es mdglich, dass der ELISA nicht die komplette Menge des BDNFs
detektiert hat. Mdglicherweise hat jedoch auch die Art der Freisetzung einen Einfluss. Die
Werte aus den Zellkulturuntersuchungen mit den amino-modifizierten Fasern liegen leicht un-
ter den quantifizierten Anzahlen aus den Versuchen mit den unmodifizierten Fasern. Dies
stimmt mit der Beobachtung tberein, dass von den amino-modifizierten Fasern weniger
BDNF freigesetzt wird als von den unmodifizierten Fasern, welches anschlieBend einen neu-
roregenerativen Effekt auf die SGNs ausiiben kann. Da dieser Unterschied jedoch sehr gering
ausfallt, ist auch die Wirkung auf die SGNs sehr dhnlich. Um die vorliegende Release-Situa-
tion sowie den daraus entstehenden neuroregenerativen Effekt genauer zu untersuchen, wéren
weitere Freisetzungsexperimente unter Zellkulturbedingungen hilfreich. Bezogen auf die ma-
ximale Lange der Neuriten sind lediglich die Werte der Proben leicht erhoht, welche mit den
BDNF-Fasern ohne HS in Kontakt kamen (Faser-BDNF = 1440 um; restliche Pro-
ben ~ 1100 um). Die Daten geben einen Hinweis darauf, dass das von den Fasern freigestzte
BDNF einen neuritenverlangernden Effekt auslost.[*®! Dieser fallt geringer aus als bei den
unmodifizierten Fasern. Auch hier kann der Grund wiederum darin liegen, dass von den
amino-modifizierten Fasern weniger BDNF freigesetzt wird als von den unmodifizierten Fa-
sern (Abbildung 59).

Entsprechend der erhaltenen Ergebnisse steigt auch die mittlere Neuritenaktivitat an, wenn die
SGN-Strangstiicke mit beschichteten Fasern inkubiert werden. Wé&hrend ohne Beschichtung
ein Wert von in etwas 68-10% um sowie bei Inkubation mit HS-Fasern eine mittlere Aktivitat

der Neuriten von ca. 129-10? um erhalten wurde, steigt der Wert auf 195-10? um bzw.

10 bezogen auf den inneren Kreis (bzw. 34 fiir den mittleren Kreis)



172 4 Ergebnisse und Diskussion

283:102 um an, wenn BDNF-Fasern hinzugefiigt werden. Die Werte deuten sowohl auf den
neuroregenerativen Effekt von HS als auch von BDNF hin. Die erhaltenen Ergebnisse aus den
Berechnungen der mittleren normierten Neuritenaktivitét folgen demselben Trend und unter-
stiitzen ebenfalls die restlichen Resultate. Die Werte liegen leicht unter den Ergebnissen aus
der Zugabe von 25 ng'-mL"! an BDNF wahrend der Erstellung der Kalibrationsreihe. Somit
liegen sie unter denjenigen der unmodifizierten Fasern. Damit unterstiitzen sie die bereits er-

haltenen Resultate.

Wie zuvor schon beschrieben zeigen sowohl die Versuche der un- als auch der amino-modifi-
zierten Fasern keinen richtungsweisenden Effekt des BDNFs, obwohl ihm dieser mitunter zu-
geschrieben wird.[?50.251 Dije Neuriten sprieen gleichermaRen in alle Richtungen aus, obwohl
das Strangstick gegentber den gebiindelten Fasern platziert wurde (zum Versuchsaufbau
siehe Abbildung 68). Mdglicherweise ist die Konzentration des Biomolekils dafiir zu gering
oder aber es fand zuvor eine zu starke Durchmischung des Mediums statt, sodass sich kein
BDNF-Gradient ausbilden konnte. Bei der Auswertung der Ergebnisse muss jedoch beachtet
werden, dass das Computerprogramm Debris als Neuriten erkennt (Abbildung 72b) oder aber
Neuriten nicht durchgéngig markiert. Auch das Ablésen von Strangstiicken (Abbildung 72 ¢)
wirkt sich auf die erhaltenen Ergebnisse aus.

Insgesamt miissen bei der Interpretation der Ergebnisse einige Fehlerquellen beachtet werden.
Durch eine unzureichende Belichtung der Fluoreszenzaufnahmen einiger Strangstiicke wur-
den mittels Sholl-Analyse mitunter Neuriten detektiert, welche eigentlich keine sind. Sie stel-
len lediglich ein Untergrundrauschen dar, den sogenannten Debris. Daraus ergibt sich in der
spateren Sholl-Analyse ein falsch-positives Ergebnis. Zudem werden einige Neuriten nicht
durchgéngig vom Programm erkannt und detektiert. Hiedurch entsteht ein falsch-negatives
Ergebnis in der spateren Auswertung. Auch durch eine zu grofRe Unschérfe sowie Verschmie-
rungen auf einigen Bildern werden diese Phanomene ausgeldst. Je nach Starke des auftreten-
den Phanomens kann dieses einen hoheren Effekt auf die spatere Bearbeitung austiben. Um
die Bildqualitat zu erhdhen konnte in Zukunft sowohl die Aufnahmetechnik der Fluoreszenz-
bilder als auch die Farbung der SGNs optimiert werden, um diese starker vom Hintergrund
abzuheben.[* Hinzu kommt, dass die einzelnen Strangstiicke verschiedene GroRen aufwei-
sen. Es muss beriicksichtigt werden, dass aus grofieren Strangstiicken statistisch mehr Neuriten
auswachsen konnen als aus kleineren Strangstticken. In Zukunft kénnten alle erhaltenen Daten
auf die GroRe der Strangstlicke bezogen werden, um sie miteinander zu vergleichen. Da sich
im Rahmen dieser Arbeit jedoch einige Strangstiicke von der Zellkulturplatte I6sten, konnte
dieses Verfahren nicht angewandt werden. Die Strangstiicke sollen in weiteren Untersuchun-
gen fester an den Untergrund angedriickt werden. Daneben muss bei allen Zellkulturuntersu-
chungen mit SGN-Strangstiicken berticksichtig werden, dass es auch ohne Wirkstoff zu einer

spontanen Neuritenaussprossung kommen kann.
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Zusétslich sollen die verwendeten Auswertemethoden miteinander verglichen werden. Bei der
Ermittlung der Anzahl der Schnittpunkte der detektiereten Neuriten bezogen auf einen Kreis
ergibt sich ein absoluter Wert fur die Menge an aussprieRenden Neuriten pro Strangstck.
Dieser ist jedoch, vor allem bezogen auf den inneren Kreis, abhdngig von der GréRe des je-
weiligen Strangsttickes. Auch die Bestimmung der maximalen Neuritenldnge generiert einen
absoluten Wert. Hier ist das Ergebnis jedoch abhangig vom &uf3eren Kreis. Dieser wird durch
den jeweiligen Beobachter individuell festgelegt und richtet sich zudem nach dem erhaltenen
Bildausschnitt. Nichtsdestoweniger stellen die mit den quantitativen Methoden erhaltenen
Werte die real vorliegende Situation gut wieder. Hier werden die Anzahl der Neuriten sowie
ihre maximale Lange unabhédngig voneinander betrachtet. Demgegeniber steht die Berech-
nung der mittleren Neuritenaktivitat. Sie generiert einen Wert, der sowohl die mittlere Lange
als auch die Anzahl der ausspriefenden Neuriten miteinander kombiniert, um eine Gesamt-
aussage uber die mittlere Aktivitat der Neuriten bezogen auf ein Strangstiick zu erhalten. Diese
GroRe stimmt nicht mit der realen Situation Uberein, weil jedem aussprief3enden, detektierten
Neurit eine definierte Lange (r2 bzw. rp-r; im Fall der normierten Variante) zugeordnet wird.
Im Gegensatz zu den GroRRen der ersten Methode sind die hier erhaltenen Werte jedoch unab-
héngiger von duReren Faktoren, da sie sich ausschlieRlich auf den mittleren Kreis beziehen.
Um hier zusétzlich die GroéRe des Strangstiickes mit zu bericksichtigen, wurde die mittlere
normierte Neuritenaktivitat, die sich auf den Abstand zwischen dem mittleren sowie dem ers-
ten Kreises bezieht, einbezogen. Die erhaltenen Ergebnisse folgen dem gleichen Trend wie die
Daten, die aus den einfachen Berechnungen generiert wurden, bei denen die GréRe des Strang-
stiickes nicht mitberucksichtigt wurde. Eine Differenzierung zwischen der Aussagekraft der
mittleren Neuritenaktivitat und der mittleren normierten Neuritenaktivitét ist anhand der bis-
her durchgefiihrten Experimente nicht moglich. Insgesamt geben die durchgefiihrten Untersu-
chungen einen deutlichen Hinweis darauf, dass das von den Fasern freigesetzte BDNF die
Neuritenaussprossung férdert. AuRerdem (bt es einen leichten Einfluss auf die maximale Neu-
ritenldnge sowie die mittlere Neuritenaktivitat aus. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
der Effekt des BDNFs auf die SGNs mit zunehmender Menge an Biomolekil ansteigt. In Zu-
kunft sollten die vorliegenden Zellkulturuntersuchungen optimiert sowie wiederholt werden,
um ein auf einer groReren Datenlage basierendes gestiitztes Ergebnis zu erhalten. Es ware
zudem von Interesse zu untersuchen, inwieweit sich hthere Mengen an BDNF (>50 ng-mL™?)

auf die SGNs auswirken.

Fur die Anwendung als neuronale Leitstruktur im Rahmen des Cls zeigen diese Versuche ins-
gesamt, dass die beschichteten Polymerfasern nicht nur die Uberlebensrate der SGNs erhéhen,
sondern auch das Wachstum der Neuriten fordern. Somit kdnnen diese letztendlich auf der
Elektrodenoberflache anwachsen, um die Ubertragung des elektrischen Signals zu optimieren,

wenn auch eine Lenkung der Neuriten moglich wére. Innerhalb der durchgefiihrten Studien
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konnte allerdings kein solches richtungsabhéngiges Wachstum der Neuriten in Richtung eines
von den Polymerfasern ausgehenden BDNF-Konzentrationsgradienten beobachtet werden
auch wenn dies bereits postuliert wurdn.5364%01 | aut XIE et al. wird das weitraumige Wachs-
tum von Axonen hippocampaler Neurone entlang eines geordneten Kanalsystems aufgrund
eines BDNF-Reservoirs angeregt.[% In diesem Zusammenhang konnte bereits die erfolgrei-
che Fihrung von SGNs entlang geordneter Strukturen und dessen positive Wirkung auf die
Lange der Neuriten gezeigt werden.571 Wahrend der neuritenverlangernde Effekt des
BDNFs im Rahmen dieser Arbeit nur leicht zu erkennen war, konnten andere Studien diesen
bereits aufzeigen.54521 In Zukunft kann die Verwendung weiterer Wachstumsfaktoren mit

starkeren Auswirkungen auf das Neuritenwachstum, wie NT-3, in Betracht gezogen wer-
den.[248-251]

4.3.4 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe der Fasern ein Implantat-assoziiertes Freisetzungssystem
fiir BDNF zu generieren, um nicht nur die Uberlebensrate der SGNs zu erhéhen, sondern auch
die Aussprossung der Neuriten zu fordern. Als Basismaterial dienten die zuvor mit HS be-
schichteten Polymerfasern, da das Glykosaminoglykan die Fahigkeit besitzt, Wachstumsfak-

toren anzubinden, zu stabilisieren und deren Freisetzung zu kontrollieren,[%3-96.160.179-181]

Mithilfe eines qualitativ, direkt durchgefiihrten ELISAs wurde zundchst visualisiert, dass
BDNF an die un- sowie amino-modifizierten Fasern angebunden werden konnte. Dies war
ebenfalls méglich fir Fasern, welche zuvor nicht mit HS beschichtet waren. Demgegeniber
stellte jedoch ein quantitativ ausgewerteter ELISA unter Nutzung der Inkubations- sowie
Waschldsungen heraus, dass BDNF lediglich auf den mit dem Glykosaminoglykan vorbe-
schichteten Fasern immobilisiert werden konnte. Es konnte nahezu die gesamte Menge von
500 ng an BDNF angebunden werden. Der vorliegende Widerspruch betreffend der Fasern
ohne HS ist mit der Sensitivitat der Messmethode zu begriinden. Demnach kénnen auch schon
sehr geringe Mengen an BDNF in dem direkten, qualitativen ELISA zu einem positiven Aus-
schlag gefuhrt haben. Diese Mengen waren jedoch zu gering, um mithilfe des ELISAS indirekt
tiber die Inkubations- sowie Waschlésungen bestimmt zu werden. Somit ist davon auszugehen,
dass sich lediglich geringe Mengen an BDNF an die un- sowie amino-modifizierten Fasern
ohne HS angelagert haben. Das an die mit HS vorbeschichteten Fasern angelagerte BDNF
kann zum einen in dem vorliegenden biomimetischen Ansatz durch die Wechselwirkung mit
dem Glykosaminoglykan angebunden worden sein.®31%0.1011 Zym anderen konnen auch elekt-
rostatische WW zwischen dem positiv geladenen BDNF und der negativ geladenen Faserober-
flache sowie Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe WW zu einer Anlagerung ge-
fuhrt haben.
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In der Anwendung im Innenohr soll das BDNF jedoch Gber einen langeren Zeitraum hinweg
von den Fasern freigesetzt werden, um in Kontakt mit den dort anséssigen SGNs zu treten und
ihre Uberlebensrate zu erhohen sowie das Aussprossen der Neuriten zu férdern. AnschlieRend
ist es das Ziel, die Neuriten zur Oberflache des Implantats wachsen zu lassen, um die Ubertra-
gung des elektrischen Signals zu optimieren. In diesem Rahmen konnte gezeigt werden, dass
BDNF unter physiologischen Bedingungen (PBS, 37 °C) (iber einen Zeitraum von 105 d wie-
der von den Fasern freigesetzt wird. Hierbei zeigen die mit HS vorbeschichteten Fasern eine
langer andauernde, kontinuierliche Freisetzung von BDNF mit einer Kinetik 1. Ordnung. Die
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Fasern, welche nicht mit dem Glykosaminoglykan
vorbehandelt wurden. Hier wurde von beiden Fasertypen zunachst in einem burst-Release ein
GroRteil des BDNFs abgegeben. AnschlieBend nahern sich die Kurven einem Plateau an. Ins-
gesamt wurde von den unmodifizierten Fasern (5 Fasern mit jeweils 3 cm Lange in 1 mL PBS)
mit HS etwa 9 ng'-mL ! an BDNF abgegeben, wohingegen von den amino-modifizierten Fa-
sern mit HS 3 ng'mL ! freigesetzt wurden. Beide Kurven zeigen an, dass die Freisetzung noch
nicht abgeschlossen ist. Demgegeniiber wurden von den unmodifizierten Fasern ohne HS
5ng-mL* und von den entsprechenden amino-modifizierten Fasern 1 ng-mL* an BDNF in
das umgebende Milieu abgegeben. Mdglicherweise konnten an diese Fasertypen zunachst ge-
ringe Mengen an BDNF angebunden werden, die jedoch aufgrund schwacher Wechselwirkun-
gen relativ schnell wieder freigesetzt wurden. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen zudem auf
eine indirekte Weise die erfolgreiche Beschichtung der Fasern mit HS an. Weiterhin ist der
biomimetische Ansatz der Versuche zu erkennen. HS dient als Vertreter der extrazelluldren
Matrix sowohl der Speicherung als auch der Stabilisierung sowie langsamen Freisetzung des
Wachstumsfaktors. Der Grund der geringeren BDNF-Freisetzung von den amino-modifizier-
ten Fasern im Gegensatz zu den unmodifizierten Fasern kann darin liegen, dass die Abgabe
des Biomolekiils hier starker Uber hydrophobe als Uber elektrostatische Wechselwikungen
kontrolliert wird. In beiden Féllen kann die Freisetzung ebenfalls durch den Abbau der Fasern
beeinflusst werden. Die geldsten Polymerfaser-Bestandteile konnen zudem die Nachweisbar-
keit von BDNF im ELISA beeinflussen.**?l Maglicherweise féllt somit die tatsachlich freige-
setzte Menge an BDNF hoher aus als dass sie im ELISA ermittelt wurde. Auch eine mdgliche
Denaturierung von BDNF-Molekilen wahrend des Beladungs- sowie Freisetzungsvorgangs
muss bei der Interpretation der Daten mit berticksichtigt werden.[*6514431 Insgesamt unterstiit-
zen die Versuche somit vorliegende Studien und zeigen die langanhaltende, biomimetische
BDNF-Freisetzung von HS-Fasern. 27971013801 Dg fiir die Anwendung am ClI eine kontinuier-
liche Behandlung der Neurone mit BDNF nétig ist, um ihr Uberleben sowie die Aussprossung
von Neuriten zu fordern, wurden mit diesen Fasern im Anschluss Zellkulturexperimente

durchgefuhrt. Neben dem neuroprotektiven sollte ebenfalls der neuroregenerative Effekt des
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von den Fasern freigesetzen BDNFs gegentiber den im Ohr ansassigen SGNs untersucht wer-

den.

Zu Anfang konnte gezeigt werden, dass die Glykolsdure, ein Hauptbestandteil der Polymerfa-
sern, keinen negativen Einfluss auf die Uberlebensrate der SGNs ausiibt. Somit erscheinen die
Fasern geeignet fuir eine Anwendung hinsichtlich der SGN. Da die Neuriten in direktem Kon-
takt zu den Fasern zur Oberflache des Implantats hinwachsen sollen, folgten Zellkulturunter-
suchungen, bei denen die verschiedenen Fasertypen direkt mit den SGNs kultiviert wurden.
Die Uberlebensrate der SGNs wurde erhéht, wenn diese mit den un- sowie amino-modifizier-
ten BDNF-beladenen Fasern in Kontakt kamen. Dies ist auf den neuroprotektiven Effekt des
von den Fasern freigesetzten BDNFs zuriickzufithren. Da die erhaltenen Uberlebensraten (Fa-
ser-HS-BDNF =~ 32 %, Faser-NH2-HS-BDNF = 24 %) im Bereich der Positivkontrolle
(50 ng'mL™ = 26 %) liegen, von den Fasern laut ELISA in dieser Zeit jedoch weniger als ein
Zehntel an BDNF freigesetzt wird, kann ein synergetisch positiver Effekt aus der Kombination
von HS und BDNF auf die Neurone vermutet werden.[*% Wie bereits erwahnt ist jedoch eben-
falls moglich, dass der ELISA nicht gesamte Menge an freigesetztem BDNF erfasst hat. HS
allein ubt keinen Einfluss auf die Uberlebensrate der SGNs aus.

Da die Zellen jedoch erst mit fortschreitender Zeit Neuriten ausbilden, welche anschlieRend
entlang der Fasern zur Implantatoberflache hinwachsen, ist zudem die Wirkung von freige-
setztem BDNF auf die SGNs von Bedeutung. Somit schlossen sich Zellkulturuntersuchungen
an, bei denen die Zellen mit Uberstanden aus den Freisetzungsexperimenten kultiviert wurden.
Auch hier zeigt sich die neuroprotektive Wirkung des von den Fasern freigesetzten BDNFs.
Die Uberlebensraten der SGN, welche mit den BDNF-Uberstanden der un- sowie amino-mo-
difizierten Fasern in Beruihrung kamen, ist gegentiber den Kontrollen erhght. Dieser Effekt ist
sowohl zu Anfang als auch bei Uberstanden zu sehen, die erst nach 70 d entnommen wurden.
Auch hier kann vermutet werden, dass sich der additive Effekt von HS und BDNF positiv auf
die Uberlebensrate der Neurone ausgewirkt hat.2% Zudem konnte gezeigt werden, dass die
tatsachlich vorhandene Menge an BDNF einen proportionalen Einfluss auf die Uberlebensrate
der SGNs ausiibt. Hierbei mussen jedoch ebenfalls etwaige Verluste der biologischen Aktivitat
von BDNF nach langerer Zeit beriicksichtig werden.#?! In Anlehnung an die vorherigen Ver-
suche zeigt HS allein keine neuroprotektive Wirkung auf die SGN. Zusétzlich konnte darge-
stellt werden, dass BDNF keinen offensichtlich positiven Einfluss auf die Lange der Neuriten
ausubt, wobei diejenigen der Kontrollen ohne Protein vermehrt signifikant erniedrigt sind ge-

genuber der Medium-Kontrolle.

AnschlieBend wurde der neuroregenerative Effekt des BDNFs weiter untersucht, da die Neu-
ritenaussprossung der SGNs zur Oberflache des Implantats hin angeregt werden soll. Es
schlossen sich aufeinanderfolgende Zellkulturuntersuchungen an, bei denen die verschiedenen

Fasertypen am Rand einer Zellkulturschale befestigt und gegentiberliegend SGN-Strangstiicke
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positioniert wurden. Nach einer mehrtagigen Inkubationszeit konnte qualitativ sowie mithilfe
der Sholl-Analyse ebenfalls quantitativ herausgefunden werden, dass sowohl un- als auch
amino-modifizierte BDNF-Fasern die Neuritenaussprossung fordern. Trotz dessen, dass HS
mitunter ein neuroregenerativer Effekt zugeschrieben wird, konnte dieser im Rahmen der vor-
liegenden Versuche fast nicht beobachtet werden. [1021701711 Mgglicherweise liegt die vorhan-
dene Konzentration an HS j nicht im effektiven Wirkungsbereich. 192 Weiterhin zeigen die
Versuche mit den BDNF-HS-Fasern sowie mit den BDNF-Fasern ohne Glykosaminoglykan
dieselben Ergebnisse. Der synergetisch positive Effekt der beiden Biomolekiile auf die Neuri-
tenaussprossung war nicht zu beobachten. Auch dies kann auf eine zu geringe Menge an HS
zuriickzufiihren sein.'%? Das unterschiedliche Freisetzungsverhalten von BDNF von den Fa-
sern mit bzw. ohne HS musste zudem ebenfalls Auswirkungen auf die Zellwirkung haben. Da
die Inkubationszeit wahrend der Zellkulturuntersuchungen jedoch lediglich 2-3 Tage betragt
und der BDNF-Release der beiden Fasertypen zu Anfang recht ahnlich verlauft, kann der Un-
terschied in der Menge an freigesetztem BDNF zu gering ausfallen, um eine verdnderte Zell-
wirkung hervorzurufen. Weitere Zellkulturuntersuchungen mit einer gréf3eren Menge an Fa-
sern bzw. langerer Inkubationszeit wirden hier sinnvoll erscheinen. Der Einfluss von HS auf
die Freisetzung von BDNF ist vor allem nach langerer Zeit zu beobachten. Zudem wirden
weitere Freisetzungsversuche unter Zellkulturbedingungen weiteren Aufschluss geben. Mdg-
licherweise ist hier ein leicht verandertes Verhalten zu sehen. Die quantitative Sholl-Analyse
zeigt zudem, dass die Anzahl aussprieBender Neuriten mit steigender BDNF-Konzentration
zunimmt. 1414344541 Trotz dessen, dass von den BDNF-Fasern lediglich Mengen im geringen
ng-Bereich freigesetzt werden konnten, liegt die Anzahl an ausgewachsenen Neuriten auf ver-
gleichbarer Hohe der Proben, welche mit 25 bzw. 50 ng'mL* BDNF behandelt wurden. Es
kann vermutet werden, dass im ELISA nicht die gesamte Menge an freigesetztem BDNF de-
tektiert wurde. Moglicherweise spielt auch die Art der Freisetzung eine Rolle. Zusétzlich zeigt
die Sholl-Analyse die Verzweigung der Neuriten mit zunehmendem Abstand vom Strangstiick
an. Es ist weiterhin zu beobachten, dass auch die maximale Neuritenlange mit zunehmender
BDNF-Konzentration ansteigt.**®l Die langsten Neuriten der Proben, welche mit den un- so-
wie amino-modifizierten BDNF-Fasern behandelt wurden, sind jedoch im Vergleich zu ihren
Kontrollen nur leicht erhdht. Moglicherweise liegt dies an der zu geringen BDNF-Konzentra-
tion. Weiterhin wurde aus den Daten ein Wert fur die mittlere Neuritenaktivitat generiert, wel-
cher sich aus dem Produkt der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem zweiten Kreis
und seinem Radius (r») errechnen lasst. Zudem wurde die normierte mittlere Neuritenaktivitét
als eine von der GroRe des Strangstiicks unabhangigere MaRzahl eingefihrt. Die erhaltenen
Werte bilden sowohl die Anzahl als auch die Lange an ausspriefenden Neuriten ab, sodass
eine Gesamtaussage zur mittleren Aktivitat der aussprieflenden Neuriten pro Strangstick er-

halten wird. Die Ergebnisse sind unabh&ngiger von &ulleren Faktoren und gehen einher mit
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den zuvor quantifizierten Resultaten, wenngleich sie dem HS einen leichten neuroregenerati-
ven Effekt zuschreiben, welcher in den vorherigen Untersuchungen nicht wirklich gesehen
wurde. Insgesamt komplettieren sie die Gesamtaussage der Zellkulturuntersuchungen. Alles
in allem muss bei der quantitativen Auswertung jedoch beachtet werden, dass eine zu geringe
Ausleuchtung der Bilder sowie Abhebung der Strangstiicke vom Hintergrund die anschlie-
Rende Auswertung beeinflusst. Dazu gehort ebenfalls der Einfluss unterschiedlich groRRer

Strangsticke sowie eine spontan auftretende Neuritenausprossung.

Fur die Anwendung der neuronalen Leitstruktur im Rahmen des Cls ist es zudem von Bedeu-
tung, dass die Neuriten in Richtung des BDNF-Konzentrationsgradienten zur Oberflache des
Implantats hin gelenkt werden, um schlieRlich dort anzuwachsen. Die vorliegenden Versuche
zeigen jedoch kein gerichtetes Wachstum der Neuriten. Moglicherweise ist die Konzentration
an BDNF zu gering oder es liegt eine zu groRe Durchmischung im Medium vor, sodass sich
kein Konzentrationsgradient aufgebaut hat. In Zukunft kénnen modifizierte Zellkulturunter-
suchungen angeschlossen werden, bei denen u. a. die Menge an BDNF erhoht wird. Auch die
Nutzung alternativer Wachstumsfaktoren, wie NT-3, welchem eine starkere Wirkung auf das
Neuritenwachstum zugeschrieben wird, kann in Betracht gezogen werden.[28-251 Generell
kann zudem an der Fluoreszenzmarkierung der Wachstumsfaktoren gearbeitet werden, um ei-
nen moglichen Gradienten sichtbar zu machen. Vorherige Arbeiten von Dr. NADESCHDA

SCHMIDT beschéftigten sich bereits damit, BDNF mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markie-
ren. [165.450]

4.4 Ausristung der Polymerfasern mit Laminin als neuronales Adhasi-

onsmolekul

Nachdem die SGNs im Rahmen des Cls durch BDNF erfolgreich zum Uberleben angeregt
sowie deren Neuritenaussprossung gefordert wurde, sollen die Neuriten entlang der polyme-
ren, biodegradierbaren Leitstruktur zur Oberflache des Implantats hinwachsen, um in Kontakt
mit diesem die Ubertragung des elektrischen Signals zu optimieren. Zur Unterstiitzung sollen
die Fasern mit Laminin beschichtet werden. Als neuronales Adh&sionsmolekdl dient das La-
minin dem Wachstum der Neuriten entlang der neuronalen Leitstruktur.[%-7% Ahnlich dem HS
soll es dauerhaft stabil auf der Oberflache der Fasern anhaften, um seine Funktion langanhal-
tend auszuiiben. Somit beschéftigen sich die folgenden Kapitel sowohl mit der Immobilisation
als auch mit der stabilen Anhaftung des Biomolekdils auf den un- sowie amino-modifizierten

Polymerfasern. In der spéateren Anwendung ist es denkbar, Fasern sowohl mit HS und Laminin
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als auch mit Laminin allein einzusetzen. Trotz der Bindungsstellen des Laminins fir Glyko-
saminoglykane, wie HS, wird im Rahmen dieser Arbeit zundchst untersucht, wie sich Laminin

allein an die Fasern anbinden lasst.

4.4.1 Immobilisation von Laminin auf den Polymerfasern

Zunéchst wurde die Anbindung von Laminin an die un- sowie amino-modifizierten Fasern
untersucht. Um die Funktionsfahigkeit des Molekuls gegentiber den SGNs ganzheitlich nutzen
zu koénnen, wurde untersucht, inwieweit sich Laminin durch eine einfache Adsorption an die
Fasern anlagert. Eine kovalente Anbindung kann méglicherweise dazu fuihren, dass die Mole-
kile einen Teil ihrer biologischen Aktivitat verlieren.**3%7 Dazu wurden sowohl die un- als
auch die amino-modifizierten Fasern fiir eine Stunde bei 37 °C in einer Laminin-Ldsung
(cLam =10 pg-mL™?) in PBS (+0.1 % BSA) inkubiert. AnschlieBend wurden die Fasern mit

dem reinen Lésungsmittel gewaschen und analysiert.
Quialitativer ELISA

Zunichst diente ein qualitativer, Laminin-spezifischer ELISA auf den Fasern selber zur Uber-
prifung der Immobilisation des Biomolekils. Dazu wurden die einzelnen Ldsungen des
ELISA-Kits direkt zu den Fasern in einem Eppendorf-ReaktionsgefaR gegeben. Die restliche
Durchfiihrung entsprach dem géngigen Protokoll. Fotografien der Proben nach Zugabe der
TMB color developing -Lésung sind in Abbildung 76 zu sehen. Bei Anwesenheit von Laminin

ist die Losung fir eine enzyminduzierte Blaufarbung verantwortlich.

Faser-NH, Faser

Kontrolle Mit LAM Kontrolle Mit LAM

d

-]

Abbildung 76: Fotografien der un- sowie amino-modifizierten Fasern, welche mit Laminin behandelt wurden so-
wie deren Kontrollen, nachdem sie in einem Eppendorf-Reaktionsgefa einem direkten, Laminin-spezifischen
ELISA unterzogen wurden. Die auftretende Blaufarbung der Lésung weist auf die erfolgreiche Immobilisierung
des Biomolekiils an beide Fasertypen hin.

Neben den ELISA-Ldsungen zeigen die vorliegenden Fotografien ebenfalls die darin enthal-
tenen Fasern. Diese sind nur unzureichend zu erkennen. Alle Proben, welche zuvor mit Lami-
nin behandelt wurden, weisen eine Blaufarbung der L6sung auf, wohingegen die Fotografien
der Kontrollen keine Farbung zeigen. Da die zu beobachtende blaue Férbung als Indikator fir
einen positiv verlaufenden ELISA-Test zu betrachten ist, welcher die Anwesenheit von Lami-
nin anzeigt, kann geschlussfolgert werden, dass auf beiden Fasertypen erfolgreich Laminin
immobilisiert wurde. Somit konnte mithilfe des Verfahrens die Anbindung des Biomolekiils

visualisiert werden. Es konnen jedoch keine Aussagen Uber die Mengen des angebundenen
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Laminin getétigt werden. Da bereits beobachtet wurde, dass grofiere Mengen an Laminin einen
starkeren Effekt auf Neurone austiben,® 7 ware es fir die spatere Anwendung im Rahmen
der neuronalen Leitstruktur unterstiitzend, eine Quantifizierung des immobilisierten Laminin
vorzunehmen. Dies erfolgte mithilfe eines indirekten ELISAs unter Verwendung der Inkuba-
tionslosungen. Der verwendete Laminin-Typus konnte jedoch nicht in ausreichenden Mengen
von dem zugehorigen spezifischen ELISA detektiert werden. Der ELISA ist somit im Rahmen
dieser Arbeit nicht verwendbar. In Zukunft soll ein kompatibles Laminin-ELISA-Paar gefun-
den und angewandt werden. Zusétzlich wurde mit fluoreszenzmarkiertem Laminin gearbeitet.
Ebenfalls ber die indirekte Vermessung der Inkubationslésungen mittel Fluoreszenzspektro-
skopie sollte die Menge des angebundenen Biomolekiils quantifiziert werden. Dies war jedoch
nicht mdglich, da die erhaltenen Daten einer zu grolRen Schwankung unterlagen. In Zukunft
konnten die Versuche mit einem alternativen, fluoreszenzmarkiertem Laminin wiederholt

werden.
Einfluss von Laminin auf die Kristallisation von PBS

Als unterstlitzende Nachweismethode wurde die Kristallisation von PBS auf den Fasern mit
bzw. ohne Laminin untersucht. Nachdem die Fasern in der Laminin-L6&sung inkubierten, wur-
den sie lediglich getrocknet und anschlieBend mithilfe von rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen auf ihre Oberflachenstruktur hin Gberprift. Da als Losungsmedium PBS verwen-
det wurde, sollte herausgefunden werden, ob es bei Anwesenheit von Laminin auf den Fasern
in einer anderen Struktur auskristallisiert. Die zugehdrigen Aufnahmen sind in Abbildung 77

dargestellt.
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Faser-LAM
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Abbildung 77: Rasterelektronenmikroskopische Aufhahmen in zwei verschiedenen VergréfRerungen der un- sowie
amino-modifizierten Fasern, nachdem sie mit Laminin behandelt wurden sowie deren Kontrollen: a) und b): un-
modifizierte Faser; ¢) und d): unmodifizierte Faser mit Laminin; €) und f): amino-modifizierte Faser; g) und h):
amino-modifizierte Faser mit Laminin. Die Fasern wurden nach Entnahme aus der PBS-haltigen Inkubationslésung
getrocknet sowie vermessen. Es ist auskristallisiertes PBS auf den Fasern zu erkennen, wobei sich bei den unmo-
difizierten Fasern verschiedene Strukturen ergeben haben.
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Die vorliegenden REM-Aufnahmen zeigen zusétzliche, helle Stellen auf der Faseroberflache,
welche aufgrund der Inkubation der Fasern in einer PBS-Ldsung als auskristallisierte Natrium-
oder Kaliumsalze der Phosphate (Hydrogenphosphat, Dihydrogenphosphat) sowie Chloride
gedeutet werden konnen. Wahrend sich auf den unmodifizierten Fasern gro3flachige Muster
ergeben (a-d), weisen die amino-modifizierten Fasern lediglich einzelne Punkte auf (e-h). Es
ist anzunehmen, dass die aufgeraute Struktur der Fasern einer Auskristallisation des PBS in
bestimmten Formen bzw. Mustern entgegenwirkt. Weiterhin ist zu erkennen, dass sich auf den
unmodifizierten Fasern ohne Laminin ein breiteres Muster entwickelt hat als auf den zugeh6-
rigen Fasern mit Laminin. Hier ist ein anderes, filigraneres Muster zu erkennen. Zudem zeigen
die Aufnahmen, dass sich die entstandenen Strukturen groRflachig lber die Faseroberflache
verteilen. Hieraus kann gedeutet werden, dass die Oberflache der unmodifizierten Fasern
ebenfalls groRflachig mit Laminin beschichtet wurde. Der Wirkstoff tbt einen Einfluss auf die
Kristallisation der Phosphate/Chloride aus. Es ist bekannt, dass Schichten aus Polycarbonsau-
ren, wie PGA/PCL, und Peptiden, wie sie in Laminin vorkommen, die Kristallisation von an-
organischen Salzen, wie Phosphaten, beeinflussen.*>34%1 Neben dem Strukturtyp werden zu-
dem die GroRe, die Form sowie die Organisation der Kristallite gesteuert.[*® Wie auch in dem
vorliegenden Experiment zu sehen ist, konnten SCHINKE et al.**") zeigen, dass Glykoproteine
einer Kristallisation von Phosphaten entgegenwirken. Mithilfe der vorliegenden REM-Auf-
nahmen kann jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Beschichtung der amino-
modifizierten Fasern mit Laminin erfolgreich verlaufen ist. Da der Grund allerdings in der
rauen Oberflachenbeschaffenheit der Probe vermutet wird, kann zusammen mit den Ergebnis-
sen aus dem qualitativen ELISA fir beide Fasertypen eine erfolgreiche Adsorption des Lami-

nin vermutet werden.
Wechselwirkung von Laminin mit der Faseroberfléache

Das Biomolekiil kann verschiedene Wechselwirkungen mit den Polymerfasern eingehen. Auf-
grund seiner Natur als Glykoprotein mit einem Kohlenhydratanteil von 13 % kann Laminin
auf vielféltige Weise Wasserstoffbriickenbindungen mit den funktionellen Gruppen auf der
Faseroberflache eingehen. So kdnnen sich diese zwischen den Amino-, Alkohol- und Séure-
gruppen aus den Protein- sowie Kohlenhydratanteilen des Laminins und den Carbonséure-,
Alkohol- sowie Aminogruppen auf der Faseroberflache ausbilden. 591931042191 Zysatzlich weist
Laminin mit einem isoelektrischen Punkt bei pH =5 in PBS, welches selbst einen pH-Wert
von 7.4 aufweist, eine negative Nettoladung auf und kann auf diese Weise elektrostatische
Wechselwirkungen mit ggf. positiv geladenen Aminogruppen auf der Faseroberflache einge-
hen.[?20 Zusatzlich enthalt die Coiled-Coil-Struktur des Laminins ebenfalls hydrophobe An-
teile, um diese zu stabilisieren.?22224 Diese Anteile kdnnen somit hydrophobe Wechselwir-

kungen mit den hydrophoben, polymeren Anteilen der Fasern eingehen. Die verschiedenen
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Wechselwirkungen des Laminins mit der Oberflache der un- sowie amino-modifizierten Fa-
sern sind schematisch in Abbildung 78 dargestellt.

Laminin - Glykoprotein

Wasserstoff- Hydrophobe ' Elektrostatische
briickenbindungen Wechselwirkungen Anziehung

Abbildung 78: Schematische Darstellung der attraktiven Wechselwirkungen zwischen Laminin (vgl. Abbildung
13)[%8 und den funktionellen Gruppen auf der Oberflache der unmodifizierten (links) sowie amino-modifizierten
(rechts) po|ymerfasern_[69,103,104,219,220,223,224]

Vergleichend konnten in der Vergangenheit ebenfalls Polymere wie PLA, %7 PLGA¢] sowie
PCL[2" adsorptiv mit Laminin beschichtet werden. Zudem unterstitzten basische Amino-
gruppen die Adsorption des Biomolekiils.?**%*! Hierdurch konnte in in vitro Unersuchungen
die neuronale Adhasion sowie Neuritenaussprossung erhéht werden.[296:256.3%4 Somit wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert, um das Biomolekdl erfolgreich durch Adsorp-
tion auf die Fasern aufzubringen. Mithilfe seiner vermutlich erhaltenen biologischen Aktivitét
soll das Laminin somit in seiner spateren Anwendung am Cl als neuronales Adhasionsmolekill
das Wachstum der Neuriten zur Implantatoberflache unterstiitzen.
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4.4.2 Stabilitat des angebundenen Laminin

Fur die Anwendung der Fasern als neuronale Leitstruktur im Rahmen des Cls, welche mithilfe
von Laminin als Adhésionsmolekil das Wachstum der Neuriten entlang ihrer Strukturen for-
dern sollen, ist eine zeitlich stabile Immobilisation des Biomolekils auf den Fasern nétig. So-
mit wurde nach der erfolgreichen Anbindung des Biomolekiils auf der Faseroberflache zudem
getestet, ob dieses auch Uber einen langeren Zeitraum stabil anhaftet. Dazu wurden die be-
schichteten Fasern einem Freisetzungsexperiment unterzogen. Dieses fand unter physiologi-
schen Bedingungen statt, um die Umgebung im Innenohr des Menschen nachzuahmen. Wéh-
rend des Experiments wurden funf Fasern in jeweils 1 mL PBS (+0.1 % BSA) bei 37 °C inku-
biert. Nach definierten Zeitabstanden wurde die Lésung enthommen, eingefroren und durch
eine frische Lésung ersetzt sowie der VVorgang wiederholt. Wie zuvor beschrieben, war eine
guantitative Bestimmung des Laminin mittels ELISA nicht mdglich, sodass flr diese Versuche
fluoreszenzmarkiertes Laminin verwendet wurde. Es wurde durch Fluoreszenzspektroskopie
in den Release-Ldsungen detektiert. Dazu stellt Abbildung 79 graphisch die freigesetzten
Mengen an Laminin von den un- sowie amino-modifizierten Fasern ber einen Zeitraum von
105 Tagen dar.
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Abbildung 79: Graphische Darstellung der kumulativ freigesetzten Mengen an fluoreszentem Laminin tber einen
Zeitraum von 105 d in PBS (+ 0.1 % BSA). Es sind Freisetzungskurven der unmodifizierten (grau) sowie amino-
modifizierten Fasern (griin) gezeigt, welche zuvor mit Laminin beschichtet wurden. VVon beiden Fasertypen wird
kontinuierlich Laminin freigesetzt, wobei die Release-Kurve nach einem Zeitraum von 21 d abflacht. Nachweis-
grenze des fl. Laminin: 5.5 ng-mL™, Bestimmungsgrenze des fl. Laminin: 16.4 ng-mL 1.1

Sowohl von den un- als auch von den amino-modifizierten Fasern wird Uber den betrachteten

Zeitraum kontinuierlich Laminin freigesetzt. Beide Release-Kurven zeigen eine Freisetzung

1 Die Bindung zwischen LAM und dem Rhodamin wird unter den gegebenen Bedingungen als stabil
angesehen, da eine kovalente Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes an das Biomolekiil erfolgte.[*64
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mit einer Kinetik erster Ordnung, welche durch die Diffusion des Laminin von den Polymer-
fasern hervorgerufen wird. Dabei ist die Diffusion abhangig von der Konzentration des Wirk-
stoffes. Zudem kann sich dieses Freisetzungsprofil auch durch die Auflésung der Fasern und
der daraus resultierenden Abgabe des Laminin entwickeln.[* Insgesamt wurden von den un-
modifizierten Fasern 1251.5 + 145.6 ng an Laminin freigesetzt. Von den amino-modifizierten
Fasern wurde mit 1584.8 + 30.9 ng eine groRere Menge an Laminin abgegeben. Mdglicher-
weise adsorbierte der abgegebene Wirkstoff lediglich iber schwache Wechselwirkungen an
den Fasern und wurde aufgrund dessen wieder freigesetzt. Wie zuvor beschrieben, kann das
Laminin jedoch ebenfalls durch die Auflésung der Fasern in das umgebende Medium abgege-
ben werden.?>2871 Djes wiirde zudem erklaren, warum von den amino-modifizierten Fasern
mehr Wirkstoff freigesetzt wird als von den unmodifizierten Fasern. Wie schon in Kapitel
4.1.2 beschrieben, degradieren die amino-modifizierten Fasern schneller als die unmodifizier-
ten Fasern. Zudem lost sich die Modifizierung, welche auch eine Wechselwirkung mit dem
Laminin eingehen kann, von der Faser ab und bewirkt dadurch eine gleichzeitige Freisetzung
des Wirkstoffes. Insgesamt zeigen die Ergebnisse durch den Release von Laminin, dass dieses
zuvor, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, erfolgreich angebunden wurde. Aufgrund der einge-
setzten Mengen konnten hdchstens 5000 ng an Laminin auf den Fasern immobilisiert worden
sein. Somit wurden mindestens 25.0 +2.9% an Laminin von den unmodifizierten und
31.7 £ 0.6 % des Wirkstoffes von den amino-modifizierten Fasern wieder abgegeben. Bei ei-
ner vollstandigen Beladung der Fasern mit dem Wirkstoff wéren somit nach 105 Tagen Frei-
setzung immer noch in etwa 70 % des Laminin auf den Fasern immobilisiert, sodass eine
stabile Anbindung des Wirkstoffes an die Fasern vermutet werden kann. Da jedoch nicht be-
kannt ist, auf welchen Wert sich die tatsachliche Beladungsmenge bel&uft, kann der prozentu-
ale Anteil des freigesetzten Laminin von der Gesamtmenge an angelagertem Biomolekdl ho-
her ausfallen. Eine zeitliche Stabilitit des angebundenen Laminins kann nur vermutet werden.
Weitere Untersuchungen zur Menge des angebundenen Laminins waren in diesem Fall unter-
stitzend. Vergleichbare Ergebnisse zu dieser Arbeit liefert die Arbeitsgruppe um LENZA et
al.3%! Sje konnten erfolgreich Laminin auf Oberflachen mit OH- oder NH,-Gruppen adsor-
bieren und bestatigten, dass 99 % des eingesetzten Biomolekils (19.8 ug) auf den Oberflachen
angelagert wurde. Zudem konnten sie eine stabile Anbindung des Biomolekils beobachten.
Vergleichbar zu den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit wurde der Wirkstoff kontinuier-
lich, mit einer Release-Kinetik 1. Ordnung, abgegeben. Ausgeldst worden sei die Freisetzung
des Laminin durch die degradierende Matrix. In Anlehnung an die Untersuchungen im Rah-
men dieser Arbeit sind nach 30 Tagen noch 60-70 % des Laminin auf dem Substrat vorhanden,
weswegen eine Langzeit-Anwendung des Materials im biomedizinischen Bereich postuliert
wird. Zusétzlich zeigen die Untersuchungen, dass die angewendete Immobilisationsmethode

der einfachen Adsorption die Konformation und damit wahrscheinlich auch die biologische
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Aktivitat des Laminin nicht beeinflussen. Somit geben die erhaltenen Ergebnisse im Rahmen
dieser Arbeit einen ersten Hinweis darauf, dass Laminin mdglicherweise stabil auf der Faser-
oberflache angebunden wurde. Weiterhin kann vermutet werden, dass das Laminin dabei seine
biologische Aktivitat beibehalt, um das Wachstum der Neuriten auf ihrem Weg entlang der
neuronalen Leitstruktur zur Implantatoberflache hin als Adhdsionsmolekil zu unterstiitzen.
Nach dem vorliegenden Berechnungsmodell wéren somit nach 105 Tagen immer noch =3.5 g
(70 %) des Laminin auf den Fasern immobilisiert. Untersuchungen ergeben, dass jedoch schon
1.5+0.54 pg an adsorbiertem Laminin ausreichen, um neuronales Wachstum zu fordern.?5"]
Laufende Untersuchungen demonstrieren den positiven Effekt von angebundenem Laminin
auf Faseroberflachen auf den Neuritenauswuchs von SGNs entlang der Faseroberflache. 4]
Um die vorliegenden Vermutungen zu bestatigen, kénnen in der Zukunft weitere Untersu-
chungen zur quantitativen Bestimmung des angelagerten Laminins an die Fasern mithilfe von
kompatiblen ELISA-Kits sowie Zellkulturuntersuchungen durchgefuhrt werden. Alternativ
kann das Laminin zudem kovalent an die Fasern angebunden werden, was neben einer stabilen
Immobilisation jedoch ebenfalls eine Verringerung der biologischen Aktivitat zur Folge haben
kann, 13433674401 Eine natiirlichere Methode wiirde in der Immobilisation des Laminins auf den
mit HS-beschichteten Fasern liegen, da Laminin am Ende seines langen Armes eine Bindungs-
stelle fir verschiedene Proteoglycane aufweist.[6°2%

4.4.3 Zusammenfassung

Um die Neuriten der SGNs in der menschlichen Cochlea anzuregen entlang der Polymerfasern
zur Oberflache des Cls zu wachsen, werden diese mit dem neuronalen Adhdsionsmolekil La-
minin beschichtet. Das Biomolekul soll stabil auf der Oberflache der Fasern anhaften, um
langanhaltend seine Funktion austiben zu kénnen. Dazu wurden sowohl die un—als auch die
amino-modifizierten Fasern in einer Laminin-Ldsung inkubiert, damit dieses durch verschie-
dene Wechselwirkungen an der Faseroberflache adsorbiert. Mithilfe der verwendeten Me-
thode soll die biologische Aktivitat des Biomolekiils erhalten bleiben. Visualisiert werden
konnte die erfolgreiche Adsorption des Laminin an beide Fasertypen mithilfe eines qualitati-
ven, Laminin-spezifischen ELISAs. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PBS auf den un-
modifizierten Fasern, welche zuvor mit Laminin behandelt wurden, in einem anderen Muster
auskristallisierte als auf den Kontrollfasern. Dies kann auf eine erfolgreiche Immobilisation
des Biomolekils auf den Fasern zurtickzufuihren sein. Laminin hat somit eine Wirkung auf die
Kristallisation des PBS auf der Oberflache. Der Effekt war nicht auf den amino-modifizierten
Fasern zu beobachten, da die aufgeraute Struktur einer geordneten Kristallisation entgegen-
wirkt. Zusammengefasst wird jedoch vermutet, dass Laminin erfolgreich auf beiden Faserty-
pen immobilisiert wurde. Fur quantitative Untersuchungen kann in der Zukunft ein kompatib-

les Laminin-ELISA-Paar unterstltzend wirken. Weiterhin zeigten Release-Experimente, dass
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geringe Mengen an Laminin tber einen Zeitraum von 105 Tagen von beiden Fasertypen frei-
gesetzt wurden. Dies geschah kontinuierlich mit einer Kinetik 1. Ordnung. Hierflr erfolgte die
Verwendung von Fluoreszenz-markiertem Laminin. Moglicherweise wurde von den amino-
modifizierten Fasern eine grofRere Menge an Laminin in das umgebende Lésungsmittel abge-
geben (Faser: ~1.3 pg, Faser-NH.: ~1.6 pg), da sich diese Fasern in PBS schneller auflsen
und so eine schnellere Freisetzung des Biomolekdils veranlassen. Bei einer vollstandigen Be-
ladung der Fasern mit Laminin waren demnach =70 % des Biomolekiils am Ende der Freiset-
zungsexperimente auf den Fasern vorhanden. Da jedoch keine Quantifizierung der angebun-
denen Mengen an Laminin erfolgte, kann eine zeitlich stabile Anbindung lediglich vermutet
werden. Unterstltzend zeigen vorangegangene Untersuchungen, dass Laminin durch eine ein-
fache Adsorption stabil auf einer Matrix aufgebracht werden kann%! und schon in geringen
Mengen neuronales Wachstum,?7 auch entlang einer Faseroberflache,**! fordern kann. So-
mit zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse eine erfolgreiche Maglichkeit
auf, Polymerfasern flr eine Anwendung als neuronale Leitstruktur mit Laminin zu beschich-
ten. Alternativ kann Laminin unter Beriicksichtigung eines moglichen Verlusts an biologischer
Aktivitat in Zukunft ebenfalls kovalent an die Fasern angebunden werden. 3433674401 \Weiterhin
ist es moglich, das Biomolekil an die mit HS-beschichteten Fasern iber eine natiirliche Bin-

dungsstelle im Laminin anzubinden.[%92%]
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung einer neuronalen Leitstruktur fiir die
Neuroprotektion und —regeneration. Die durchgefiihrten Studien fanden dabei im Hinblick auf
die Optimierung des Cochlea-Implantats statt. Mithilfe der zu entwickelnden Struktur sollen
der Elektroden-Nervenkontakt und damit einhergehend die Leistung des Implantats verbessert
werden. Als Grundlage dienen biodegradierbare Polymerfasern, welche, senkrecht auf der
Oberflache der Cl-Elektrode aufgebracht, die GerUststruktur des Nervenleitsystems durch die
scala tympani hindurch bilden sollen. Die Arbeit hat zwei Schwerpunkte: Einerseits die Mo-
difizierung dieser Fasern durch eine Aminolyse und die tiefgehende Charakterisierung der un-
und der amino-modifizierten Fasern; andererseits die Beschichtung der Fasern mit unter-
schiedlichen Biomolekilen aus der ECM sowie Wachstumsfaktoren. Die Aufgabe dieser Mo-
lekiile ist es, sowohl das Uberleben der dort anséssigen SGNs sowie deren Neuritenausspros-
sung entlang der Leitstruktur zur Oberflache des Implantats hin zu férdern, indem sie eine
natlrliche Umgebung fur die Zellen kreieren. Molekiile der ECM umfassen HS sowie Lami-
nin, wohingegen als Wachstumsfaktor BDNF gewéhlt wurde. Die neuronale Leitstruktur bie-
tet zudem die Option in folgenden Studien durch weitere Wirkstoffe erganzt zu werden, sodass
letztendlich ein Drug Delivery-System bereitgestellt werden kann, welches bewirkt, dass die
Neuriten auf der Oberflache der CI-Elektrode anwachsen und ausreichend stimuliert werden.
Die Gerdiststruktur wird somit nicht mehr benétigt und kann vollstandig vom Korper abgebaut

werden.

Als Basis der hier zu entwickelnden neuronalen Leitstruktur wurde biodegradierbares Naht-
material bestehend aus Polyglykolsédure (PGA) und Poly-e-Caprolacton (PCL) gewahlt, wel-
ches bereits unter dem Namen Glycolon® bekannt ist. Die aus der Charakterisierung der Fa-
sern erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Anteil an PGA in den Polymerfasern
hoher ausféllt. Dies konnte allerdings lediglich qualitativ bestimmt werden. Um die ausge-
wahlten Wirkstoffe mit verschiedenen Eigenschaften addquat anbinden zu konnen, wurden
neben den unmodifizierten Fasern auch solche mit frei zugénglichen Aminogruppen verwen-
det. Diese wurden hergestellt, indem die unmodifizierten Fasern einer Aminolyse mittels Ethy-
lendiamin nach ZHu et al.*%¥ unterzogen wurden. Die kovalente Anbindung von Ethylendia-
min hatte sowohl die Verkleinerung des Durchmessers der Fasern als auch die Aufrauung der
Faseroberflache zur Folge. Laut anderer Studien kann sich letzterer Aspekt in der biomedizi-
nischen Anwendung positiv auf die Adhdsion der Neuriten entlang der Leitstruktur auswir-
ken.[642%1 Zydem konnte gezeigt werden, dass sich die Oberflachenladung der aminolysierten
Fasern zu positiveren Werten verschoben hat (A { =~ 10). Die Menge der eingefiihrten Amino-

gruppen wurde Uber die C/N-Elementaranlyse abgeschédtzt und belduft sich auf
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0.620 pumol-cm™. Einer ahnlichen Studie zufolge wurden gentigend NH,-Gruppen generiert,
um einen positiven Einfluss auf die Anbindung von Wirkstoffen auszutiben.*??! In Zukunft
kann die quantitative Bestimmung der angebundenen Aminogruppen mit weiteren Untersu-
chungen, wie z. B. dem Ninhydrintest*'® oder mit dem Farbstoff Orange 1114581 optimiert wer-
den. Dann kann auch der Einfluss von variierenden Reaktionsparametern auf den Gehalt an
eingefiihrten NH.-Gruppen untersucht werden. AuRerdem ist es moglich, alternative Diamine,
wie z.B. das langere 1,6-Hexandiamin anzubinden.[“% Die langere Alkylkette konnte starkere
hydrophobe Wechselwirkungen mit den ausgewahlten Wirkstoffen eingehen und so deren An-
lagerung beeinflussen. Zudem wird der Abstand zur Faseroberflache vergréert. Somit kdnnte
einer sterischen Behinderung der Biomolekille untereinander entgegengewirkt bzw. ihnen
mehr Platz verschaffen werden. Die beschriebenen Ansatze dienen dazu, die Anbindung der
Biomolekiile zu optimieren und somit die Anwendung der Fasern als neuronale Leitstruktur

zukunftig zu verbessern.

Wie zu Anfang beschrieben, soll die entwickelte Faserstruktur nach der erfolgreichen Rege-
neration der SGNs vom Korper abgebaut werden. Vorliegende Ergebnisse der in vitro Degra-
dationsversuche der Fasern zeigen, dass sich das Material nach 14 Wochen in PBS durch eine
hydrolytische Esterspaltung fast vollstandig zersetzt. Sowohl IR- als auch pH-Wert-Messun-
gen des umgebenden Losungsmittels lassen darauf schlieBen. Der pH-Wert nimmt mit fort-
schreitender Zeit ab, was sich auf die aus dem PGA-Anteil entstehenden sauren Degradations-
produkte zuriickfihren l&sst. Da der Durchmesser der Fasern wahrend der Lagerung in PBS
abnahm, wird eine Oberflachendegradation vermutet.®® Aufgrund von Rissen quer und langs
zur Faserrichtung, die mit der Zeit entstanden, kann jedoch ebenfalls ein Bulk-Erosionsprozess
stattgefunden haben.[8%.2734261 Mithilfe zukiinftiger XRD/DSC Messungen an den Fasern kann
dies genauer untersucht werden. Wéhrend der Degradation werden die amino-modifizierten
Fasern schneller abgebaut als die unmodifizierten Fasern. Wahrend erstere schon nach 10 Wo-
chen in kleinen Bruchstticken vorliegen, sind letztere erst nach 14 Wochen zerteilt vorzufin-
den. Zurtickgefuhrt werden kann dies auf die bereits beschadigte Oberflachenstruktur der ami-
nolysierten Fasern. Zusatzlich l6st sich ein Teil der basischen Oberflaichenmodifikation ab.
IR-Messungen zeigen eine Abnahme bzw. das Verschwinden der Amid-Banden aus den Spek-
tren der amino-modifizierten Fasern mit deren fortschreitender Lagerung in PBS an. AuRer-
dem sinkt der pH-Wert der umgebenden Ldsung in diesem Fall weniger stark ab als dies bei
den unmodifizierten Fasern geschieht. In Zukunft kann mit Hilfe der zuvor erwéhnten Analy-
semethode untersucht werden, wie viele Aminogruppen nach unterschiedlichen Degradations-
dauern auf der Oberfl&che verbleiben. Dies sollte sich parallel auch mit der oberflachenemp-
findlichen Rontgen-Photonenspektroskopie untersuchen lassen. Aufgrund der spéteren biome-

dizinischen Anwendung wiirden zusétzliche in vivo Degradationsversuche Aufschluss dartiber
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geben, wie sich der Abbau der Fasern im Kdrper verhalt. Insgesamt zeigen die Untersuchun-
gen, dass es sich bei beiden Fasertypen um geeignete Basismaterialien flir eine biodegradier-
bare Leitstruktur handelt.

Um diese beiden Fasertypen fir ihre Anwendung im Hinblick auf das Cochlea-Implantat aus-
zurusten, wurde zundchst daran gearbeitet, HS fest auf die Oberflache aufzubringen. Es soll
die ECM imitieren und im Rahmen einer Matrixtherapie eine nattirliche Zellumgebung imi-
tieren.[®8911021 Es wurde ausgewahlt, da aus der Literatur bereits bekannt war, dass es der neu-
ronalen Regeneration dient%216% ynd in der Lage ist, Wachstumsfaktoren wie BDNF anzu-
binden, zu stabilisieren und wiederum kontrolliert freizusetzen.[93-96.160.179-1811 Ym zun&chst ein
besseres Verstandnis fur das Verhalten von HS in unterschiedlichen Lésungsmitteln zu erlan-
gen und damit die Anbindung des Biomolekiils an die Fasern besser untersuchen zu kénnen,
wurden zu Anfang Messungen mittels DLS durchgefihrt. Dabei wurden im sauren Milieu ho-
here dynamische Radien (d = 200 nm) bestimmt als im basischen Milieu (d = 50 nm). Mdg-
licherweise flihrt die geringere Ladung des HS in der sauren Umgebung zu einer stirkeren
Aggregation. AnschlieBend wurde an der kovalenten Anbindung von HS an beide Fasertypen,
un- sowie aminomodifiziert, gearbeitet. Es wurde in MES-Puffer bei pH 4 gearbeitet. Ledig-
lich unter Zuhilfenahme des Kupplungsreagenz EDC sowie Stabilisators NHS konnte HS an
die Fasern angebunden werden, wie qualitativ nachgewiesen werden konnte. ZP-Messungen
geben einen Hinweis darauf, dass die Oberflachenchemie auf beiden Faseroberflachen vom
HS dominiert wird und wohl vergleichbare Mengen des Molekdls angebunden werden konn-
ten. Die ZP-Kurven der beiden Fasersorten mit HS zeigen im vorliegenden pH-Wertbereich
ein sehr &hnliches Verhalten. Weiterhin wird daher vermutet, dass der Anteil der COOH- so-
wie NHx-Gruppen im HS, welche an der kovalenten Bindung zur Faseroberflache beteiligt
sind, gering ist im Vergleich zu der Gesamtzahl an verfligharen Gruppen. Das Molekdl sollte
daher noch genug reaktive Gruppen aufweisen, um einen Grof3teil seiner biologischen Aktivi-
tat flr eine spatere Wechselwirkung mit weiteren Molekiilen oder auch Zellen zu behalten. 8]
Dass die Polymermolekiile jeweils nur tber wenige Gruppen angebunden sind, gibt diesen
auch konformative Freiheiten wie sie dhnlich in der ECM vorhanden sein sollten; diese sind
ebenfalls wichtig fiir ein ,,naturnahes” Verhalten des HS. Mithilfe der Adsorption von positiv
geladenen, amino-modifizierten NPSNPs konnte visualisiert werden, welche Bereiche der Fa-
ser mit dem negativ geladenen HS beschichtet wurden. Die Partikel haben sich in gréReren
Agglomeraten auf der beschichteten Faseroberflache angelagert. Allerdings zeigten die ver-
schiedenen Versuche zur Dekoration der Faseroberflachen mit unterschiedlichen und unter-
schiedlich geladenen Nanopartikeln nicht ganz einheitliche Ergebnisse. Zukinftige Studien
sollten sich mit der Quantifizierung von HS auf den Fasern besché&ftigen, um die vorliegenden
Ergebnisse zu ergénzen. Der bereits erfolgreich qualitativ angewendete TB-Test kénnte hierzu

quantitativ ausgewertet werden.* Auch die Nutzung von fluoreszentem HS kann in Zukunft
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Hinweise darauf geben, welche Mengen des Biomolekiils angebunden werden. So wére eine
Modifizierung der Synthese denkbar, indem die Fasern vorzeitig mit EDC/NHS aktiviert und
anschlieRend separat mit dem fluoreszenzmarkierten HS behandelt werden. 257438431 Mithilfe
spektroskopischer Analyse der Inkubationsldsung kann dann herausgefunden werden, wie viel
fl. HS aus der Ldsung angebunden wurde. Hierbei wird das zu zu detektierende Signal nicht
durch EDC/NHS gestort.[*% Liegt eine ausreichende Methodik zur Quantifizierung vor, so
kann zudem der Einfluss der Reaktionsparameter auf die Menge an angebundenem Biomole-

kil untersucht werden.

Fur die spatere Anwendung der Fasern als neuronale Leitstruktur ist es von Bedeutung, dass
HS stabil auf deren Oberflache anhaftet, um dauerhaft lokal seine Wirkung auszutiben. So
haben Freisetzungsexperimente unter physiologischen Bedingungen (PBS, 37 °C) gezeigt,
dass von beiden Fasertypen innerhalb von 105 d lediglich 250 ng an HS? in das umgebende
Ldsungsmittel abgegeben wurden. Dabei wurde beobachtet, dass die unmodifizierten Fasern
mehr HS freisetzen als die amino-modifizierten Fasern. Es kann vermutet werden, dass dies
an den geringeren Wechselwirkungen zwischen dem Biomolekdil und der Oberflache der un-
modifizierten Fasern liegt. Es konnte mithilfe von ZP-Messungen sowie Anlagerungsversu-
chen von Nanopartikeln herausgefunden werden, dass HS auf beiden Fasertypen nach 21 d
erhalten bleibt, die Fasern jedoch degradieren. Die Oberflachenchemie beider Fasertypen wird
laut ZP-Messungen immer noch von HS dominiert. Mdglicherweise schitzt das Glykosami-
noglykan die Fasern vor einer starkeren Degradation. Somit lassen die erhaltenen Ergebnisse
vermuten, dass in den ersten 21 d lediglich adsorptiv angelagertes HS in das umgebende L6-
sungsmittel freigesetzt wurde. Anschliefend bleibt kovalent angebundenes HS auf der Faser-
oberflache erhalten. Das ECM-Molekil HS kann den Neuriten somit als fester Bestandteil der
neuronalen Leitstruktur auf ihrem Weg zur Implantatoberflache unterstiitzen. Zusétzlich kon-
nen die Erkenntnisse aus den Arbeiten von DR. N. SCHMIDT mit den aktuellen Daten kombi-
niert werden, indem NPs mit eingelagertem Wirkstoff an die Fasern adsorbieren und so ein
neuartiges Drug Delivery System etabliert wird. Von den NPs konnten schon grofie Mengen

an BDNF freigesetzt werden, welche einen positiven Effekt auf die SGNs zeigten.!

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Wachstumsfaktor BDNF in das neuronale Leitsystem zu
integrieren, um sowohl die Uberlebensrate der SGNs zu erhéhen als auch die Aussprossung
der Neuriten zu fordern. Dafiir wurde ein Implantat-assoziiertes Freisetzungssystem fiir BDNF
etabliert. In einem biomimetischen Ansatz dienen die zuvor mit HS beschichteten Fasern als
Plattform. Das Glykosaminoglykan besitzt die F&higkeit, Wachstumsfaktoren anzubinden, zu

stabilisieren und deren Freisetzung zu kontrollieren.[%3-%6.160.175-1811 BONF selbst wird innerhalb

2 Fir diese Untersuchungen wurde fluoreszenzmarkiertes HS (fl. HS) verwendet. Es folgte eine spekt-
roskopische Analyse der Release-Ldsungen.
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eines gesunden Ohres von den existierenden Haarzellen geliefert und entfaltet seine Wirkung
wahrend des axonalen sowie dendritischen Wachstums der SGNs.[*! Laut Literatur erhoht
BDNF die Uberlebensrate der SGN®7, fordert ihre synaptische Plastizitat sowie die Neuro-
transmission®, die Neurogenese und das Auswachsen von Neuriten. 1434454 Zunachst wurde
somit daran gearbeitet, das BDNF auf den Fasern zu immobilisieren. Unter Nutzung eines
spezifischen ELISAs konnte sowohl visualisiert als auch quantifiziert werden, dass der Wachs-
tumsfaktor erfolgreich an die un- sowie amino-modifizierten Fasern mit HS angebunden wer-
den konnte. Es wurde nahezu die gesamte Menge von 500 ng BDNF immobilisiert. Die we-
sentliche Funktion von HS zeigte sich zudem darin, dass lediglich sehr geringe, kaum mess-
bare Mengen an BDNF auf den Fasern ohne HS-Vorbeschichtung immobilisiert wurden. Dies

unterstreicht die Bedeutung des biomimetischen Ansatzes dieser Arbeit.

Um in der Anwendung im Innenohr mit den dort ansassigen SGNs in Kontakt zu kommen und
seine Wirkung zu entfalten, soll das BDNF (ber einen langeren Zeitraum von den Fasern frei-
gesetzt werden. Unter physiologischen Bedingungen ergab sich, dass der Wachstumsfaktor
tiber einen Zeitraum von 105 d in einer kontinuierlichen, langer andauernden Freisetzung mit
einer Kinetik 1. Ordnung wieder von den HS-Fasern abgegeben wird. Wéahrend von den un-
modifizierten Fasern in etwa 9 ng'mL ™' an BDNF freigesetzt werden, lésten sich von den
amino-modifizierten Fasern ca. 3 ng-mL* an BDNF. Beide Kurven zeigen zudem an, dass die
Freisetzung noch nicht abgeschlossen ist. Auch innerhalb dieser Experimente zeigt sich die
Rolle von HS als Vertreter der exrazelluldren Matrix, um nicht nur die Speicherung sowie
Stabilisierung, sondern auch die langsame Freisetzung des Wachstumsfaktors zu kontrollieren.
Von den Fasern ohne HS werden im Gegnsatz dazu relativ schnell in den ersten 5 Tagen ge-
ringe Mengen an BDNF in einem initial-burst-Release abgegeben (Faser: 4 ng-mL™, Faser-
NH.: 1 ng-mL™?). Die vorliegenden Experimente zeigen, dass insgesamt von den amino-mo-
difizierten Fasern im Gegensatz zu den unmodifizierten Fasern geringere Mengen an BDNF
freigesetzt werden. Dies kann damit begriindet werden, dass die Abgabe des Biomolekiils hier
stérker Uber hydrophobe als Uber elektrostatische Wechselwirkungen kontrolliert wird. Neben
dem Abbau der Fasern muss zudem eine mdgliche Denaturierung der BDNF-Molekiile sowie
der Einfluss von BSA wahrend des Beladungs- sowie Freisetzungsvorgangs bei der Interpre-
tation der Daten beriicksichtigt werden.[265442443 |nsgesamt kann BDNF in einem biomimeti-
schen Ansatz langanhaltend von den mit HS vorbeschichteten Fasern freigesetzt werden, so-
dass diese den Anforderungen im Rahmen des Cls gentigen, um die dort ansdssigen SGNs
kontinuierlich mit dem Wirkstoff zu behandeln. Somit schlossen sich Zellkulturuntersuchun-
gen an, um sowohl den neuroprotektiven als auch den neuroregenerativen Effekt des BDNFs

Zu testen.
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Zunéchst kénnen die Polymerfasern aufgrund der durchgefiihrten Zellkulturuntersuchungen
als geeignet fur eine Anwendung hinsichtlich der SGNs eingeordnet werden, da ein Hauptbe-
standteil der Fasern, die Polyglykolsaure, keinen negativen Einfluss auf die Uberlebensrate
der Zellen austibt. Da die Neuriten entlang der beschichteten Fasern zur Oberflache des Im-
plantats wachsen sollen, ist es einerseits von Bedeutung, in welcher Weise sich der direkte
Kontakt auf die SGNs auswirkt. Andererseits bilden die einzelnen Zellen jedoch erst mit fort-
schreitender Zeit Neuriten aus, sodass auch die Wirkung von freigesetztem BDNF auf diese
untersucht werden sollte. In beiden Féllen zeigt sich der neuroprotektive Effekt des Wachs-
tumsfaktors. Die Uberlebensraten der Zellen, welche in Kontakt zu den BDNF-haltigen Uber-
stdnden aus der Freisetzungsstudie standen, waren gegeniiber den Kontrollen (unbeschichtet,
mit HS beschichtet) erhoht. Hierbei wurden fiir die BDNF-haltigen Proben Uberlebensraten
von ca. 20 % erhalten, wohingegen bei den Kontrollen lediglich 5 % der SGNs Uberlebten. Da
die erhaltenen Uberlebensraten auf der Hohe der Positivkontrolle (50 ng-mL ™ an BDNF) lie-
gen, von den Fasern in der vorliegenden Zeit jedoch nur wenige ng pro mL freigesetzt werden,
kann ein synergetisch positiver Effekt von HS und BDNF vermutet werden.? Auch geringe
Mengen an freigesetztem BDNF nach 70 d erhohten die Uberlebensrate der SGNs. Hierbei ist
zu erwéhnen, dass die tatséchlich vorhandene Menge an BDNF einen proportionalen Einfluss
auf die Uberlensrate der Zellen ausiibt. HS allein zeigt keine neuroprotektive Wirkung. Be-
ziiglich der Neuritenlénge ist anhand der vorliegenden Versuche offensichtlich kein positiver
Effekt von BDNF auszumachen. Die gemessenen Neuritenlangen der BDNF-Proben liegen
auf der gleichen Hohe wie die der Positivkontrolle sowie die der Mediumkontrolle. Alle Neu-
riten besitzen hier eine ungeféhre Lange von 400 um. Die Neuritenlangen der Kontrollfasern
(unbeschichtet, mit HS beschichtet) sind jedoch signifikant erniedrigt gegentiber der Medium-
Kontrolle.

Da die Neuritenaussprossung der SGNs zur Oberflache des Implantats hin angeregt werden
soll, folgten weitere Zellkulturuntersuchungen zum neuroregenerativen Effekt des BDNFs.
Innerhalb einer Zellkulturschale wurden SGN-Strangstiicke auf der einen und beschichtete
Fasern auf der anderen Seite platziert. Nach mehrtégiger Inkubationszeit konnte sowohl qua-
litativ als auch quantitativ mithilfe der Sholl-Analyse festgestellt werden, dass die mit BDNF
beschichteten Fasern die Neuritenaussprossung fordern. Im Gegensatz dazu zeigt HS keinen
wirklichen neuroregenerativen Effekt. Wéhrend in Anwesenheit der BDNF-Fasern in etwa 26
Neuriten pro Strangstiick auswuchsen, sind aus den Strangstiicken, welche mit den Kontroll-
fasern (unbeschichtet, mit HS beschichtet) inkubiert wurden, im Mittel lediglich ca. 8 Neuriten
ausgesprossen. Auch konnte kein synergetisch positiver Effekt von HS und BDNF auf die
Neuritenaussprossung beobachtet werden. Mdglicherweise liegt die vorhandene Konzentra-

tion an HS unter dem effektiven Wirkungsbereich,*%?, weil dieses ja kovalent angebunden ist



194 5 Zusammenfassung und Ausblick

und nur in sehr geringen Mengen freigesetzt wird. Trotz unterschiedlichem BDNF-Freiset-
zungsverhalten von den Fasern mit bzw. ohne HS sind keine Auswirkungen hinsichtlich der
Zellwirkung zu erkennen. Als Grund hierfiir kann die geringe Inkubationszeit von 2-3 Tagen
angesehen werden. Der BDNF-Release beider Fasertypen verlauft zu Anfang recht &hnlich,
sodass der Unterschied in der Menge an freigesetztem BDNF zu gering ausfallt, um eine ver-
anderte Zellwirkung hervorzurufen. Zukunftige Zellkulturuntersuchungen mit einer grofieren
Menge an Fasern bzw. langerer Inkubationszeit wirden méglicherweise eine veranderte Zell-
wirkung erzeugen. Der Einfluss von HS auf die BDNF-Abgabe ist vor allem nach langerer
Zeit zu beobachten. Auch Freisetzungsversuche unter Zellkulturbedingungen wiirden einen
weiteren Aufschluss Uber die vorliegende Situation geben.Weiterhin konnte die quantitative
Sholl-Analyse zeigen, dass die Anzahl an auswachsenden Neuriten mit steigender BDNF-
Konzentration zunimmt.[*24344541 Hierbei liegen die erhaltenen Werte der BDNF-Fasern auf
vergleichbarer Hohe der Proben, welche mit 25 bzw. 50 ng'-mL ! BDNF behandelt wurden.
Von den Fasern werden jedoch lediglich geringe Mengen im ng-Bereich freigesetzt. Mdglich-
erweise Ubt die Art der Freisetzung ebenfalls einen Einfluss aus. Darliber hinaus steigt auch
die maximale Neuritenlange mit zunehmender BDNF-Konzentration an.#! In diesem Zuge
liegen die Werte der Proben, welche mit den un- sowie amino-modifizierten BDNF-Fasern
behandelt wurden, im Vergleich zu ihren Kontrollen (unbeschichtet, mit HS beschichtet) je-
doch nur leicht erhoht vor. Im Falle der unmodifizierten BDNF-Fasern stieg die maximale
Neuritenldnge im Mittel auf ca. 1330 um. Die zugehdrigen Kontrollen erzeugen eine maxi-
male Neuritenldnge von ungeféhr 950 pum. Bei den amino-modifizierten Fasern ergeben sich
fur die BDNF-Fasern Langen von ca. 1315 pum, wohingegen die Kontrollen eine maximale
Neuritenldnge von 1100 um erzeugen. Eine zu geringe BDNF-Konzentration kdnnte hier der
Grund sein. Auch die weiteren eingefiihrten Mal3zahlen, die mittlere Neuritenaktivitat und die
mittlere normierte Neuritenaktivitat, die beide sowohl die Anzahl der aussprieBenden Neuriten
sowie deren Lange abbilden, zeigen den neuroregenerativen Effekt des BDNFs und unterstiit-
zen die erhaltenen Ergebnisse. Sie schreiben allerdings dem HS einen leichten neuroregenera-
tiven Effekt zu, welcher mithilfe der anderen Bestimmungen nicht wirklich zu beobachten
war. Die mittleren Neuritenaktivitaten sind Malzahlen, die unabhéngiger sind von auf3eren
Faktoren, da sie sich hauptsachlich auf den mittleren Kreis in der Sholl-Analyse beziehen
(welcher automatisch generiert wird) und nicht nur die Anzahl der Schnittpunkte mit den Neu-
riten beinhaltet, sondern auch ein Mal fiir deren Langen. Die Gesamtaussage zur mittleren
Aktivitat der aussprieRenden Neuriten komplettiert die Auswertung der Zellkulturuntersu-
chungen. Um die quantitative Auswertung der Zellbilder jedoch weiter zu optimieren, misste
in Zukunft jedoch sowohl die Ausleuchtung sowie Abhebung der Strangstiicke vom Hinter-
grund verbessert werden.[**°l Da sich einige Strangstiicke von der Oberflache der Zellkultur-

schale abgeldst haben, missten diese in weiteren Experimenten stérker fixiert werden. Fir
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einen besseren Vergleich der Proben untereinander misste zudem die Auswirkung der
StrangstriickgroRe auf das Neuritenverhalten beriicksichtigt werden. Insofern wére es vorteil-
haft, wenn sich die Strangstticke von vornherein mit moglichst einheitlicher Grolie praparari-
eren lieRen. Fir die einheitliche Festlegung des inneren Kreises, die in die Auswertung ein-
geht, ware es daruber hinaus von Vorteil, wenn die Strangstticke moglichst rund waren. Noch
nicht bertcksichtigt wurde eine mogliche Abhangigkeit der Aktivitat der SGNs von ihrer ur-
sprunglichen Position im Strangstiick, also ob diese beispielsweise eher vom basalen oder vom

apicalen Ende der Cochlea stammen.

Um die im vorhergehenden Absatz beschriebenen guantitativen Aussagen zum Verhalten der
Ganglienstrangstlcke treffen zu kénnen, war es notwendig, die fiir einzelne Neuronen etab-
lierte Sholl-Analyse im Hinblick auf die hier durchgefiihrten Experimente weiter zu entwi-
ckeln. Dazu wurde zunéchst in enger Kooperation mit einem kommerziellen Partner eine Soft-
ware entwickelt, die eine automatisierte und weitgehend unabhangig vom Experimentator
Erstauswertung der erhaltenen Zellkulturbilder erlaubt. Fur die Auswertung der erhaltenen
Daten wurden verschiedene Ansétze erprobt, von denen die Vielversprechendsten Eingang in
diese Arbeit fanden. Weitere MafRzahlen, die sich auf der Basis der erhaltenen Daten definieren
lassen, sind aber denkbar, vielleicht auch solche, die den gesamten Verlauf der Plots wieder-
spiegeln, in denen die Anzahl der Schnittpunkte gegentiber dem Abstand aufgetragen sind.

Die Neuriten sollen in der Anwendung als neuronale Leitstruktur im Rahmen des Cls zudem
in Richtung des BDNF-Konzentrationsgradienten zur Oberflache der Implantatelektrode hin
gelenkt werden und schlieBlich dort anwachsen. Im Rahmen der verschiedenen Versuche
konnte jedoch kein gerichtetes Wachstum der Neuriten beobachtet werden. Mdgliche Griinde
hierfir wurden eingehend diskutiert. In Zukunft kénnen modifizierte Zellkulturexperimente,
bei denen u. a. die Menge an BDNF erhoht wird oder aber das BDNF-Reservoir auf spezifi-
sche Weisen von den Strangstiicken getrennt vorliegt, neue Aufschliisse geben.5% Auch kann
an der Fluoreszenzmarkierung von Wachstumsfaktoren gearbeitet werden, um einen mogli-
chen Gradienten sichtbar zu machen.%4%1 |nsbesondere ist im Hinblick auf eine Induktion
richtungsabhéngigen Neuritenwachstums aber die Nutzung anderer Wachstumfaktoren ange-
zeigt. So wird NT-3 eine stdrkere Wirkung auf das Neuritenwachstum zugeschrieben als
BDNF. Es fordert nicht nur die Neuritenaussprossung, sondern unterstiitzt zudem ein gerich-
tetes Wachstum der Nervenenden. 28251 Mithilfe des Wachstumsfaktors konnten Neuriten in
der Cochlea bereits eine Distanz von 12.5 mm (iberwinden.? Ahnlich zu BDNF wird auch
NT-3 innerhalb des Innenohres bereitgestellt. Es besitzt ebenfalls die Funktion, die Uberle-

bensrate der SGNs zu erhdhen. 671

Nachdem die Wachstumsfaktoren das Uberleben der SGNs verbessert und deren Neuritenaus-

sprossung gefordert haben, sollen die Nervenstrange entlang der Fasern zur Oberflache der
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Cl-Elektrode wachsen. Um den Neuriten unterstiitzende Ankerpunkte auf ihrem Weg zu bie-
ten, sollen die Fasern ebenfalls mit dem neuronalen Adhé&sionsmolekil Laminin beschichtet
werden. Stabil anhaftend soll es langanhaltend seine Funktion austiben kdnnen. Damit das
Biomolekiil in Bezug auf die gewiinschte Wechselwirkung mit den Zellen seine biologische
Aktivitat beibehalt, soll es adsorptiv auf die Fasern aufgebracht werden. Es konnte qualitativ
gezeigt werden, dass Laminin sowohl an die un- als auch an die amino-modifizierten Fasern
adsorbiert. Eine Visualisierung erfolgte mittels qualitativem, direkt auf den Fasern durchge-
flhrtem ELISA. In Zukunft kénnen quantitative Untersuchungen mithilfe eines kompatiblen
Laminin-ELISA-Paares unterstltzend wirken. Um zu uberprifen, ob das Biomolekul stabil
auf der Oberflache der Fasern anhaftet, schlossen sich Freisetzungsexperimente unter physio-
logischen Bedingungen an. Hierbei wurde fluoreszenz-markiertes Laminin verwendet. Uber
einen Zeitraum von 105 d kénnen von beiden Fasertypen geringe Mengen an Laminin wieder
in das umgebende Lésungsmittel abgegeben werden. Es erfolgte eine kontinuierliche Freiset-
zung mit einer Kinetik 1. Ordnung. Dass die amino-modifizierten Fasern gréf3ere Mengen an
Laminin freisetzen als die unmodifizierten Fasern (=1.6 g gegeniiber =1.3 ug) kann moglich-
erweise auf die schnellere Degradation dieser Fasern zurlickzufiihren sein. Wird eine vollstén-
dige Beladung der Fasern mit Laminin angenommen, so wéren bei den genannten freigegebe-
nen Mengen am Ende der Freisetzung immer noch =70 % des Biomolekiils auf beiden Faser-
typen vorhanden. Eine zeitlich stabile Anbindung von Laminin kann jedoch lediglich vermutet
werden, da eine Quantifizierung der angebundenen Mengen nicht erfolgen konnte. In der Li-
teratur konnte bereits eine stabile Anhaftung von Laminin durch einfache Adsorption gezeigt
werden.B%! Schon in nur geringen Mengen fordert es das neuronale Wachstum, 27 insbeson-
dere auch entlang von Faseroberflachen.**! Die vorliegenden Versuche zeigen somit eine er-
folgreiche Maglichkeit auf, die Polymerfasern im Rahmen einer neuronalen Leitstruktur mit
Laminin zu beschichten. Unter Beriicksichtigung eines mdglichen Verlusts an biologischer
Aktivitat konnte vergleichend getestet werden, inwieweit sich Laminin kovalent anbinden
l4sst.[343:367.4401 Aych die Immobilisierung auf die mit HS vorbeschichteten Fasern tiber natiir-

liche Bindungsstellen im Laminin ware denkbar.[6%233

Die vorliegenden Ergebnisse, welche sich primér mit der Anbindung sowie Freisetzung der
drei Biomolekiile HS, BDNF und Laminin beschaftigen, bieten die Mdglichkeit die Inkubati-
onsbedingungen im Einzelnen anzupassen, um so gréRere Mengen zu immobilisieren. Somit
kénnen in der biomedzinischen Anwendung spater eventuell starkere Effekte gegeniiber den
SGNs hervorgerrufen werden. Bezogen auf BDNF, bei dem laut ELISA die gesamte Menge
immobilisiert werden konnte, ware es interessant zu erfahren, wie sich eine Erhéhung der In-
kubationskonzentration auswirken wirde. Weiterhin wurde vielmals in PBS gearbeitet, dem

BSA als Stabilisator beigefiigt wurde. Da BSA-Molekiile moglicherweise freie Platze auf den
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Fasern besetzen und so die Immobilisierung des eigentlich zu immobilierenden Proteins be-
einflussen kdnnen, wére es zukunftig von Interesse, &hnliche Untersuchungen auch ohne BSA
durchzufuhren. Die in vitro-Untersuchungen zeigen bisher jedoch, dass die BSA-Molekiile
keinen negativen Einfluss ausuben. Insbesondere bei der Verwendung von BSA-freiem Lami-
nin ware zu befurchten, dass dieses intensiv auf den Gefaloberflachen adsorbiert. Weiterhin
waren zudem alternative Medien zu PBS als Freisetzungsmedium denkbar, die die Korper-
flussigkeit im avisierten Anwendungsbereich besser simulieren. Mdglich ware hier z.B. die
Nutzung einer aCSF-Losung (artificial cerebrospinal fluid), welche der Zusammensetzung

der Perilymphe dhnelt.[*%]

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass biodegradierbare Fasern aus
PCL und PGA, sowohl in un- als auch in amino-modifizierter Form, als Basismaterialien fiir
eine neuronale Leitstruktur sehr gut geeignet sind. In einem biomimetischen Ansatz ermég-
lichte die kovalente und somit zeitlich stabile Anbindung von HS die Immobilisierung von
BDNF. Es konnte demonstriert werden, dass BDNF anschliefiend Uber einen langeren Zeit-
raum kontinuierlich von den Fasern freigesetzt werden kann. Der Wachstumsfaktor wirkte
sowohl neuroprotektiv als auch neuroregenerativ auf die SGNs. In Zukunft konnten die Fasern
ebenfalls mit dem alternativen Wachstumsfaktor NT-3 ausgestattet werden, dem ein starkerer
Effekt auf die Neuritenaussprossung zugeschrieben wird. Er férdert zudem das gerichtete
Wachstum der Nervenenden, welche somit zur Implantatoberflache hingelenkt werden koénn-
ten.[248-251 Die ebenfalls erfolgreiche Adsorption des neuronalen Adhasionsmolekdils Laminin
soll den Neuriten auf ihrem Weg entlang der neuronalen Leitstruktur unterstiitzende Anker-
punkte liefern. In Zukunft konnten die Fasern ebenfalls mit der adhasionsverhindernden Poly-
Sia beschichtet werden, um die Neuriten nicht zu fest auf der neuronalen Leitstruktur anwach-
sen zu lassen, wobei sie moglicherweise ihr Wachstum beenden. Dies wére unvorteilhaft, denn
ihr eigentliches Ziel ist das Erreichen der Elektrodenoberflache. Nicht nur durch seinen steri-
schen Anspruch, sondern auch durch seine negative Ladung wirkt PolySia antiadhésiv und
kann daher die Anzahl der Zell-Anbindungen auf der neuronalen Leitstruktur verringern.[264
Komplettiert werden kann das vorliegende System in Zukunft durch das neurale Adhésions-
molekil LLCAM, welches auf die Oberfl&che der Cl-Elektrode aufgebracht werden soll. Uber
homophile Bindungen férdert LLCAM die Verankerung der Neuriten auf dem Implantat.[’*-
752671 Besonders eine musterhafte Beschichtung wirkt sich vorteilhaft aus.[™! Letztendlich wird
somit eine ausreichende und differenzierte elektrische Anregung der einzelnen Neuriten gene-
riert, um den Horeindruck mithilfe des Cochlea-Implantats zu verbessern. Gegenuber anderen
Ansatzen zur Unterstiitzung der Neuriten auf ihrem Weg in der scala tympani von der Basilar-
membran zur Implantatoberfléche, wie z.B. der Verwendung von die Scala auskleidenden
Hydrogelen, bieten Fasern einen inh&renten Vorteil, ndmlich ihre anisotrope Gestalt (gegen-

tber den ublicherweise isotropen Hydrogelen). Durch diese Anisotropie wohnt den Fasern
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immanent ein richtungsweisender Charakter inne. Dieser Charakter muss den Neuriten ,,ver-
standlich® gemacht werden, was durch die geschickte Platzierung von Biomolekiilen auf den
Fasern und durch die gezielte, Konzentrationsgradienten aufbauende Freisetzung von Wachs-
tumsfaktoren erreicht werden soll. Diese Arbeit hat die ersten Schritte auf dem Weg zu einer
solchen faserbasierten neuronalen Leitstruktur geleistet, einerseits durch die Auswahl und ein-
gehende Charakterisierung geeigneter Faserbasismaterialien, andererseits durch die Immobi-
lisierung verschiedener Biomolekiile, die entweder stationér an die Faser angebunden bleiben

(Heparansulfat, Laminin) oder von dieser kontrolliert freigesetzt werden (BDNF).
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7.1 Chemikalienverzeichnis

Bezeichnung Reinheit Bezugsquelle
BDNF 98 % Thermo Fisher Scientific
BDNF / Laminin i Boster
ELISA-Kit
BSA >98 % Sigma-Aldrich
N.N'-Dicyclohexylcar- 99 % Sigma-Aldrich
bodiimid
Dichlormethan >99.8 % Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogen- 99 % Fluka
phosphat
1-Ethyl-3-(3-Dimethyla- - Sigma-Aldrich
minopropyl)carbodiimid
Ethanol (absolut) >99 % Merck
Ethylendiamin >99.5% Fluka
Fluoresceinisothiocyanat >90 % Sigma-Aldrich
Hexan 95 % Sigma-Aldrich
HS( Rinderniere) - Sigma-Aldrich
HSn (Fluoresceinamin- i Cosmo Bio Co. Ltd.
gelabelt, Schweineniere)
Isopropanol =>99.5% VWR
Laminin (Maus) - Invitrogen
Lamining, (Rhodamin- > 90 % Cytoskeleton
gelabelt)
2-(N-Morpho-
lino)ethansulfonsaure- 99.5 % Sigma-Aldrich
Puffer
Natriumchlorid 99 % ABCR
Natriumhydroxid >98 % Sigma-Aldrich
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N-Hydroxysuccinimid 98 % Sigma-Aldrich
Phosphat?.(.epufferte Salz- ) Sigma-Aldrich
dsung
Polystyrol Nanopartikel . .
100 nm - Sigma-Aldrich
Rhodaminisothiocyanat >90 % Sigma-Aldrich
Salzséure konzentriert 37 % Fischer Scientific
Toluidinblau - Sigma-Aldrich

7.2 Zusatzinformationen

7.2.1 Inkubationsversuche mit fluorescentem HS
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Abbildung 80: Es sind die erhaltenen Konzentrationen von fl. HS in den Inkubationsldsungen nach den Inubati-
onsversuchen dargestellt. Neben der eingesetzten Konzentration von 100 pg-mL™* (schwarz) sind die erhaltenen
Konzentrationen aus den Inkubationslésungen der Kontrollproben ohne Fasern dargstellt (mit EDC/NHS: grau;
ohne EDC/NHS: hell grau). Auerdem sind die erhaltenen Konzentrationen an detektiertem fl. HS der Inkubati-
onslésungen aus den Versuchen mit den Polymerfasern dargestellt (mit EDC/NHS: kov., ohne EDC/NHS: gestri-
chelt). Die Kupplungsreagenzien beeinflussen die Detektion des fl. HS. Zudem ist in den Inkubationsldsungen alle
Faser-Proben ein Uberschuss an detektiertem fl. HS in Bezug auf die jeweilige Kontrolle zu finden.
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Um herauszufinden, welche Menge an HS auf den Fasern immobilisiert werden konnte, wur-
den Inkubationsversuche mit fl. HS durchgefiihrt. Hierbei wurden ebenfalls zwei Kontrollpro-
ben angefertigt. Die HS-Inkubationslésungen wurden hierbei unter gleichen Versuchsbedin-
gungen jedoch ohne Fasern ebenfalls fiir 24 h auf dem Schdittler bei 300 rpm behandelt. Dies
geschah sowohl mit (kovalent = kov.) als auch ohne den Zusatz von EDC/NHS. Es zeigte sich,
dass die Kupplungsreagenzien die detektierbare Menge an HS stark vermindern. Sie tiben also
einen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften des HS aus. Somit kann aus der quantitativen
Auswertung der zugehérigen Versuche mit den Fasern nicht auf die angebundenen Mengen
an HS an die Polymerfasern geschlossen werden. Die Versuche lassen jedoch einen grofien
Uberschuss an HS in den Inkubationslésungen der Faser-Proben vermuten. Die Inkubations-
versuche ohne EDC/NHS lassen vermuten, dass auf diese Weise kaum HS an die Fasern an-

gebunden werden konnte.
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7.2.2 Zuordnung aller IR-Schwingungsbanden der Polymerfasern zu den funkti-

onellen Gruppen

Tabelle 9: Zuordnung aller Schwingungsbanden der unmodifizierten sowie amino—modifizierten Polymerfasern

zu denzugehorigen funktionellen Gruppen. 40!

Banden / cm™

Gruppe / Schwingung

Faser Faser-NH:

0 CH: 721 725

0C-C 808 808

0 CH> 902 902

0 asymetrisch COC 974 974

Vsymetrisch COC 1091 1089

Vasymetrisch COC 1151 1163

0 CH> 1417 1413

o0 CNH und v CH der Amid-
gruppe (Amid-11-Bande) - 1545
0 NH> - 1600
v C=0 der Amidgruppe

(Amid-l-Banje)IOIO B 1060

v C=0 1739 1743
Vsymetrisch/asymmetrisch NH2 - 3700-3100
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7.2.3 Zetapotential der veschiedenen Nanopartikel in Abhéangigkeit des pH-Wer-
tes

. . - g - - - -y
s PSLBs-NH,
40 @ % |
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Abbildung 81: Detektiertes Zeta Potential der verschiedenen Nanopartikel in Abhangigkeit des pH-Wertes.
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7.2.4 Numerische Daten der Zellkulturuntersuchungen zum neuroprotektiven
Effekt von BDNF gegentiber SGN

Tabelle 10: Ergebnisse der Uberlebensraten der SGNs nachdem sie zwei Tage kultiviert wurden.

Uberlebensrate der SGNs / %

Probe Uberstand entnommen nach
1d 2d 5d 7d 21d 70d
55
PBS

+0.7

) 6.1

Kontrollen Medium

+0.7

BDNF 174

(50 ng'mL™) +13

unmodi-
.. 3.9 3.6 6.6 7.4 6.0 0.3
fizierte e +08 +08 +15 +18 #11  +02
Fasern
amino-modi-
fizierte

Fasern
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7.2.5 Zellkulturaufnahmen zur Methodenetablierung der Sholl-Analyse

Abbildung 82: Originale Zellkulturaufnahmen sowie die zugehdrigen mithilfe der Sholl-Analyse ausgewerteten
Bilder. Auf den originalen Aufnahmen ist jeder aussprieBende Neurit mit einem roten Punkt markiert. Es wurden
Proben ausgewéhlt, welche mit unterschiedlich vielen Mengen an BDNF behandelt wurden. a und b): 0 ng an
BDNF; selbst ausgezahlt: 12 Neuriten; Anzahl der Neuriten ausgewertet mir der Sholl Analyse: 12. ¢ und d): 5 ng
an BDNF; selbst ausgezahlt: 8 Neuriten; Anzahl der Neuriten ausgewertet mir der Sholl Analyse: 7. e und f): 50 ng
an BDNF; selbst ausgezahlt: 46 Neuriten; Anzahl der Neuriten ausgewertet mir der Sholl Analyse: 47. Da die
erhaltenen Werte der beiden Methoden (Auszéhlung per Hand vs. computergestitzte Sholl-Analyse) gut Uiberein-
stimmen, kann die Methode der computergestiitzten Sholl-Analyse im Rahmen dieser Arbeit ihre Anwendung fin-
den.
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7.2.6 Ausfuhrungen zur Berechnung der mittleren Neuritenaktivitat mittels

Sholl-Analyse
ol D) s 5ng.mLBONF  [Mim
0 ng-mL~' BDNF Mittlere | LT S dgEmLs MRS o e

25 Neuritenaktivitat = 94+0 ® Noia'é S'J’ Neuritenaktivitat = 73£40
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2 . 1=
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e [\ N . 5
zZ 5 F \/ =
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Abbildung 83: Resultate der Sholl-Analyse: Graphische Darstellung der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten
Neuriten in Abhéangigkeit von der Distanz zum Mittelpunkt mit polynomialen Fit. AuRerdem sind die Abstande der
hellblau markierten Kreise hervorgehoben. Die dargestellten Resultate gehéren zu den Proben aus der Kalibrati-
onsreihe mit unterschiedlicher BDNF-Zugabe (0-50 ng-mL™?). Es ist die Berechnung der mittleren Neuritenaktivi-
tat graphisch dargestellt durch das dunkelblau schraffierte Rechteck. Hierbei handelt es sich um das Produkt aus
der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem mittleren Kreis und seinem Radius (2D distance
in um). Der erhaltene Wert ist ebenfalls angefiigt und stimmt mit der GréRe des Rechtecks Uberein.

Die Abbildung zeigt Resultate der Sholl-Analyse. Die einzelnen Graphen in der Abbildung
stellen die Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten in Abhéngigkeit von der Dis-
tanz zum Mittelpunkt des Strangstiickes graphisch dar. Die Kurven der unterschiedlichen Pro-
ben haben einen vergleichbaren Verlauf. Mit zunehmender Distanz zum Mittelpunkt steigen
sie bis auf ein Maximum an Schnittpunkten an, um danach wieder abzuflachen. Dies verdeut-
licht, dass die Anzahl an aussprieRenden Neuriten mit steigendem Abstand zunachst zunimmt,
da das Strangsttick selbst erst einmal in seiner Distanz Giberwunden werden muss und anschlie-
Bend eine Verzweigung der Neuriten folgt. SchlieRlich Enden die Neuriten, sodass die Anzahl
der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit den Konzentrischen Kreisen wieder abnimmi.
Vor allem die Kurven der Proben ohne bzw. mit lediglich 5 ng-mL™* BDNF weisen ihr Maxi-
mum bereits bei geringeren Distanzen (< 500 um) auf. Das schraffierte Rechteck unter der
Kurve symbolisiert die mittlere Neuritenaktivitat. Hierbei handelt es sich um das Produkt aus
der Anzahl der Schnittpunkte der detektierten Neuriten mit dem mittleren Kreis und seinem
Radius (2D distance in pm). Die Grofl3e des Rechtecks symbolisiert den Wert der jeweils er-
rechneten mittleren Neuritenaktivitat. Somit wird davon ausgegangen, dass die Methode zur
Berechnung der mittleren Neuritenaktivitat im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt werden kann

und zu vergleichbaren Resultaten zwischen den einzelnen Proben fihrt.
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7.2.7 Original-Zellkulturaufnahmen der ausgewerteten Sholl-Analyse

0 ng ‘mL-" BDNF 5ng ‘mL~" BDNF

b)

50 ng -mL-" BDNF

Abbildung 84: Original-Zellkulturaufnahmen der Proben fiir die Kalibrationsreihe, welche mit der Sholl-Analyse
ausgewertet wurden.
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Faser Faser-HS

Faser-HS-BDNF Faser-BDNF

Abbildung 85: Original-Zellkulturaufnahmen der Proben der unmodifizierten Polymerfasern, welche mit der
Sholl-Analyse ausgewertet wurden.

Faser-NH, Faser-NH,-HS

b)

Faser-NH,-BDNF

Abbildung 86: Original-Zellkulturaufnahmen der Proben der amino-modifizierten Polymerfasern, welche mit der
Sholl-Analyse ausgewertet wurden.
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H4all Summer School 2018 Soltau
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7 Anhang
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