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Zusammenfassung
Andreas Peter Krause

Synthese und funktionelle Dekoration bioaktiver

Polymer-Materialien
Schlagworte: Alginat - tissue engineering — Hydrogel - bioartifizielle Herzmuskel - bioorthogonale
und Metall-freie Ligation - sequentielle und doppelte Click Prozesse

Die demographische Entwicklung weist eine immer alter werdende Bevdlkerung in
industrialisierten Landern aus, gleichzeitig steigt der Bedarf an medizinischen Therapien.
Insbesondere die Behandlung von Geweben im menschlichen Kérper bedarf neuer,
verbesserter Konzepte. Neue Behandlungsmethoden die eine Regeneration, einen
vollstandigen oder teilweisen Ersatz geschadigter Organe erlauben, kdénnten die
medizinische wie auch wirtschaftliche Situation nachhaltig verbessern. Um die
Herstellung bioartifizieller Organe oder Teile dessen in Zukunft zu realisieren, bedarf es
funktioneller Gewebe. Die Praparation dieser Gewebe ist das Gebiet des tissue
engineerings, ein wesentliches Segment der Regenerativen Medizin.

Im Rahmen der Arbeit wurde das Biopolymer Alginat chemisch so gezielt modifiziert,
dass dieses als biointelligentes scaffold fir die Kultivierung von Herzmuskelgeweben
eingesetzt werden konnte. Als adaquate Gerlst-Kérper stellten sich Hydrogele heraus,
welche in zwei unterschiedlichen Methoden prapariert wurden. Initial wurden
methacrylierte Alginate, Hyaluronsaure und Gelatine radikalisch vernetzt. Dieses
Verfahren generierte vorgeformte Gel-Kérper. Zur Kultivierung von Myokardien wurden
anschlieBend Zellmischungen aus Fibroblasten und Cardiomyocyten, die aus neonatalen
Rattenherzen isoliert wurden, auf den Gelen ausgesiedelt. Da die kleinporige Struktur der
Gele ein homogenes Einwachsen der Zellen inhibierte, konnten autonome Myokardien
Uber diesen Ansatz jedoch nicht gezilichtet werden.

Deshalb wurde ein in situ gelierendes System entwickelt, was die Zugabe von Zellen
vor der Gelbildung ermdglichte. Die in wassrigen Medien, bei Raumtemperatur, additivfrei
ablaufende in situ Gelierung basiert auf Aldehydo- und Hydrazido-modifizierten Alginaten,
die kovalent Uber Hydrazone verknilpft werden. Unter Beigabe von Collagen konnten
komplexe dreidimensionale Herzmuskeln innerhalb von 14 Tagen geziichtet werden.
AnschlieBend wurde die Substitution des Collagens durch Konjugation definierter
Adhasionsfaktoren an das Alginat verfolgt. Dies konnte durch die bioorthogonale Ligation
von zyklischen RGDfK-Pentapeptiden an Oxanorbornadien-modifizierte Alginate erreicht
werden. Die per Literatur als Click Reaktionen definierten Ligations- und
Vernetzungsschritte konnten sowohl in Form eines sequentiellen, als auch in einem
doppelten Click-Prozesses am Alginat durchgefihrt werden. SchlieBlich konnte die
Adhasion von Cardiomyocyten an RGD-funktionalisierte, in situ gelierte Alginat-

Hydrogele, hergestellt Gber den schrittweisen Click-Prozess, gezeigt werden.
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The demographic evolution depicts a growing older population in industrialized countries
with a related increasing demand of medical therapies. In particular the treatment of soft
parts within the human body requires novel concepts. Therefore new methods of
treatment need to be developed which enable regeneration, replacement or reparation of
organs, tissues or parts of it. These approaches could improve the situation for patients
sustainable. In order to build up bioartificial organs functional tissues are required, this
leads to the field of tissue engineering, an important area of regenerative medicine.

In this work, the biopolymer alginate was selectively modified, yielding bio-intelligent
scaffolds for the cultivation of cardiac heart tissues. Hydrogels were proven to be the
adequate constructs, obtained via two different approaches. In a first attempt,
methacrylic alginate, hyaluronic acid and gelatine were cross-linked radically to give pre-
mould gels. Afterwards cellmixtures of fibroblasts and cardiomyocytes, isolated from
neonatal rat hearts, were seeded on the preformed gel samples. As the small porous
structures of the gels inhibited cell ingrowth, complex cardiac tissues were not
successfully cultivated.

In a second technique an optimized in situ gelling system was developed, which
allowed to add the cells before gelation occurred. This system is based on aldehydo- and
hydrazido-modified alginate strains, which were mixed in aqueous solution at room
temperature without any additives, generating transparent, durable hydrogels through
hydrazone cross-linking. Under addition of collagen, complex three-dimensional cardiac
tissues were grown within 14 days. The substitution of collagen was traced by defined
adhesion-factors subsequently. This attempt was accomplished by conjugation of cyclic
RGDfK-pentapeptids to modified alginate components. The ligation was achieved in
metal-free manner via functionalisation of alginate with oxanorbornadiene moieties.
Ligation and cross-linkage, each literally termed as click reactions, could be performed in
a sequential- as well as in a double-click process. Finally, the adhesion of neonatal rat
cardiomyocytes to RGD-functionalized, in situ formed alginate hydrogels, produced in a

sequential process, was introduced and confirmed successfully.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Regenerative Medizin

Organspenden retten Leben. Dieser bekannte Slogan ist Teil einer groB3en
Werbekampagne der Bundeszentrale fir gesundheitliche Aufklarung. Der Bedarf an
Spenderorganen ist groBer als das Angebot, lange Wartelisten sind die Folge.! Neben den
betrachtlichen Wartezeiten ist die Transplantation eines Organs mit sehr hohen Kosten
verbunden, summiert durch aufwendige Therapien in den Vor- und Nachbehandlungen.
Wirden der Medizin neue Behandlungsmethoden zur Verfligung stehen, die eine
Regeneration oder den vollstandigen bzw. teilweisen Ersatz von defekten Organen
ermoglichen, kénnte dies die medizinische und wirtschaftliche Situation nachhaltig positiv
verandern. Die nétigen Techniken flr eine effiziente Behandlung missen zundchst jedoch
etabliert werden. Diverse Strategien werden verfolgt, um defekte Organe in vivo
wiederzubeleben oder Ersatzteile in vitro im Labor zu zichten. Dieser sich mit der
Wiederherstellung von Zellen, Geweben oder Organen beschaftigende Forschungszweig
wird als ,Regenerative Medizin" bezeichnet.

Biomedizinisch betrachtet, sind Organe komplexe Gewebe, ein Konstrukt aus
gleichartigen und unterschiedlichen Zellen eingebettet in einer Matrix aus Proteinen und
Mucopolysacchariden. Eine in der Klinik bereits bewahrte Methode ist die Stammzellen
basierte Therapie. So ist es in einigen Fallen mdglich, Patienten kdrpereigene, bereits
differenzierte adulte Stammzellen direkt in das defekte Gewebe zu injizieren und dieses
somit lokal zu regenerieren.” Ist diese Therapie nicht zielfiihrend oder sind die
betroffenen Gewebe zu stark geschadigt, wird der Ansatz verfolgt, Ersatzteile im Labor zu
kultivieren und diese anschlieBend zu implantieren.

Die Herstellung von kinstlichen Geweben ist das Gebiet des tissue engineerings. Im
tissue engineering werden komplexe Gewebe aus der Kombination von biokompatiblen
Materialien, Wachstumsfaktoren und Zellen gezlichtet (Abb. 1). Biokompatible
Materialien fungieren als Gerist, geben dem Gewebe seine dreidimensionale Struktur
und kénnen zuséatzlich als Signalfaktoren wirken.® Die integrierten Wachstums- oder
Signalfaktoren kreieren eine biofunktionale Umgebung und bieten den Zellen ein

angepasstes Umfeld.*

YRL Delmonico, B. Dominguez-Gil, R. Matesanz, L. Noel, The Lancet 2011, 378, 1414-1418.

2 R.R. Makkar, R. R. Smith, K. Cheng, K. Malliaras, L. E. J. Thomson, D. Berman, L. S. C. Czer, L. Marban,
A. Mendizabal, P. V. Johnston, S. D. Russell, K. H. Schuleri, A. C. Lardo, G. Gerstenblith, E. Marban, The Lancet
2012, 379, 895-904.

®B.V. Slaughter, S. S. Khurshid, O. Z. Fisher, A. Khademhosseini, N. A. Peppas, Adv. Mater. 2009, 21,
3307-3329.

‘4 B.-S. Kim, I.-K. Park, T. Hoshiba, H.-L. Jiang, Y.-J. Choi, T. Akaike, C.-S. Cho, Prog. Polym. Sci. 2011, 36,
238-268.
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Growth Factor/
Controlled Release

caffold onstruct

Abb. 1: Komponenten des tissue engineerings eingesetzt in der Regenerativen Medizin.’

Als Gerlst fir medizinische und pharmazeutische Zwecke erhalten vor allem
Biomaterialien verstarkt Aufmerksamkeit.® Native Makromolekiile besitzen vielfaltige
Eigenschaften, die flr das tissue engineering benoétigt werden: Eine intrinsische
Biokompatibilitit, eine groBe Ahnlichkeit zur extrazelluldren Matrix, geringe Zytotoxizitét
und eine hohe Immuntoleranz. Diese Faktoren machen sie im Vergleich zu synthetischen
Materialien wesentlich geeigneter und somit fir eine Gewebekultivierung flr den
klinischen Einsatz interessanter. Zu den etablierten Biomaterialien gehéren sowohl
Peptide wie auch Kohlenhydrate, die fir den Aufbau variabler Konstrukte zumeist
chemisch gezielt modifiziert werden.” Dies erméglicht es, Partikel im Nano- oder
MikromaBstab, zwei-dimensionale Strukturen wie Membranen und Verbande oder
vollstandige drei-dimensionale Gewebestrukturen zugenerieren.®

Die biologische Funktion der Gewebe wird grundsatzlich durch die zuvor beigefligten
Zellen erhalten. Fir eine erfolgreiche Zellkultivierung sind wichtige Vorrausetzungen,
dass die ausgesiedelten Zellen ihre Vitalitat erhalten und Proliferation sowie Migration in
Gegenwart des Gerlstmaterials gewahrleistet werden. Werden Stammzellen eingesetzt,
ist eine gezielte Differenzierung des jeweiligen Stammzelltypus (adulte, embryonale oder
iPS-Zellen) wiinschenswert.

Auf Grund der hohen Zahl an Herzkreislauferkrankungen ist die Regeneration des
Herzens, ein aus medizinischer wie auch aus wirtschaftlicher Sicht, wichtiger Aspekt. Das
Herz wird neben der Niere und der Leber in Deutschland als dritthaufigstes Organ

transplantiert.® Allein im Jahre 2010 gab es iber 700 Neuanmeldungen, im Gegensatz

®R. Langer, Adv. Mater. 2009, 21, 3235-3236.

®F. Burny, A. Steinbuchel, Biomaterials and biodegradable Polymers and Macromolecules: Current Research
and industrial Applications, Elsevier Academic Press, San Diego, 1998.

" C. Griehl, S. Bieler, Nachr. Chem. 2011, 59, 942-947.

8. Lee, M. J. Cuddihy, N. A. Kotov, Tissue Eng. Part B 2008, 14, 61-90.

9 www.eurotransplant.org/cms/index.php?page=yearlystats (Stand: 16.04.2012).
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dazu stehen nur knapp 400 durchgefiihrte Herztransplantationen. Diese in den letzten
zehn Jahren stetig vorhandene Diskrepanz flihrte zu einer betrachtlichen Zahl an
wartenden Patienten. Ferner liegt die Funktionsrate der implantierten Herzen nach fiunf
Jahren bei ca. 70%. Diese Fakten verdeutlichen den essentiellen Bedarf nach geeigneten

Behandlungsmethoden fir die Regeneration lebenswichtiger Organe.

1.2 Gerustmaterialien flr das tissue engineering

Eines der gebrauchlichsten Geriistmaterialien flir die drei-dimensionale Kultivierung von
Zellen ist das kommerziell erwerbliche Matrigel™ >* Das aus ENGELBRETH-HOLM-SWARM
(EHS) Mausetumorzellen gewonnene Material wird aktuell von BD BIOSCIENCE vertrieben,
eine Tochtergesellschaft der Firma BECTON DICKINSON.'? Es besteht aus einer Mischung
verschiedener Bestandteile der extrazellularen Matrix wie beispielsweise Laminin,
Collagen 1V, Heparansulfat und Entactin/Nidogen und beinhaltet zudem diverse
Wachstumsfaktoren.™

Bei 4 °C liegt es in Form einer viskosen Flissigkeit vor, die bei Erwarmung auf 37 °C
zu einem festen Gel erstarrt. Diese Eigenschaft den Aggregatzustand dadurch zu
verandern, dass die Umgebungstemperatur auf physiologische Bedingungen eingestellt
wird, pradestiniert Matrigel™ fiir den Einsatz in der drei-dimensionalen Zellkultivierung.
Praparativ ermdglicht es die Zellen im flissigen Material homogen zu verteilen und

3

anschlieBend durch Erwarmung, dieses in ein festes Gel zu Uberflihren.”® Flr eine

Anwendung im klinischen Bereich ist der Einsatz von Matrigel™

jedoch nicht geeignet, da
Chargen-abhdngige Produkte, welche zudem aus Tumorzellen isoliert werden und
tierischen Ursprungs sind, nicht flir humane Therapien eingesetzt werden diirfen.

Aus diesem Grund wird nach neuen Materialien gesucht, die weder eine
Chargenabhéangigkeit noch potentielle Toxizitat besitzen und/oder tierischen Ursprungs
sind. Literaturrecherchen zeigen, dass eine Vielzahl verschiedener Polymere als
Geristmaterial im Bereich des tissue engineerings Anwendung finden." Zum Aufbau
biomimetischer Gewebe stellen sich besonders Polymere aus nativen Quellen,
sogenannte Biopolymere, heraus. Auf Grund ihren intrinsischen Eigenschaften eignen
sich einige dieser Biopolymere gezielt fiur spezielle Anwendungen in der Regenerativen
Medizin.” Zu den hé&ufig eingesetzten nativen Polymeren zahlen neben Polysacchariden

wie Cellulose, Alginat oder Hyaluronsaure vor allem Proteine wie Collagen oder Gelatine.

10 p, 1. Carey, M. S. Todd, C. M. Rafferty, J. Cell Biol. 1986, 102, 2254-2263.

11 C. S. Hughes, L. M. Postovit, G. A. Lajoie, J. Proteomics 2011, 11, 675-690.

12 \www.bdbiosciences.com/cellculture/ecm/ecmtypes/index.jsp (Stand:30.04.2012).

13 T, Biederer, P. Scheiffele, Nature Protoc. 2007, 2, 670-676.

43, F. Mano, G. A. Silva, H. S. Azevedo, P. B. Malafaya, R. A. Sousa, S. S. Silva, L. F. Boesel, ]. M. Oliveira,
T. C. Santos, A. P. Marques, N. M. Neves, R. L. Reis, J. R. Soc. Interface 2007, 4, 999-1030.

15V, P. Shastri, A. Lendlein, MRS Bulletin 2010, 35, 571-577.
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In der extrazelluldren Matrix von Lebewesen bilden diese in Form von komplex

aufgebauten Glykoproteinen den Hauptbestandteil des Gewebes.'®

1.3 Hydrogele

Analog des kommerziell erwerblichen Matrigels™ werden auch die auf Biopolymeren
basierenden Gerlistmaterialien fast ausschlieBlich in Form von Hydrogelen verwendet. So
stieg die Zahl der Veroéffentlichungen beziglich Hydrogele von ca. 100 im Jahre 1995 auf
etwa 2300 im Jahre 2010." Per Definition sind Hydrogele drei-dimensionale, hydrophile
Polymere, welche in der Lage sind, groBe Mengen an Wasser oder wasserbasierten
Flissigkeiten aufzunehmen.® Auf Grund einer chemischen oder physikalischen
Vernetzung werden eigentlich 16sliche Homo- oder Copolymere in Wasser unldslich, wobei
wahrend dieses Prozesses die eigentliche Netzwerkstruktur und damit die Form des Gels
gebildet wird. Oftmals werden sie entsprechend des ionischen Charakters der Monomere
als neutrale, anionische oder kationische Gele klassifiziert. Die Fahigkeit, groBe Mengen
an Wasser aufzunehmen flhrt zu einem Quellen des Gels. Ist die Menge des
aufgenommenen Wassers extrem groB, werden diese Koérper als Superabsorber
bezeichnet. Ihre Verwendung finden Hydrogele besonders im medizinischen wie auch im
pharmazeutischen Sektor.'” In neuester Zeit werden Hydrogele vor allem in der
Regenerativen Medizin eingesetzt.” Dort werden sie als Gerlistsubstanz zum
Gewebeaufbau, zum Wirkstofftransport, zur Wirkstofffreisetzung und als Vermittler oder
Barriere zwischen Gewebe und Metalloberflache eingesetzt. Geeignet sind Hydrogele fiir
diese Therapien besonders durch ihre molekularen wie auch physikalischen
Eigenschaften, welche eine groBe Analogie zur extrazellularen Matrix ,ECM" besitzen.
Ferner sind sie flir die Kultivierung von Zellen pradestiniert, da sie eine Diffusion von
Nahrmedien erlauben, den Zellen ein Gerist zur Adhasion liefern und Migration
ermadglichen.

Die Vernetzungsstrategie die zur Bildung eines Gels fihrt, kann chemisch auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen. Ex vivo werden die Polymerstrange zumeist
photoinduziert radikalisch vernetzt, wahrend kovalente oder ionische Bindungen ebenfalls
in vivo zur Gelierung flihren kbénnen. Die neueste Entwicklung der gezielten
lasergesteuerten Polymerisation bietet dariber hinaus die Mdglichkeit, gezielt
Netzwerkstrukturen aufzubauen,® was die Anwendungspotentiale dieser

Gelierungsstrategie enorm erweitert. Der Ansatz einer ex vivo radikalischen

% £ T. Bosman, 1. Stamenkovic, J. Pathol. 2003, 200, 423-428.

's. van Vlierberghe, P. Dubruel, E. Schacht, Biomacromolecules 2011, 12, 1387-1408.

BN, A Peppas, P. Bures, W. Leobandung, H. Ichikawa, Eur. J. Pharm. Biopharm. 2000, 50, 27-46.
Y9 N. A. Peppas, R. Langer, Science 1994, 263, 1715-1720.

0 A, Ovsianikov, A. Deiwick, S. Van Vlierberghe, P. Dubruel, L. Mdller, G. Drager, B. Chichkov,

Biomacromolecules 2011, 12, 851-858.
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Photovernetzung findet haufig dann Anwendung, wenn vorgeformte Ko&rper fir die
Implantation oder Zellkultivierung benétigt werden.”

Verknlpfungsprozesse, die innerhalb des Organismus zur Hydrogelbildung befahigt
sind, werden allgemein als injizierbare Systeme bezeichnet.””* Da diese Technik es
erlaubt, Gele lokal durch Mischen zweier Komponenten zu bilden und diese entsprechend
der Negativform individuell zu formen, wird sie ebenfalls als in situ Gelierung betitelt.* In
situ gelierende Systeme kdénnen einen effektiven, homogenen Einschluss von
Wirkstoffen/Zellen gewahrleisten und bieten die Mdglichkeit operative Eingriffe einfach
und minimalinvasiv zu gestalten.” Dafiir wird eine Mischung aus dem Gelvorldufer, den
gelierenden Bestandteil(en), und der bioaktiven Komponente lUber eine Spritze in den
Korper injiziert. Die Gelierung erfolgt anschlieBend auf Grund einer Veranderung der
Temperatur, des pH-Wertes und/oder Uber chemische Reaktionen. Im Gegensatz zu
ionischen kdnnen kovalent verknipfte Netzwerke meist nur in Folge starker
mechanischer Belastung zerstdért werden. Die Varianz der kovalenten Bindungsarten ist
dabei enorm. Chemisch kann die Bildung von Iminen, Triazolen, Hydrazonen, Disulfiden
oder Thioethern zu einer Vernetzung fihren. Innerhalb der letzten zehn Jahre hat sich
hier besonders die Click-Chemie nach SHARPLESS® und MELDAL* als simple und effektive in

situ Gelierungsmethode rasch entwickelt.?®

1.4 Biopolymere als Gerlstmaterialien

Bereits seit Mitte der neunziger Jahre finden Biomaterialien hdaufig Anwendung in der
Medizin und Pharmazie." Sie werden fir Implantate im Bereich der kardiovaskuldren und
plastischen Medizin oder auch fiir Zahn- oder Nervenrekonstruktionen genutzt. Dariber
hinaus werden sie in orthopadischen Prothesen, opthalmischen Systemen und filr eine
gezielte Pharmakotherapie eingesetzt. Als Biomaterialien werden dabei zumeist
peptidische oder saccharidische Polymere genutzt. Unter den Polysacchariden gehdren
Spezies wie Chondroitinsulfat, Hyaluronsdure, Cellulose, Alginate und Chitosan zu den
weit verbreitesten.!” Fir das tissue engineering bieten Biomaterialien eine Vielzahl von
Vorteilen, sie sind nicht toxisch, biokompatibel, unterstiitzen Zell-Zell und Zell-Matrix

Wechselwirkungen und bieten meist adaquate physikalische und mechanische

2B, Baroli, J. Chem. Technol. Biotechnol. 2006, 81, 491-499.

22 M. K. Nguyen,.D. S. Lee, Macromol. Biosci. 2010, 10, 563-579.

% . Yu, 1. Ding, Chem. Soc. Rev. 2008, 37, 1473-1481.

% 5 R. van Tomme, G. Storm, W. E. Hennink, Int. J. Pharm. 2008, 335, 1-18.

%y, Li, 1. Rodrigues, H. Tomas, Chem. Soc. Rev. 2012, 41, 2193-2221.
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Eigenschaften.”® Dartiber hinaus sind einige der genannten Biopolymere vom

menschlichen Koérper durch Enzyme bioabbau- oder bioresorbierbar.

1.4.1 Hyaluronsaure

Hyaluronsaure ist ein langkettiges Polysaccharid welches aus B-(1>4) und B-(1->3)
verbriickten N-Acetyl-D-Glucosamine (GIcNAc) und D-Glucuronsaure (GlcA) Einheiten
aufgebaut wird (Abb. 2). Die O-glykosidisch verbundenen Monomere ergeben ein
lineares, zu den Kohlenhydraten zdhlendes, Glycosaminoglycan mit hohen

Molekulargewichten.®

GicA GIcNAc

Abb. 2: Grundeinheiten der Hyaluronsaure in der Sessel- (links) und Stereokonformation (rechts).

Auf Grund seiner polyanionischen Struktur, die eine Vielzahl verschiedener Kationen,
insbesondere einwertige Alkalimetallionen wie Na* oder K* bindet, wurde 1986 von der
IUPAC Kommission der Name Hyaluronan eingefihrt.* Kommerziell erwerbliche
Hyaluronsaure wird im Wesentlichen aus tierischen Quellen, wie dem Augenglaskorper
des Rindes oder in einigen Fallen auch aus Bakterien wie den Streptokokken gewonnen.*
In seiner prominentesten Form liegt Hyaluronsaure als Natriumsalz mit
Molekulargewichtsverteilungen (M,,) zwischen 500.000 bis 730.000Da vor. In
Wirbeltieren ist Hyaluronan neben den Proteinen Collagen, Fibrillin und Elastin ubiquitar
in Binde-, Epithel- und Nervengewebe vorhanden und demzufolge ein wichtiger
Bestandteil der ECM des menschlichen Organismus. Diese Tatsache macht Hyaluronsaure

34,35

sowohl fir die Humanmedizin,*® als auch fiir die &sthetische Medizin interessant. Die in

den monomeren Einheiten vorhandene Carbonsdurefunktion, die vicinalen Diole wie auch

23 F. Mano, G. A. Silva, H. S. Azevedo, P. B. Malafaya, R. A. Sousa, S.S. Silva, L. F. Boesel, J. M. Oliveira,
T. C. Santos, A. P. Marques, N. M. Neves, R. L. Reis, J. R. Soc. Interface 2007, 4, 999-1030.
0 G Drager, A. Krause, L. Moller, S. Dumitriu, Handbook of Biodegradable Polymers: Synthesis,
Characterization and Applications, Wiley-VCH, Weinheim, 2011.

%L E. A. Balazs, T. C. Laurent, R. W. Jeanloz, Biochem. J. 1986, 235, 903.

2 www.sigmaaldrich.com (Stand: 30.04.2012).
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34 J.-E. Kim, 1. M. Sykes, Facial. Plast. Surg. 2011, 27, 523-528.

% p, Heden, G. Sellman, M. v. Wachenfeldt, M. Olenius, D. Fagrell, Aesth. Plast. Surg. 2009, 33, 274-282.
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die primaren Alkohole ermdglichen es, die native Struktur der Hyaluronsaure chemisch
zu manipulieren. Die Einfihrung von Methacrylateinheiten an den primaren Alkoholen
bietet einen Zugang zu photochemisch vernetzbaren Derivaten.*** Wird die Vernetzung
der Hyaluronsaureketten in wassrigen Medien vollzogen, fihrt dies haufig zur Bildung von
Hydrogelen, die gerade im Bereich des tissue engineerings breite Anwendung finden.'"*
Neben dieser Mdglichkeit, Hyaluronsaurestrange zu vernetzen, kann dies ebenfalls auch
unter nicht radikalischen Bedingungen geschehen. Die Bildung verschiedener
Bindungsmotive wie Thiazolidine, Oximine oder Hydrazone kann zu einer kovalenten

%39 wie auch Varianten in denen, meist

Vernetzung der einzelnen Ketten genutzt werden,
artifizielle, Verknipfungseinheiten eingesetzt werden.® Dazu missen die nativen
Hyaluronsaurestrange jedoch zuvor derivatisiert werden. Die Oxidation der
Glucuronsaure am vicinalen Diol fihrt Aldehydgruppen ein, wahrend die

Carbonséaurefunktion zumeist durch stickstoffhaltige Nukleophile derivatisiert wird.*

1.4.2 Gelatine

Die zu den EiweiBen zdhlende Gelatine gehoért zu der Klasse der Collagene, da sie durch
Denaturierung der drei-dimensionalen, tertidaren Struktur der Collagene gewonnen wird.
Strukturell ist Gelatine ein langkettiges Polypeptid, welches aus linear verknipften
Aminosdauren aufgebaut wird. Bis auf Tryptophan sind alle weiteren 21 essentiellen
Aminosauren in der Typ-A-Gelatine vertreten.”’ Die drei haufigsten Bestandteile sind
Glycin, Alanin und Prolin. Das Isolationsverfahren wird durch die Bezeichnung A= acid
processed und B= basic processed gekennzeichnet. Typ-A-Gelatine wird folglich Gber ein
saures Verfahren und Typ-B-Gelatine mit Hilfe des klassischen, alkalischen Verfahrens
aus Collagen isoliert.

Eine der wichtigsten Eigenschaften von wassrigen Gelatinelésungen ist der
thermoreversible Sol/Gel-Ubergang im Temperaturbereich von 35-40 °C. Diese Fahigkeit
der Gelatine, wassrige Ldsungen bei physiologischen Bedingungen in ein Gel zu
Uberfliihren erlaubt es, sie als geristformendes Material fir die drei-dimensionale
Zellkultivierung einzusetzen. AuBerdem kann das Polypeptid durch eine gezielte
Derivatisierung flir spezielle medizinische Anwendungen nutzbar gemacht werden. Fir
chemische Modifizierungen werden hauptsachlich die e-Aminofunktionen der
Lysineinheiten in Betracht gezogen. Die Umsetzung mit Methacrylanhydrid erlaubt die

Einfihrung von Methacrylaten, die eine photoinduzierte, radikalische Vernetzung

K. S. Masters, D. N. Shah, L. A. Leinwand, K. S. Anseth, Biomaterials 2005, 26, 2517-2525.

L. Moller, A. Krause, J. Dahimann, I. Gruh, A. Kirschning, G. Drager, Int. J. Art. Organs 2011, 34, 93-102.
D. A. Ossipov, S. Piskounova, J. Hilborn, Macromolecules 2008, 41, 3971-3982.

D. A. Ossipov, X. Yang, O. Varghese, S. Kootala, J. Hilbérn, Chem. Comm. 2010, 46, 8368-8370.

P. Bulpitt, D. Aeschlimann, Inc. J. Biomed. Mater. Res. 1999, 47, 152-169.

** W. Babel, Chem. unserer Zeit 1996, 30, 86-95.
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einzelner Gelatinestrange ermdoglicht.* Die Inkorperation von Gelatine in Hydrogele
ermdglicht es, die Ausrichtung von Zellen zu beeinflussen und somit eine
Mikroarchitektur innerhalb der Gele zu generieren. Diese Technik konnte an diversen
Zelltypen, darunter auch Stammzellen erfolgreich gezeigt werden.®* Dariber hinaus
lassen sich Lysinbausteine Uber ihre e-Aminofunktion unter Bildung von Iminen an
Aldehyde binden.* Reduktive Bedingungen fihren anschlieBend zu nicht hydrolysierbaren

Aminen und ermdglichen es, Gelatine kovalent an weitere (Bio-)Polymere zu binden.

1.4.3 Alginat

Alginat, auch Alginsdaure genannt, ist ein in maritimen Territorien ubiquitar
vorkommendes Biopolymer. Es gehért zur Familie der linearen Polysaccharide und wird
fast ausschlieBlich aus nativen Quellen isoliert. Vorwiegend werden Alginate aus
Braunalgen und zu einem geringen Teil auch aus Bakterienstdmmen gewonnen. Bakteriell
produzierte Alginsduren kommen vornehmlich in zwei unterschiedlichen
Bakteriengattungen, den Pseudonomas und Azotobacter vor,* wohingegen kommerziell
erwerbliche Alginate ausschlieBlich aus dem Braunalgentyp Phaeophyceae geerntet
werden.* Strukturell enthalt das als Copolymer aufgebaute Polysaccharid in seinen
monomeren Einheiten an den C-6 Positionen je eine Carbonsaurefunktion. Auf Grund
ihrer Sdaurestarke liegen Alginsduren zumeist in Form negativ geladener Makromolekiile
vor, vornehmlich mit Alkali- oder Erdalkalimetallen als Gegenionen. Wahrend Alginate in
Wasser mit monovalenten Alkalimetallen wie Natrium niedrig viskose Lésungen bilden,
kénnen divalente Erdalkalimetallionen wie Calcium persistente Hydrogele formen. Die
Gelierung des Alginats erfolgt dabei Uber die Komplexierung des divalenten Kations
zwischen zwei Alginatstrangen, fir die primar poly L-Guluronsdaure Sequenzen
verantwortlich sind.*® Die Struktur des erhaltenen Gels kann auf Grund der vorliegenden
Koordinationsgeometrie, die helikale Ketten induziert, generell mit einem egg-box Modell
beschrieben werden (Abb. 3).*

23 w. Nichol, S. T. Koshy, H. Bae, C. M. Hwang, S. Yamanlar, A. Khademhosseini, Biomaterials 2010, 31,
5536-5544.
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Abb. 3: oben: schematische Skizze des Polymers ohne Koordinationsgeometrie (links) und in Form

des egg-box Modells (rechts); unten: detaillierte Darstellung des komplexierten Calcium-Ions
zwischen den poly L-Guluronsdure Sequenzen.*

1.4.3.1  Struktureller Aufbau der Monomere
Alginate werden aus zwei Monomereinheiten aufgebaut, den Uronsdauren [3-D-
Mannuronsaure (M) und o-L-Guluronsaure (G), die ein statistisch verteiltes,

polydisperses Block-Copolymer ergeben. Beide Saccharide unterscheiden sich lediglich an
der aquatorialen bzw. axialen Stellung der Carbonsdauren an C-6. Die monomeren

Einheiten werden durch 1,4-glycosidische Bindungen zu einer linearen Kette verknipft.
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C)

1,4-verknipfter a-L-Guluronsaure-Block
(GGG)

D)
a(') HO O alternierende Sequenzen
© N
ooc’ o HO E.. (MG- und GM-Block)

E)
MMMMMMMMGGGGGGGGMGMGMGGGGGMGMGMGMGMMG
[ M-Block 1[ G-Block ] [MG-Block ] [G-Block ] [ MG-Block ]

Abb. 4: A) Monomere der Alginsadure; B) hompolymere MM-Sequenz; C) homopolymere GG-
Sequenz; D) alternierende MG-Sequenz und E) schematische Darstellung der allgemeinen

Polymerstruktur, bestehend aus homopolymeren und alternierenden Einheiten.

Dabei kénnen die beiden Uronsauren entweder homopolymere Blécke, die als GG- bzw.
MM-Bldocke bezeichnet werden oder heteropolymere Blécke, sogenannte MG-Bldcke,
bilden (Abb. 4a). Die Polymerstrange liegen innerhalb der einzelnen Sequenzen in einer
spezifischen Faltstruktur vor, die durch die Konfiguration der anomeren Zentren in den
Monosacchariden verursacht wird. So wird die Mannuronséure iiber eine didquatoriale *C;
und die Guluronsiure U(ber eine diaxiale 'C, Bindung mit dem folgenden Saccharid
verbunden (Abb. 4b).*” Die Abfolge der Monomereinheiten und damit einhergehend die
gebildete Uberstruktur ist abhangig von der Gattung der Alge und den individuellen
Standortfaktoren. Alginate mit héherem Guluronsdureanteil bilden stdrkere Gele, da
diese vermehrt zur Kationen-Komplexierung befahigt sind. Alginate mit angereicherten
G-Anteilen lassen sich auch synthetisch durch schwach saure Hydrolyse gewinnen.*
Zuerst werden die Alginatstrange acidisch hydrolysiert bzw. gekappt und anschlieBend G-
und M-Einheiten getrennt. Entscheidend flir eine Separation ist, dass bei einem pH-Wert

von 2.75 die Guluronsauren protoniert und damit in unléslicher Form vorliegen.

49 E. D. T. Atkins, W. Mackie, E. E. Smolko, Nature 1970, 225, 626-628.
%0 H. M. Lee, Y.-H. Yoon, W.-B. Lee, 1.-K. Kim, J Mater Sci: Mater Med 2009, 20, 1917-1926.
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1.4.3.2 Chemische Modifizierungen der Alginat-Monomereinheiten

Die monomeren Uronsduren des Alginats, die als Epimere definiert werden kdénnen,
besitzen als wichtige Funktionalitat neben den bereits erwdhnten Carboxylaten an C-6 ein
vicinales, sekundares Diol an der C-2/C-3 Position.

Die chemische Derivatisierung erfolgt zumeist so, dass charakteristische Eigenschaften
des Polymers spezifischen Anforderungen angepasst werden kénnen. Zum einen kénnen
intrinsische, physikalische Parameter verbessert werden; zu diesen zahlen eine erhdhte
Gelstabilitat, Lodslichkeit, Bioabbaubarkeit und die mechanischen Eigenschaften. Zum
anderen kénnen vollkommen neue Eigenschaften, meist fir medizinische Anspriiche,
kreiert werden. Eine Modifizierung der Monomere ist grundsatzlich Uber verschiedene
Ansdtze denkbar, analog etablierter Kohlenhydrat- oder Peptid-basierter Synthesen. So
kdonnten die Carbonsdureeinheiten oder die sekundaren Alkohole chemisch derivatisiert,
oder auch die Halbacetale geéffnet und damit die glykosidische Bindung gespalten
werden. Dies wlirde mit einem Abbau des Polymers einhergehen und damit zu einer
Verringerung des Molekulargewichts flhren. Ebenfalls kénnte die C-C Bindung des
vicinalen Diols oxidativ gespalten werden. Abb. 5 zeigt die verschiedenen Angriffspunkte

der méglichen synthetischen Ansdtze explizit auf.

o
o
s
HO=Ho
_____ o 0
HO O-..

Voo

Abb. 5: Positionen im Monomer des Alginats an denen chemische Modifizierungen denkbar waren,

exemplarisch gezeigt an der Mannuronsdaureeinheit.

Synthesen die an organischen, niedermolekularen Substanzen etabliert wurden,
kénnen per se nicht auf groBe Moleklile Ubertragen werden. Auf Grund der langkettigen
Struktur der Polymere ist die Reaktivitat der jeweiligen Funktionsgruppen wesentlich
verandert: Zum einen durch elektronische Veranderungen innerhalb des Makromolekiils,
zum anderen durch sterische Abschirmung der einzelnen Positionen in Folge der
jeweiligen Kettenanordnung bzw. Uberstruktur. So koénnen die Polymerstrdnge in

In

strangférmiger, gefalteter oder zufalliger Anordnung bzw. Kn&ulung vorliegen.®
Lésung vorliegende Polymere, die einen geringen hydrodynamischen Radius ausbilden,
besitzen zudem eine unvorhersehbare Reaktivitat bedingt durch die Hydrathille an den

reaktiven Zentren.

1 B. Tieke, Makromolekulare Chemie: Eine Einfiihrung, Wiley-VCH, Weinheim, 2000.
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1.4.3.3 Anwendungen von Alginaten und deren Derivaten

Alginate werden zumeist wegen ihrer herausragenden Fahigkeit zur Gelierung eingesetzt,
weshalb sie zahlreiche Anwendungen in den unterschiedlichsten Industriezweigen
gefunden haben.*”® So werden sie als Stabilisatoren, Emulgatoren oder Gelierungsmitteln
in der Nahrungsmittelindustrie,®® als strukturviskose Zusétze in der Textil- bzw.
Papierindustrie und als Tragermaterial fir Wirkstoffe in der Pharmaindustrie verwendet.
Im medizinischen Sektor sind Alginat-Hydrogele besonders als kinstliche
Gewebestrukturen im Bereich des tissue engineering etabliert.***>*® Hier wurden sie
bereits fir diverse Organimplantate, orthopadische Eingriffe und als Verbandsmaterialien
eingesetzt."” Auch werden sie durch ihre Komplexierungsfahigkeit haufig als
Tragermaterialien fiir Zellen und Wirkstoffe/Medikamente verwendet.

Auf Grund ihrer Polymerstruktur und den diversen chemischen und damit
verbundenden physikalischen Modifizierungsmdglichkeiten kénnen an Biomaterialien, die
aus Alginaten aufgebaut werden spezielle Parameter selektiv variiert werden.®’ Dies kann
durch  chemische Derivatisierung, Anderung der Molekulargewichtsverteilung,
Einschrankung der Polydispersitat oder Einsatz unterschiedlicher
Polymerisationstechniken erfolgen. Die Modifikationsmdglichkeiten der Alginate sind
diesbezliglich nicht nur auf Verdnderungen in Lésung beschrankt, sondern kénnen auch
am Feststoff effektiv umgesetzt werden. Ferner kdnnen Alginate auch in amorphe Gel-*®

oder Glaszustiande® Uberfithrt bzw. in diesen modifiziert werden.

52 A. D. Baldwin, K. L. Kiick, Pept. Sci. 2009, 94, 128-140.
® KL Draget, O. Smidsrod, G. Skjak-Braek, Polysaccharides and Polyamides in the Food Industry,
Properties, Production and Patents, Wiley-VCH, New York, 2005.

** 1. R. Matthew, R. M. Browne, J. W. Frame, B. G. Millar, Biomaterials 1995, 16, 275-278.

s Hasimoto, Y. Suzuki, K. Suzuki, T. Nakashima, M. Tanihara, C. Ide, J. Mater Science: Mater Med. 2005,
16, 503-509.

% c.-T. Chiu, 1.-S. Lee, C.-S. Chu, Y.-P. Chang, Y.-]. Wang, J. Mater Science: Mater Med. 2008, 19, 2503-
2513.

5 K. 1. Draget, G. Skjak-Break, O. Smidsrod, Int. J. Biol. Macromol. 1997, 21, 47-55.

% N. A. Peppas, R. W. Korsmeyer, Hydrogels in medicine and pharmacy: fundamentals, Vol. 1, CRC Press
Inc., Boca Ranton USA, 1986.

* A Eisenberg, Glassy state and the glass transition, Phys. Prop. of Polym., ACS Washington DC USA,
1984, 55-95.
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1.5 Funktionalisierung von Makromolekdilen: Ligationen & Vernetzung

Um dem Anspruch gerecht zu werden, von der Natur synthetisierte Polymere individuell
bestimmten Anforderungen anzupassen, sind gezielte chemische Modifizierungen
unumganglich. Diese kénnen den Aufbau von (bergeordneten Strukturen in beliebigen
zwei- oder dreidimensionalen Formen wie auch eine spezifische Dekoration der Polymere
ermdglichen. Strategien um Polymere zu modifizieren, wurden nach CANALLE et al.
grundsatzlich in die zwei Herangehensweisen ,grafting from"™ und ,grafting onto"
eingeteilt.®

Zu den aussichtsreichsten Ansdatzen gehdren die Biokonjugate. Der Aufbau dieser
Konjugate ist ein aufstrebendes, multidisziplinares Forschungsfeld, welches zunehmend
Aufmerksamkeit im Bereich der Biomaterialien erfahrt. Durch individuelle
Kombinationen von (Bio-)Polymeren mit Peptiden oder Naturstoffen ist es mdglich,
bestimmte Eigenschaften durch synergistische Effekte zu erzielen. So kénnen Proteine
oder Peptide dem Konjugat biofunktionelle Eigenschaften verleihen, wahrend das Polymer
Stabilitat, Léslichkeit und Biokompatibilitat mit sich bringt. Biologische Anforderungen an
Biokonjugate werden zumeist von medizinischer Seite gestellt. Diese kdnnen ohne
chemische Veranderung der Polymere jedoch haufig nicht erreicht werden. Aus diesem
Grund sind variable dem jeweiligen System angepasste Ansadtze, Biopolymere mit

individuellen Peptiden/Proteinen zu dekorieren, essentiell.

Chemistry

Regenerative Medicine

Abb. 6: Click-Reaktionen zur Bildung kovalenter Bindungen am Polymer, sowohl als
Vernetzungsstrategie als auch zur Bildung von Biokonjugaten. Beispielhaft gezeigt an der Synthese
von Biomaterialien fiir die Regenerative Medizin.?®

Diese als Ligationen betitelten Bindungsknipfungen kénnen ({ber unzahlige

Reaktionsarten und Strukturelemente erfolgen. Ein Uberblick tber die Diversitat dieses

A Canalle, D. W. P. M. Léwik, J. C. M. van Hest, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 329-353.
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Forschungsfelds geben die Ubersichtsartikel von BErRTOzZI et al.,** HACKENBERGER und
SCHWARZER® und VAN HEST et al.*® Idealerweise verlaufen diese Konjugationen in héchstem
MaBe chemoselektiv und in hohen Ausbeuten. So lassen sich Amide, Ester, Imine,
Hydrazone, Disulfide und viele andere verkniipfende Bindungen zwischen den einzelnen
Komponenten aufbauen. Unabhdngig von der Art der Bindungsbildung haben sich
Reaktionen, die per Definition als Click Prozesse bezeichnet werden, gerade im Bereich

der Polymermodifizierung etabliert (Abb. 6).%

1.5.1 Metall-katalysierte 1,3-dipolare HUiSGEN’sche Cycloadditionen

Zum Aufbau von Materialien mit hoher struktureller Ordnung und definierten
Eigenschaften ist die von SHARPLESS et al.®* entwickelte Click-Chemie eine h&ufig genutzte
Strategie.®® Zumeist wird dabei die von HUISGEN entwickelte 1,3-dipolare Cycloaddition
zwischen einem Alkin und einem Azid als grafting onto Technik verwendet. Da sich die
Reaktion zweier Funktionalitdten bedient, die nur sehr selten in der Natur vorkommen,
verlauft sie auch in biologischen Systemen duBerst selektiv und effektiv. Sie gehdrt damit
zu den Reaktionen die nicht mit den Funktionalitédten natirlicher Molekilile konkurrieren
und damit kann sie als bioorthogonal betitelt werden.®*®"*

Zur Initiierung der Cycloaddition werden diverse Katalysatorsysteme eingesetzt, wobei
bei den Ubergangsmetallen vor allem Kupfer(I) verwendet wird. Folglich wird diese
Reaktion haufig auch als Kupfer-Azid-Alkin-Cycloaddition kurz CuAAC bezeichnet. Das
folgende Schema zeigt beispielhaft die Kupfer(I) vermittelte Synthese zwischen einem
Alkin 1 und einem Azid 2, die in der Bildung zweier regioisomerer Triazole 3a/3b

resultiert (Schema 1).

R. _N
R cuty NN N R
N\\Eji @+ R T > \§< +
N R' R'
1 2 3a 3b

Schema 1: Reaktion der Kupfer(I)-katalysierten 1,3-dipolaren Azid-Alkin-Cycloaddition und
Bildung der korrespondierenden Triazole.

1 E. M. Sletten, C. R. Bertozzi, Angew. Chem. 2009, 121, 7108-7133.

82 ¢c.pP. R Hackenberger, D. Schwarzer, Angew. Chem. 2008, 120, 10182-10228; Angew. Chem. Int. Ed.
2008, 47, 10030-10074.

8 5. 5. van Berkel, M. B. van Eldijk, J. C. M. van Hest, Angew. Chem. 2011, 123, 8968-8989; Angew.
Chem. Int. Ed. 2011, 50, 8806-8827.

% H. c Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew. Chem. 2001, 113, 2056-2075.

8 J.-F. Lutz, Angew. Chem. 2007, 119, 1036-1043.

% 3. A. Prescher, C. R. Bertozzi, Nature Chem. Bio. 2005, 1, 13-21.

7 E. M. Sletten, C. R. Bertozzi, Acc. Chem. Res. 2011, 44, 666-676.
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Die hohe Effizienz, per Definition (Gber 95% Ausbeute, bei milden
Reaktionsbedingungen und die hohe Toleranz gegentliber weiteren funktionellen Gruppen
haben den Click-Reaktionen zu ihrer auBerordentlichen Reputation verholfen. So wurden
in den letzten Jahren vermehrt Verknipfungen zwischen unterschiedlichsten

1.** entsprechen. Dabei

Funktionsgruppen entwickelt, die den Kriterien nach SHARPLESS et a
wird die CuAAC auf Grund ihrer hohen Reaktivitdt und Selektivitdt sehr haufig als
universale Ligationsmethode in den Polymer- bzw. Materialwissenschaften eingesetzt.®
Im Bereich der biomedizinischen Chemie finden Alkin-Azid-Cycloadditionen ebenfalls

besonderes Interesse,’®®””’® wobei hier Metall-freie Synthesen eine (bergeordnete

Bedeutung besitzen.®

Die potentielle Toxizitéat der Metalle auf Organismen ist ein
Ausschlusskriterium fir biomedizinische Anwendungen. Somit wurden auch im Falle der

Click-Chemie diverse Metall-freie Varianten entwickelt.”

1.5.2 Metall-freie 1,3-dipolare HUISGEN’sche Cycloadditionen

Die zwei verbreitetesten Ansdtze metallfreier Azid-Alkin-Cycloadditionen nutzen entweder
organisch  lésliche Dibenzo- oder Fluoro-substituierte Cyclooktine oder das
Oxanorbornadien-System welches vornehmlich in polaren Solventien anwendbar ist.*® Um
Metall-freie Cycloaddition zu ermdglichen, sind hoch reaktive Alkin- bzw. Alkenspezies
ndtig; ansonsten erniedrigen die Metalle die Aktivierungsenergien der Reaktionen. Ohne
den Einsatz von Katalysatoren wird dies durch die Absenkung des LUMOs eines
Reaktanten und/oder implementierter Ringspannung ermdglicht. Zu den beiden
bewdhrtesten Verbindungen gehdrt zum einen das Oxanorbornadien 6 und zum anderen
die hoch gespannten Fluor- oder Dibenzo-substituierten Cyclooktine 4 und 5. Schema 2
zeigt die genannten Derivate und die durch eine Azid-induzierte Cycloaddition erzeugten

Produkte in Form zweier regioisomerer Triazole.

% w. H. Binder, R. Sachsenhofer, Macromol. Rapid Commun. 2007, 28, 15-54.
89 3. C. Jewett, C. R. Bertozzi, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1272-1279.
c.R Becer, R. Hoogenboom, U. S. Schubert, Angew. Chem. 2009, 121, 4998-5006.
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Schema 2: Etablierte Methoden metallfreier 1,3-dipolarer Cycloadditionen.

Da in unserem Fall die Metall-freie Ligation an Biopolymeren im wassrigen System
durchgefihrt werden soll, liegt das Augenmerk auf dem Oxanorbornadien-System
entwickelt von VAN BERKEL et al.”* Dieses System ermdglicht Azid-induzierte
Cycloadditionen in Wasser, bei Raumtemperatur ohne jegliche Additive oder
Katalysatoren. Ferner werden keine toxischen Produkte gebildet. Die Chemoselektivitat
des Oxanorbornadiens gegentliber Aziden beruht auf einem vinylischen CFs-substituierten
Olefin. Die Trifluoromethylgruppe zieht Elektronendichte aus dem Olefin, wodurch dieses
von Nukleophilen angegriffen werden kann. Um eine persistente Stabilitat des Molekilils,
vor allem in wassrigen Medien zu gewahrleisten, wird das als Zwischenprodukt isolierte
CFs-substituierte Alkin in einer DIELS-ALDER Reaktion mit einem Furan in das
Oxanorbornadien-System 6 Uberfihrt.”” Das CF3-substituierte Alkin ist auf Grund seiner

Instabilitat unter atmosphdrischen Bedingungen in Wasser nicht direkt einsetzbar.

5. 5. van Berkel, A. J. Dirks, M. F. Debets, F. L. van Delft, J. J. L. M. Cornelissen, R.J. M. Nolte, F. P. J. T.
Rutjes, ChemBioChem 2007, 8, 1504-1508.
2y, Su, C. Kasper, A. Kirschning, G. Dréger, S. Berski, Macromol. Biosci. 2010, 10, 1028-1033.
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Schema 3: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Cycloaddition zwischen einem beliebigen
Azid und dem Oxanorbornadien-System nach RuTies und Mitarbeitern.”

Die Reaktion wird durch den chemoselektiven Angriff des nukleophilen 1,3-dipolaren
Azids an die elektronenarmste Doppelbindung ausgeldst, was zur Bildung eines Triazolin
Intermediates flhrt. Die Trifluoromethylgruppe ist folglich entscheidend fir die
Selektivitat. AnschlieBend lauft eine Retro-DieELs-ALDER Reaktion ab, in der Furan
freigesetzt und das Triazol als Produkt gebildet wird (Schema 3). Die Reaktion dhnelt
somit einem Additions-Eliminierungsmechanismus. Die Abspaltung des leichtfliichtigen
Furans zieht das thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion auf die Seite der
Produkte. Die gebildeten 1,2,3-Triazole kénnen in Form von zwei Regioisomeren 7a und

7b vorliegen (Schema 2).

1.5.3 Thio-Click Reaktionen

Neben der Kupfer-katalysierten Alkin-Azid Click-Chemie (CuAAC) zur Dekoration oder
dem Aufbau von Makromolekiilen gewinnt zunehmend eine abgewandelte Methode, die
Thio-Click Chemie gréBere Bedeutung.” Die Thio-Click Reaktion beruht auf der
Reaktivitat endstandiger Thiole, die unter moderaten Bedingungen in radikalisch oder
katalytischen Prozessen neue Bindungen knipfen kdénnen. Die hohe Nukleophilie der
Thioleinheit ermdglicht es, ein wesentlich breiteres Spektrum an Reaktionspartnern, im

Vergleich zur CuUAAC, fur die Ligation zu nutzen (Schema 4).

B C E Hoyle, A. B. Lowe, C. N. Bowmann, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1355-1387.
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R—S/\/R1

radikalisch
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Schema 4: Variationen diverser radikalischer und S&ure/Base oder Ubergangmetall-katalysierter
Thio-Click Reaktionen.

Radikalische Reaktionen in Gegenwart von Polymeren oder Proteinen kdénnen leicht zu
ungewinschten Nebenreaktionen, Umlagerungen oder zu Verdnderungen in der
Sekundérstruktur fihren. Reaktionen die unter Offnung von Epoxiden, Additionen an
Isocyanaten oder MICHAEL-Systemen ablaufen, bieten hingegen die Mdéglichkeit, gezielt
Bindung aufzubauen. Mit Blick auf Polymer-Peptid Biokonjugate ist die MICHAEL-Addition
in Form der Thio-Click Chemie deutlich gegeniber den Kupfer-katalysierten Alkin-Azid
Cycloadditionen zu favorisieren.” Radikalische Additionen an Alkine erweitern das
Repertoire zum Aufbau hochverbriickter Makromolekile zusétzlich.” Das nétige exo-
standige Thiol ist im natirlich vorkommenden Cystein intrinsisch vorhanden, dies
ermdglicht es, diese Aminosaure fir eine Ligation zu verwenden. Ferner lassen sich
Cysteine peptidisch an bereits vorhandene Aminosauresequenzen anknipfen, was ein
erleichtertes Einfihren der nétigen Thiolfunktion erméglicht. MicHAEL-Additionen kénnen
anschlieBend an elektronenarme Verbindungen wie 1,2-Dehydroalanin oder
methacrylische Verbindungen erfolgen.

Eine andere Variante, freie Thiole flir die Konjugation einzusetzen, ist die Bildung von
Disulfidbricken. Ein weiterer Vorteil ist das einstellbare Gleichgewicht dieser Reaktion,
welches in Folge oxidativer oder reduktiver Bedingungen bewusst auf die Seite der freien
Thiole 8 oder der Disulfide 9 verschoben werden kann. Eine Mdglichkeit, Disulfide
irreversibel zu bilden kann durch Einsatz von 2-Thiopyridin 10 erreicht werden, da in
diesem Fall das entstehende Pyridin-2-thion 11 dem Gleichgewicht entzogen wird
(Schema 5).

™ D. Konkolewic, A. Gray-Weale, S. Perrier, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 18075-18077.
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Schema 5: Gleichgewicht zwischen den freien Thiolen 8 und dem Disulfid 9, welches unter Einsatz

R;-SH + Ry-SH

HS-R,

von 2-Thiopyridin 10 irreversibel auf die Seiten der Disulfide 9 verschoben wird.

1.5.4 Kondensationsreaktionen

Eine weitere Option, Konjugate zu generieren, ist mit der ausgepragten Nukleophilie von
stickstoffhaltigen Funktionen, wie die der Amine 12 oder Hydrazide 13 verbunden.®” Die
auBerst hohe Nukleophilie ermdéglicht es, z.B. carbonylische Kohlenstoffe, wie Aldehyde
14 oder Ketone unter Wasserabspaltung anzugreifen. Die in diesen
Kondensationsreaktionen gebildeten Imine 15 bzw. Hydrazone 17 kénnen darauffolgend
unter reduktiven Bedingungen in die korrespondierenden Amine 16 bzw. Alkylhydrazide
18 Uberfihrt werden (Schema 6). Da jede Peptidsequenz einen N-Terminus besitzt, ist

diese Art der Verknipfung bei peptidischen Verbindungen ebenfalls elegant zu

realisieren.
0] -H,O Red H
R)J\H + HoN-R;, R\éN\R1 —>[ ) R\/N\R1
14 12 15 16
0 N MO \Nr [Reqy HNTR
JUU +# HNTTR, i Bt
R H R H R H
14 13 17 18

Schema 6: Stickstoff-getriebene Ligationen durch Bildung von Iminen 15 bzw. Hydrazonen 17 mit
nachfolgender Reduktion in die korrespondieren Amine 16 bzw. Hydrazide 18.

Die reduktive Alkylierung Uber die ScHIFF sche Base 15 stellt eine elegante und
effiziente Technik dar, um gezielt Ligationen an e-Aminogruppen des Lysins, vor allem in
komplexen Proteinen, zu realisieren.® Die Bildungen von Hydrazonen wurde ebenfalls als
Konjugationstechnik eingesetzt; in dem beschriebenen Fall als Labeling Strategie flr

Radiopharmazeutika.”

"o Ganguly, B. B. Kasten, D.-K. Bucar, L. R. MacGillivray, C. E. Berkman, P. D. Benny, Chem. Comm.
2011, 47, 12846-12848.
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1.5.5 Multiple Click-Reaktionen: Sequenzieller und doppelter Click

Click-Reaktionen haben, wie in Kapitel 1.5.1 erlautert, die Variantionsbreite der
makromolekularen Chemie weitgehend revolutioniert.®® Auf Grund der hohen Diversitat

dieser Reaktionen,®

wurden folgerichtig mehrere Click-Prozesse parallel oder in Reihe
geschaltet (Schema 7).” Diese als orthogonale Click-Click beschriebenen Reaktionen
erweitern das Repertoire des synthetischen Chemikers und ermdglichen einen eleganten
Aufbau &uBerst komplexer Molekile.” Mit Hilfe des Sequential-Click Ansatzes konnten
bereits multifunktionelle, drei-dimensionale Geriistmaterialien flr das tissue engineering

hergestellt werden.””"®

In den genannten Beispielen wurden zellkompatible RGD-
dekorierte Hydrogele durch Symbiose metallfreier Triazolsynthesen, radikalischer Thio-
En-Click Reaktionen und photochemischen Esterspaltungen aufgebaut.” Die durch
Tageslicht induzierte Thio-Click Reaktion gepaart mit dem UV-induzierten Polymerabbau
ermoglichen es, bioaktive Hydrogele in jeder erdenklichen Form und Struktur zu
generieren. Entscheidend flir den gezielten Auf- oder Abbau des Netzwerkes war die
Verwendung der 2PP-Lasertechnik.*® Die Kombination von Click Reaktionen mit gezielter
Schutzgruppentechnik ermdéglicht ferner den sequentiellen Aufbau Peptid-basierter

polyfunktionaler Biomolekiile.”

A)

O D@ T D@
; @

"Cllck 1"

@z+% = e
@

Schema 7: Multiple-Click Reaktionen durchgefiihrt als A) Sequentieller Click und B) Triple Click

Ansatz.

M. Malkoch, R. J. Thibault, E. Drockenmuller, M. Messerschmidt, B. Voit, T. P. Russell, Craig J. Hawker, J.
Am. Chem. Soc. 2005, 127, 14942-14949.

" C. A. DeForest, K. S. Anseth, Nature Chem. 2011, 3, 925-931.

8 C. A. DeForest, B. D. Polizzotti, K. S. Anseth, Nature Mater. 2009, 8, 659-664.

V. Aucagne, D. A. Liegh, Org. Lett. 2006, 8, 4505-4507.
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Simultan ablaufende Click Reaktionen werden als Double-Click®® oder als Triple-Click®
bezeichnet, und zwar abhéangig von der Zahl der beteiligten Reaktanten. Sie erlauben den
Aufbau komplexer, definierter biomolekularer Strukturen in Eintopf-Synthesen. Da in
diesen Fallen die Reaktionen parallel erfolgen, werden diese Verbindungen &duBerst
effektiv und elegant aufgebaut. Um einen simultanen Reaktionsablauf zu ermdglichen, ist
es essentiell, dass alle beteiligten Reaktionen chemoselektiv erfolgen. Vor kurzem
verdffentlichten GALIBERT et al. die Synthese eines anspruchsvollen RGD-Verbundes
mittels eines Triple-Click Prozesses.?* In den einzelnen Konjugationen gelang es, die
Synthesen von Oximen, Thioethern und Triazolen orthogonal durchzufiihren. In einem
ahnlichen Ansatz wurden eine Kupfer-katalysiere Alkin-Azid-Cycloaddition und eine

Oximreaktion in paralleler Weise durchgeftihrt.®

1.6 Die RGD Aminosaurensequenz als Zelladhasionsfaktor

Die peptidische Arginin-Glycin-Asparagin RGD-Sequenz vermittelt die Adhdsion von
Zellen an extrazellulare Matrices.®*® Grundlage fur die Adhd&sion ist die Eigenschaft der
RGD-Sequenz mit den Integrinen der Zellmembran, entsprechend einer Rezeptor-
Substrat-Erkennung, zu interagieren. Dies ist nach neuesten Erkenntnissen sogar im
Falle von Stammzellen moglich.* Die Integrine, die sich an der &uBeren Zellmembran
befinden, koordinieren dabei an die cyclische RGD-Sequenz Uber nicht kovalente
Wechselwirkungen (Abb. 7). Somit fungiert die cyclische Aminosauresequenz als
Rezeptor. Kristallstrukturen von Integrin aVB3 komplexiert mit cyclischen RGD-
Sequenzen aus extrazellularen Regionen zeigen, dass Arginin und Asparagin die

Schlisseleinheiten fir eine erfolgreiche Erkennung sind.*’

8 M. R. Karver, R. Weissleder, S. A. Hilderbrand, Angew. Chem. 2012, 124, 944-946; Angew. Chem. Int.
Ed. 2012, 51, 920-922.

8 x. Deng, C. Friedmann, J. Lahann, Angew. Chem. 2011, 123, 6652-6656; Angew. Chem. Int. Ed. 2011,
50, 6522-6526.

81 Willems, N. Li, B. I. Florea, M. Ruben, G. A. van der Marel, H. S. Overkleeft, Angew. Chem. 2012,
124, 4507-4510.

8 M, Galibert, O. Renaudet, P. Dumy, D. Boturyn, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 1901-1904.

8 M. Galibert, P. Dumy, D. Boturyn, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 2576-2579.

8 E. Ruoslathi, M. D. Pierschbacher, Science, 1987, 238, 491-497.

8 3.Yu, K. T. Du, Q. Fang, Y. Gu, S. S. Mihardja, R. E. Sievers, J. C. Wu, R J. Lee, Biomaterials 2010, 31,
7012-7020.

87 3.-p. Xiong, T. Stehle, R. Zhang, A. Joachimiak, M. Frech, S. L. Goodman, M. A. Arnaout, Science 2002,
296, 151-155.
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Abb. 7: Ausschnitt einer Kristallstruktur der extrazelluldren Region des Integrins aVpB3 komplexiert
|.87

mit dem cyclischen Pentapeptid Arg-Gly-Asp-D-Phe-N(Me)-Va

Die Abbildung zeigt, dass sich das Pentapeptid (Orange) zwischen den Schnittstellen
der aV- (Rot) und B3- (Griin) Untereinheiten des Integrins befindet. Nur drei (Asp-Gly-
Arg) der finf Aminosauren des Peptides bilden signifikante Kontakte mit dem Integrin
aus. Die Asparagineinheit ist zudem Uber eines von drei Mangan(II)-Ionen (Rosa) mit der
B3 (Grin) Untereinheit koordiniert.

Die entscheidenden Wechselwirkungen fiir den Erkennungsprozess beruhen nach BELLA
et al.® hauptsachlich auf intermolekularen  Wasserstoffbriicken und  der
Metallkoordination. Neben den essentiellen Wechselwirkungen der Asparagin- und
Arginin-Einheit, scheint die zentrale Glycineinheit in sehr engem Kontakt mit den
weiteren Resten des Integrins zu stehen und somit Uber van-der-WaALs

Wechselwirkungen eine Interaktion zu unterstitzen.

8 3. Bella, M. J. Humphries, BMC Struc. Biol. 2005, 5:4.
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2 Zielsetzung

Vorbemerkungen: Thematisch war die gesamte Arbeit in den Excellenzcluster REBIRTH -
FROM REGENERATIVE BIOLOGY TO RECONSTRUCTIVE THERAPY- eingebunden. Ziel war es, in enger
Abstimmung mit der Medizinischen Hochschule Hannover ,MHH" Polymere flr die
medizinische Anwendung maBzuschneidern. Die Polymere mussten eng definierte
biologische Funktionen erflillen und in einem medizinischen Umfeld gehandhabt werden
kdénnen. Der Einsatz der chemisch modifizierten Biopolymere fiir das myocardiale tissue
engineering wurde konkret in Kooperation mit JULIA DAHLMANN, Junior Forschungsgruppe
MYOCARDIALES TISSUE ENGINEERING (AG GRUH), erarbeitet. Innerhalb der Arbeitsgruppe
POLYMER DESIGN unter der Leitung von GERALD DRAGER wurden die Polysaccharide Alginat
und Hyaluronsdure, sowie die peptidische Gelatine fokussiert. Die Makromolekiile
Hyaluronsdure und Gelatine wurden in der Dissertation von LENA MOLLER bearbeitet,®

wahrend der Fokus in dieser Arbeit auf dem Biopolymer Alginat lag.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Praparation von Gerlstmaterialien fir
eine drei-dimensionale Zellkultivierung im (Rahmen des) tissue engineering. Dazu sollten
Biopolymere chemisch so verandert werden, dass sie die Bildung von Hydrogelen
ermadglichen. Diese Gele sollten entsprechend ihrer medizinischen Verwendung passende
physikalische Eigenschaften besitzen sowie eine hohe Biokompatibilitdt aufweisen. Die
physikalischen Charakteristika sind anhand mechanischer Messungen sowie an den
Quellraten zu bestimmen. Dariiberhinaus sind die biologisch-medizinischen Eigenschaften
in vitro und idealweise in vivo zu evaluieren. Neben der Entwicklung des chemischen
Zugangs zu Hydrogelen ist die Art der Bereitstellung zu optimieren. Letzteres beinhaltet
die Reinigung, Sterilisation und Portionierung der modifizierten Polymerkomponenten
bzw. der Gele fiir einen einfachen Einsatz im tissue engineering.

Als makromolekulares Grundgerist sollte das Biopolymer Alginat dienen. Die
molekulare Struktur des Polysaccharids sollte Uber chemische Modifizierungen der
monomeren Einheiten so verandert werden, dass im Folgenden Ligationen und
Vernetzungen maoglich werden (Abb. 8). Dies sollte durch eine gezielte Einflihrung neuer
Funktionalitaten oder reaktiver Zentren an oder in der Polymerkette erreicht werden. Das
Ziel, persistente Hydrogele in wassrigen Medien zu generieren, sollte Giber eine kovalente
Vernetzung der Polymerstrange erfolgen. Der Gelierungsprozess sollte dabei sowohl iber
radikalische wie auch Uber in situ ablaufende Verknipfungsreaktionen ermdglicht
werden, was jeweils adaquate Funktionalisierungen der Polymere erfordert. Auch sollte
die Konjugation bioaktiver Molekiile wie der RGD-Peptide an das Polysaccharid, in einer

moglichst bioorthogonalen Reaktionsfihrung, erfolgen.® Eine denkbare Ligationstechnik

8. Moller, Dissertation 2012, Leibniz Universitdt zu Hannover.
% R. K. V. Lim, Q. Lin, Chem. Comm. 2010, 46, 1589-1600.
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Zielsetzung

stellt die bereits etablierte Metall-freie 1,3-dipolaren Cycloaddition am Oxanorbornadien-
System dar.’*" Diese sollte ebenfalls am Biopolymer Alginat verifiziert, etabliert und im
Folgenden anhand von Modellreaktionen an Monosacchariden detailliert analysiert
werden. Dies wiirde die Reaktionsgeschwindigkeit sowie die Identifizierung der gebildeten
Reaktionsprodukte am Makromolekil betreffen.

E HN
bioorthogonale 0 on H,N >\\NH2
Ligation NS Po,c™ OH ( A'fg)
/CRGD Na 0,Ca_0._O K
OH HO: f (Lys)
N . O:Q‘/\EOH J;[,[\{ o}
a¥%0,c OH HO “COy Na —= OH -

G
Na 020 (Gly)

COz N& Alg (Phe)
O:(‘/‘\OH Ho/\g/’/o CF, d /7T
* * H
OH OH N ~NH COOH
kovalente Vernetzung 2 (Asp)

(¢} cRGD
Oxa

Abb. 8: Schematische Darstellung der angestrebten kovalenten Vernetzungs- wie auch
bioorthogonalen Ligationsstrategie (links) und die daflir zur Verfiigung stehenden Verbindungen
Natrium-Alginat Alg, das Oxanorbornadien-Derivat Oxa sowie das cyclische RGDfK-Pentapeptid
cRGD (rechts).

Im Anschluss sollten die Vernetzung- wie auch die Ligationstechnik in einer mdglichst
effektiven Strategie in Einklang gebracht werden. So sollte es mdglich sein, bioaktive
RGD-dekorierte Hydrogele in situ zu erzeugen, wobei die nétigen Polymerkomponenten
konvergent, Uber jeweils mdoglichst wenige Syntheseschritte orthogonal generiert
werden. Alle Reaktionen sollten dabei mdglichst maximal den biologisch-medizinischen
Anforderungen gerecht werden.

Im Rahmen der Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. I. GRuH, LEBAO
Medizinische Hochschule Hannover, sollte die Herstellung bioartifizieller Herzmuskeln
verfolgt werden. Fir dieses Vorhaben werden Hydrogele bendtigt, die als
GerlUstmaterialien fir eine dreidimensionale Gewebekultivierung verwendet werden
kdénnen. So sollten unterschiedliche Hydrogel-Systeme (ber die genannten synthetischen
Zugange hergestellt und biologisch evaluiert werden. Im Folgenden sollten ebenfalls
bioaktive RGD-dekorierte Hydrogele getestet werden. In beiden Fallen ist der gesamte
Prozess, von der Bereitstellung der gelierenden (dekorierten) Komponenten bzw. der
Gele bis zum schlieBlich gebildeten kinstlichen Herzmuskel zu optimieren. Dariber

hinaus ist die Implantation der Gele in vivo zu verfolgen.

5. s, van Berkel, A. J. Dirks, S. A. Meeuwissen, D. L. L. Pingen, O. C. Boerman, P. Laverman, F. L. van
Delft, J. J. L. M. Cornelissen, F. P. J. T. Rutjes, ChemBioChem 2008, 9, 1805-1815.
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3 Alginat als Biopolymer flur das tissue engineering
3.1 Allgemeine Vorbemerkungen

3.1.1 Biologisch-Medizinische Anforderungen

Die modifizierten Biopolymere sollen als Geriistmaterial fir Zellkulturen im Rahmen des
tissue engineerings eingesetzt werden. Demzufolge waren multiple Anforderungen an
Praparation, Funktionalisierung und medizinische Vertraglichkeit gestellt. Die
Gertstkorper sollten folgende Anforderungen erfillen:

a. individuell formbar,
chirurgisch implantierbar,
applikationsabhangige mechanische und physikalische Eigenschaften,
keine Toxizitatsprofile oder Chargenabhangigkeit,
frei von tierischen Bestandteilen,
als Implantat nicht immunogen,

hohe intrinsische Biokompatibilitat,

> Q "o a0 o

idealerweise kontrolliert abbaubar bzw. resorbierbar und
i. struktrurell-molekular definiert.
SchlieBlich sollte die gezielte Derivatisierung der Polymere auf chemischem Wege
maoglich sein, ohne die zuvor genannten Parameter zu beeinflussen bzw. wenn diese nur

vorteilhaft zu modifizieren.

3.1.2 Chemische Derivatisierung der Polymere (Syntheseplanung)

Auf Grund der in Kapitel 3.1.1 genannten biologisch-medizinischen Anforderungen
ergeben sich diverse Restriktionen in der Syntheseplanung. Der Einsatz toxischer
Reagenzien, sowie der Einbau nicht biokompatibler Substrate oder Funktionalitédten in das
Biopolymer waren zu vermeiden. Die Léslichkeit der kommerziell erwerblichen Alginate
ermadglicht lediglich Reaktionen in wassrigen Medien. Zudem ist die Wasserldslichkeit der
hergestellten Alginatderivate flir eine Anwendung im Bereich des tissue engineerings
essentiell. Diese Tatsache hat Einfluss auf mogliche Reaktanden und Reagenzien, da
diese hydratisierbar sein sollten, sich aber nicht in wassrigen Systemen zersetzen dtirfen.
Zu stark saure oder alkalische Bedingungen sollten zudem vermieden werden, da diese
zur Degradation der Biopolymere flihren kdnnten. Insgesamt sollten alle Reaktionen
unter madglichst physiologischen Bedingungen durchgefihrt werden, um die

Biokompatibilitat der Polymere zu erhalten.

3.2 Chemische Derivatisierung von Alginat

Alginate sind in Form von Alginsauren als ihre Natrium-, Calcium-, Kalium- oder

Ammonium-Salze oder in bereits modifizierter Form als Propylenglykolalginat
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kommerziell erhéltlich.* Hauptséchlich wird Alginat aber als Natriumsalz eingesetzt, da
dieses die groBte Wasserloslichkeit besitzt. Werden einwertige Kationen durch
zweiwertige ersetzt, bilden wdssrige Alginatlésungen umgehend Gele verschiedenster
Stabilitat aus (Kapitel 1.4.3 bzw. Kapitel 1.4.3.3).%*%® Da Alginate aus nativen Quellen
isoliert werden, variieren ihre Kettenldangen, in Abhdngigkeit von den jeweiligen
Standortfaktoren, stark. Entsprechend ihrer Molekulargewichtsverteilung werden sie in
vier unterschiedliche Kategorien gemaB ihrer Viskositat in Wasser eingeteilt und zwar in
sehr geringe, geringe, mittlere und hohe Viskositat. Die Loslichkeit in wassrigen
Systemen wird durch geringe Zusatze von organischen Solventien stark herabgesenkt. In
polaren Ldsungsmitteln wie Dimethylsulfoxid und Dimethylformamid sind Natrium-
Alginate vollstandig unldslich.

Im Folgenden werden verschiedene Ansatze der gezielten Modifizierung der
monomeren Einheiten beschrieben, so dass diese Derivate als Biomaterial flr das tissue

engineering eingesetzt werden kénnen.

3.2.1 Synthesen in wassrigem Medium

Entsprechend der in Kapitel 1.4.3.2 beschriebenen molekularen Struktur der monomeren
Einheiten lassen sich Modifizierungen vor allem Uber die Carbonsduren an C-6 oder die
vicinal standigen, sekundaren Alkohole an C-2/C-3 durchfiihren. Im alkalischen Milieu
konnen sowohl die sekundaren Alkoholate, wie auch das Carboxylat als nukleophile
Spezies agieren. Des Weiteren lasst sich der elektrophile Kohlenstoff der Carbonsaure
nukleophil angreifen. Die jeweiligen Ansatze, die Struktur des Polysaccharids zu
modulieren, werden in den folgenden Kapiteln 3.2.1.1 und 3.2.1.2 naher beschrieben.
Die Synthesen in wassrigem Medium wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, alle

mit Natrium-Alginat very low viscosity durchgefihrt.

3.2.1.1 Natrium-Alginat als nukleophile Spezies

Um die Reaktivitdt des Biopolymers als Nukleophil zu evaluieren, wurde dieses mit
verschiedenen Reaktanden unter variierenden Bedingungen umgesetzt. Dabei wurden
vor allem a,B-ungesattigte Reaktanten gewahlt, da die Protonen alkylischer, gesattigter
Verbindungen in den 'H-NMR Spektren sehr hdufig mit den Signalen des
Alginatrickgrates Uberlagern. In einem ersten Ansatz wurde Natrium-Alginat 19 in
wassrigem, alkalischen Milieu bis zur Homogenitat solvatisiert und mit Allylchlorid
umgesetzt (Schema 8, oben) Entsprechend einer Sy2-Reaktion sollten die jeweiligen
Ether- bzw. Esterderivate 20 des Alginats gebildet werden. Um zu Uberpriifen, ob sowohl
das Carboxylat wie auch die sekunddren Alkoholate eine ausreichende Nukleophilie
besitzen, wurde das Chlorid im Uberschuss eingesetzt. Ebenfalls wurden die polaren,

hydrolysestabilen Verbindungen Acrylsdaure und Methacrylsaure eingesetzt, die die
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entsprechenden gemischten Anhydride bzw. Ester 21 und 22 generieren sollten (Schema

8, unten).

. EE
® o Na ozc“ ; ) © o Rac 0,c"
-

Na O,C 0
f ’
o™ OH \ o™
—= —=

OH OH

19 20
OH

® o
ozc\‘ Na 0,C" OH

21 22
Schema 8: Umsetzung von Natrium-Alginat 19 mit Allylchlorid (oben), Acrylsdure oder
Methacrylsaure (unten) zu den jeweiligen Derivaten 20-22; a) DIPEA, H,0.

Die erfolgreiche Derivatisierung konnte 'H-NMR spektroskopisch nicht nachgewiesen
werden; es wurden keine olefinischen Signale detektiert. Modifizierungen, bei denen das
Polysaccharid als Nukleophil agierte, konnten auch durch Verdnderung der
Reaktionsbedingungen nicht nachgewiesen werden. Auch der Einsatz von Substraten wie
Acrylsaure oder Methacrylsaure flihrten zu keinem positiven Ergebnis.

Im Falle der sekunddren Alkohole an C-2 und C-3 kdnnte dieses auf die Bildung von
Wasserstoffbriicken mit dem Solvenz zurlickzuflihren sein, die die Nukleophilie weiter
herabsenken. Das vorliegende Carboxylat hingegen sollte auch in Wasser ein
ausreichendes Angriffspotential besitzen. Hier spielt jedoch die Reaktivitdt bzw. die
Léslichkeit der Reaktanden in wasserigem Milieu eine wichtige Rolle. Die Auswahl von
Substraten, die in Wasser eine adaquate Elektrophilie besitzen, ohne zuvor hydrolysiert
zu werden, ist stark eingeschrankt. Zudem ware die Bildung inter- und intramolekularer
Ester innerhalb bzw. zwischen den Alginatketten theoretisch mdéglich, da die sekundaren
Alkohole mit den Carboxylaten reagieren kénnten. Auf Grund der erhaltenen negativen
Resultate und der stark eingeschrankten Auswahl nicht hydrolysierbarer Substrate wurde

diese Route nicht weiter verfolgt.
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Einen erfolgreichen Ansatz, die sekundaren Alkohole des Polymers zu acetylieren,
zeigten SKIJAK-BRAEK et al. auf.®> Um hohe Substitutionsgrade zu erzielen, wurden die
Alginate zuvor mit Calcium geliert und diese anschlieBend in Gegenwart einer Mischung
aus Pyridin und Essigsdureanhydrid umgesetzt. Das Alginat agiert dabei als nukleophile
Spezies. Fir unsere Anspriiche war diese Reaktion jedoch nicht anzustreben, da die
Reaktionsfiihrung Uber die Gelierung des Polymers verlief. Reaktionen an gelierten
Alginaten haben zumeist inhomogene Substitutionsverteilungen zur Folge. AuBerdem
mussen im Anschluss die Gelkugeln wiederum vollsténdig gelost werden, was nicht
zwangsaufig quantitativ erfolgt.

Ein weitaus wichtigerer Aspekt von Veresterungen abzurlicken, ist die potentielle
Spaltbarkeit der Bindung in biologischen Systemen. Daher ist die EinfiUhrung von
Funktionalitaten, ,Spacern™ oder biologisch aktiven Molekiilen Gber Esterbindungen fir
medizinische Anwendungen des Alginats zu vermeiden. Grund hierfiir sind die ubiquitar
vorhandenen Esterasen in Organismen, die eine Spaltung der Bindungen auslésen

kénnen und damit die gewlinschten Derivatisierungen riickgéangig machen.

3.2.1.2 Alginat als elektrophile Spezies

Das Kohlenstoffatom des Carboxylats eignet sich auf Grund seiner Elektrophilie gut flr
die Reaktion mit nukleophilen Spezies. Um die Reaktivitdit zu erhéhen, wird die
Carboxylgruppe durch Einfiihrung einer guten Abgangsgruppe zusatzlich aktiviert. Dies

erfolgt haufig durch Bildung eines Aktivesters,®

welcher oftmals in situ gebildet und
direkt durch das eigentliche Nukleophil ersetzt wird. Auf Grund ihrer Funktionsweise
werden die eingesetzten Verbindungen zur Bildung dieser Aktivester auch als
Kupplungsreagenzien bezeichnet. Zu den gangigsten zahlen neben
N-Hydroxysuccinimidester, Imidoester und Maleimide, die Carbodiimide.** Die
bekanntesten  Vertreter der Carbodiimide sind das wasserldsliche 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid ,,EDC-HCI* und die organisch
I6slichen Derivate N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid ,DCC" oder N,N’-Diisopropylcarbodiimid
,DIC".®% Da Aktivester auf Carbodiimidbasis in Umlagerungen als Neben- oder

" wurden Additive entwickelt,

Zwischenprodukte Harnstoffe oder Oxazolone generieren,®
die diese Reaktion inhibieren. Zu diesen Co-Reagenzien gehéren z.B.

N-Hydroxysuccinimid ,NHS" oder 1-Hydroxybenzotriazol ,HOBt".* Diese Verbindungen

92 G. Skjak-Braek, S. Paoletti, T. Gianferrara, Carbohydr. Res. 1989, 185, 119-129.
9 A. El-Faham, F. Albericio, Chem. Rev. 2011, 111, 6557-6602.

% A. Sinz, J. Mass Spectrom. 2003, 38, 1225-1237.

% 5. S. Wong, Enzyme Microb. Technol. 1992, 14, 866-874.

% De Los, F. DeTar, R. Silverstein, J. Am. Chem. Soc. 1966, 88, 1020-1023.

% €. Auwera, M. J. O. Anteunis, J. Pept. Protein. Res. 1987, 29, 574-588.

% \W. Kénig, R. Geiger, Chem. Ber. 1970, 103, 788-798.
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unterbinden zusatzlich den Verlust der Stereoinformation in a-Position, was besonders
bei Peptidkupplungen von chiralen Aminosduren essentiell ist.

In wassrigen Solventien erfolgte die Aktivierung von Natrium-Alginat 19 ausschlieBlich
Uber die wasserldslichen Kupplungsreagenzien EDC-HCI und HOBt*H,O (Schema 9). Die
Bildung von Estern aus Carbonsauren unter diesen Bedingungen ist auch als KEck-
Reaktion bekannt.” Untersuchungen zur Stabilitdt der Aktivester 23 und 24 in Wasser
zeigten, dass sich in Gegenwart von EDC-HCI und HOBt*H,0 lediglich Verbindung 23
bildet. Das H-NMR Spektrum von 23 in D,O zeigte charakteristische Verschiebungen der
Methyl- und Methylen-Gruppen des EDC-Rests, wahrend aromatische Signale, die auf
Verbindung 24 schlieBen lassen, nicht identifiziert wurden.

*
*

1.08 ppm
o~ sOH . o
® o > ® o .
« NaO,C% ™Y OH
® eo gaozg 6 OH ) HN. © o0 .6 b)
Na
o OH
O’ OH
—= OH 5 = OH
23
19 N AN
/ /\ 3.20-3.11 ppm
2.88 ppm

Schema 9: Bildung des Aktivesters 23 bzw. 24 an der Carbonsdurefunktion des Alginats,

beispielhaft gezeigt am Mannuronsauremonomer; a) DIPEA, H,O, EDC HCI; b) HOBt*H,O.

Um gezielte Funktionalisierungen am Alginat zu erreichen, wurden auch Veresterungen
in wassrigem, alkalischen Milieu untersucht. Zur Bewertung wurden die primaren

Alkohole 5-Hexin-1-ol 25, 5-Azido-pentanol 26 und Allylalkohol 27 verwendet (Schema
10).

*

o OH R. o OH
OH © o
® © . a) W
NaO,C" > “OH
® o NaOC" " ~OoH o 20 H
Na 0,Ca__0O.__O —N\— R-o
o" OH
o) OH
—+—= OH * OH
19
R= é/\/\/%z R NS/\/\/\y,f W
25 26 27

Schema 10: Veresterungen des Alginats 19 mit den primaren Alkoholen 5-Hexin-1-ol 25, 5-Azido-
pentanol 26 und Allylalkohol 27; a) DIPEA, H,O, EDC-HCI, HOBt*H,0.

% E. P. Boden, G. E. Keck, J. Org. Chem. 1985, 50, 2394-2395.

29



Alginat als Biopolymer flir das tissue engineering

Diese besitzen allesamt charakteristische Funktionsgruppen, die einen eindeutigen
analytischen Nachweis der umgesetzten Alginate erlauben sollten. Erfolgreiche
Veresterungen konnten allerdings nicht nachgewiesen werden. Sowohl *H-NMR- als auch
IR-spektroskopische Untersuchungen zeigten keine charakteristischen Signale bzw.
Banden der eingesetzten Reagenzien. Vielmehr deuteten die erhaltenen H-NMR Spektren
darauf hin, dass das Alginat noch in Form des Aktivesters 23 (Schema 9) vorlag. Die
Aktivierung der Carbonsaure verlief somit erfolgreich; ein nukleophile Angriff der
Alkohole 25-27 blieb jedoch aus. Dies kénnte zum einen auf die geringe Loéslichkeit der
Substrate und zum anderen auf eine verringerte Nukleophilie der primaren Alkohole
durch Hydratisierung zurtickzuftihren sein.

Die erfolgreiche Veresterung des Carboxylats am Alginat mit Dodecanol beschrieben
hingegen YANG et al.'® Die Reaktionsfiihrung verlief sdurekatalysiert im organischen
Lésungsmittel bestehend aus Formamid und Dimethylformid unter Zugabe der
Kupplungsreagenzien EDC und DMAP. Die Durchfiihrung der Reaktion in organischen
Lésungsmitteln und die Problematik der installierten Esterbindung (Kapitel 3.2.1.1)
waren ausschlaggebend, diesen Ansatz nicht weiter zu nutzen.

Da primare Amine eine héhere Nukleophile als primare Alkohole besitzen, wurden diese
im Folgenden eingesetzt. Die Reaktivitdat verschiedener Amino-Verbindungen wurde in
wassriger, alkalischer Loésung unter Zusatz der Kupplungsreagenzien EDC-HCl und
HOBt*H,0 untersucht. Die Chemoselektivitat von 2-Amino-ethanthiol 28 wurde zuvor am
Testsubstrat  Propionsdure 29 unter identischen Bedingungen zur Alginat-
Funktionalisierung untersucht (Schema 11). Diese Reaktion sollte die Nukleophilie-

Reihung zwischen primarem Amin und primdrem Thiol bestimmen.

(0] 0]
(0] a)
SH
HN" S0+ \)kOH — H/\/SH + \)ks/\/NHz
28 29 30 31

Schema 11: Reaktion zwischen Propionsdure 29 und 2-Amino-ethanthiol 28; a) DIPEA, H,O, EDC-
HCI, HOBt*H,0.

NMR spektroskopische Analysen ergaben, dass das Thiol im Vergleich zum Amin das
stdarkere Nukleophil ist. Im Falle der Testreaktion wurde ein Verhaltnis des gebildeten
Thioesters 31 zum Amid 30 von 2:1 erhalten. Dieses Ergebnis war flir weitere Ansatze
im Bereich der Thiol-modifizierten Alginate zu berilcksichtigen (Kapitel 5.8.2). Die
angestrebten Amidierungen des Alginats wurden mit den Reagenzien Ethylendiamin, 3-
Azido-1-propanamin, 2-Amino-ethanthiol, 3-Buten-1-amin und Propargylamin
durchgefihrt (Schema 12).

19 3. Yang, W. He, Int. J. Bio. Macromol. 2012, 50, 428-431.
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OH OH
0 R. 0
® 0 | NH, ®0
® o NaOL Y ToH Na0C” ™ VoH
Na 0,Ca__O._O — 0.0
R-N
0" OH H o OH
— OH — OH

R= HN A~ s R= Ny " Re HS o
33

32 34

R= 2% R= \\/g

35 36
Schema 12: Amidierungen von Alginat mit Ethylendiamin, 3-Azido-1-propanamin, 2-Amino-
ethanthiol, 3-Buten-1-amin und Propargylamin 32-36; a) DIPEA, H,0, EDC-HCI, HOBt*H,O0.

Die Modifizierung des Alginats konnte per NMR- und IR-Spektroskopie erfolgreich
nachgewiesen werden. Im Falle von Propargylamin 36, 3-Buten-1-amin 35, 2-Amino-
ethanthiol 34 und Ethylendiamin 32 erfolgte dieses mit Hilfe der 'H-NMR Spektroskopie.
Das Spektrum von Alginat, funktionalisiert mit 3-Buten-l1-amin 35, zeigte
charakteristische Protonensignale im Bereich von 5.10 ppm bis 5.90 ppm, wahrend mit
Propargylamin 36, 2-Amino-ethanthiol 34 und Ethylendiamine 32 derivatisierte Alginate
charakteristische Peaks der Methyleneinheiten im Bereich von 1.80 ppm bis 3.60 ppm
aufwiesen. Die Umsetzung mit 3-Azido-1-propanamin 33 konnte eindeutig mittels IR-
Spektroskopie nachgewiesen werden, da hier eine charakteristische Azid-Schwingung bei
2100 cm™! detektiert wurde.

Diese Resultate zeigten, dass die Derivatisierung des Alginats Uber den nukleophilen
Angriff primarer Amine maoglich ist. Die peptidischen Bindungen wurden jeweils unter
Zusatz der Kupplungsreagenzien EDC-HCI und HOBt*H,O unter basischen Bedingungen
gebildet. Vergleichbare Resultate unter Einsatz anderer Kupplungsreagenzien zeigen die
Veroffentlichungen von POLYAK et al.’® und GoMEz et al.*® Ferner besteht fir Amide nicht
die stete Gefahr, im Organismus enzymatisch degradiert zu werden. Somit konnte eine
persistente Bindung kreiert werden, die flir die geplante medizinische Verwendung der

modifizierten Alginate geeignet ist.

Die erfolgreiche Bindung der primaren Amine bietet nun die Mdglichkeit, Verbindungen
die per se Aminogruppen beinhalten, direkt an das Alginat zu binden. Die wichtigsten

Vertreter der Klasse von Aminoverbindungen sind die natlrlichen Aminosauren.

191 B. polyak, S. Geresh, R. S. Marks, Biomacromol. 2004, 5, 389-396.

192 ¢.G. Gomez, G. Chambat, A. Heyraud, M. Villar, R. Auzely-Velty, Polymer 2006, 47, 8509-8516.
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Entsprechend der beschriebenen Reaktivitat der Alginate sollte eine Konjugation der
Peptide Uber deren N-Terminus direkt moéglich sein. Die erfolgreiche Funktionalisierung
von Natrium-Alginat 19 mit linearen sowie zyklischen RGD-Peptiden unter Verwendung
von EDC-HCl und NHS wurde von MoOONEY und Mitarbeitern bereits gezeigt (Schema
13).10%104

* *

0 OH 0 OH o OH
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Schema 13: Synthese des RGD-Alginat Konjugats 37; a) DIPEA, H,0, EDC-HCI; b) NHS.'%

Generell ist eine Konjugation der RGD-Peptide analog zur Kupplungsstrategie nach
RoOwWLEY et al.'® jedoch zu vermeiden. Der Nachteil dieser Strategie ist mit der
vorhandenen Asparaginsaure in der Peptid-Sequenz zu begriinden. Werden
Kupplungsreagenzien verwendet, kénnen diese ebenfalls die Carbonsaurefunktion der
Asparaginsaure zum Aktivester umsetzen. Dieses wirde zum einen die Ausbildung eines
B-turns im Peptid verhindern, da die nétigen Wasserstoffbriicken durch den sterischen
Anspruch des Aktivesters nicht gebildet werden k&énnen. Dieser pg-turn ist flr die
biologische Aktivitat des Peptides jedoch essentiell. Zum anderen wirde die
Komplexierung biologisch essentieller Kationen unterdriickt werden. Die Bindung eines
Mangan-(II)-Kations zwischen den Aminosauren des Integrins Ser123, Serl121, Glu220
und dem Carboxylat des Asparagins ist essentiell fur ein erfolgreiches Docking.’” Aus
diesen Griinden ist eine Derivatisierung der Asp-Einheit auszuschlieBen, da andernfalls
die Rezeptoraffinitdt des RGD-Peptides wesentlich beeinflusst ware.®

Obgleich die Verwendung von Kupplungsreagenzien nicht empfehlenswert ist, wurde
die Synthese von ROWLEY reproduziert.'® Als einfaches Peptid-Synthon wurde das
Lysinderivat 38 gewahlt, in dem sowohl der N- wie auch der C-Terminus geschiitzt
vorliegen. Die e-stdandige Aminogruppe eines Lysins sollte zu einem spateren Zeitpunkt
fir die Ligation des cRGDfK 81 dienen, so dass 38 als geeignetes Modellsystem
verwendet wurde. Unter den bereits studierten Bedingungen (Schema 12) wurde das

Lysin-Alginat Konjugat 39 synthetisiert (Schema 14)

133, A Rowley, G. Madlambayan, D. J. Mooney, Biomaterials 1999, 20, 45-53.

104 4. Park, S.-W. Kang, B.-S. Kim, D. J. Mooney, K. Y. Lee, Macromol. Biosci. 2009, 9, 895-901.
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Schema 14: Herstellung des Lysin-Alginat Konjugats 39; a) DIPEA, H,O, EDC-HCI, HOBt*H,O.

Der Nachweis fir die Bindungsknlipfung wurde nach Dialyse und Lyophilisation mit
Hilfe der H-NMR Spektroskopie erbracht. In Verbindung 39 konnten die Signale des
Methylesters, der Boc-Schutzgruppe und der Alkylkette identifiziert werden. Auch fanden
sich mit geringer Intensitat Signale die dem EDC-Aktivester 23 zuzuordnen sind, welche
auf nicht vollstandigen Umsatz deuten. Damit lieB sich das Biokonjugat 39 entsprechend

den Angaben von ROWLEY et al.*® erfolgreich herstellen.

3.2.2 Synthesen in organischen Medien

Die Ldslichkeit von Alginat in polaren, organischen Solventien wird durch den Austausch
der Natrium-Kationen im Alginat 19 mit Tetrabutylammonium-Ionen (TBA) erreicht. Die
aliphatischen Butylreste des Tetrabutylammonium-Kations liefern die nétige Lipophilie,
um das Alginat in organischen Solventien wie DMSO oder DMF lI6slich zu machen. Der
Kationenaustausch wurde durch Einsatz eines mit Tetrabutylammoniumbromid beladenen

Ionentauscher-Harzes erreicht (Schema 15).

H
o OH o (0]
®0 - ® O -
©0 Na O,C T OH a) ® o TBA O,C : OH
Na O,C 0O —> TBAOC 0._0
O:(‘IOH O:KP:OH
* OH * OH
19 40

Schema 15: Synthese von TBA-Alginat 40 durch Ionenaustausch; a) Amberlite IR-120,
Tetrabutylammoniumbromid, H,0.

Der erfolgreiche Kationenaustausch konnte tiber 'H-NMR spektroskopische Messungen
ermittelt werden. Die Signale der Butylreste des Ammonium-Ions fanden sich bei hohem
Feld von 6= 3.21 ppm, 1.70-1.59 ppm, 1.41-1.32 ppm und 0.94 ppm. Ferner war das
hergestellte TBA-Alginat 40 in DMF und DMSO I|8slich. Diese gewlinschte Ldslichkeit wird

allerdings nur bei vollstandigem Ionenaustausch zu den Ammonium-Salzen erreicht. Die
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Reaktivitat des TBA-Alginats 40 in organischen Solventien wurde in Analogie zu den
bereits beschriebenen Amidierungen (Kapitel 3.2.1.2) untersucht. Unter Zusatz der
organisch |6slichen Kupplungsreagenzien DCC bzw. DIC wurde TBA-Alginat 40 in DMSO
sowohl mit 2-Amino-4-chlorophenol 41 als auch mit 3-Azido-1-propanamin 42 und

Propargylamin 43 umgesetzt (Schema 16).
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Schema 16: Reaktion von 2-Amino-4-chlorophenol 41, 3-Azido-1-propanamin 42 und
Propargylamin 43 mit TBA-Alginat 40 im organischen Ldsungsmittel in die korrespondierenden
Derivate; a) DIPEA, DMSO, DCC bzw. DIC, NHS.

Die charakteristischen Funktionsgruppen der Alginatderivate 41-43 sollten mittels
NMR- oder IR-Spektroskopie bestimmt werden, was durch Probleme ihrer Léslichkeit in
D,0 und DMSO-d¢ aber verhindert wurde. Auch die nach der Dialyse gegen wassrige
Natriumchlorid-Lésung erhaltenen Natrium-Salze zeigten nicht die gewlinschte
Loslichkeit. Die Detektion der Azidofunktionalitat in 42 Uber die IR-Spektroskopie gelang
ebenfalls nicht, da sich keine Banden im Bereich von 2100 cm™ fanden. Im Vergleich zu
diesen Ergebnissen, konnten VALLEE et al.’® und BABAK et al.'® Derivatisierungen von
TBA-Alginat erfolgreich in organischen Ldésungsmitteln durchfiihren. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden keine weiteren Untersuchungen unternommen, da eine gute Léslichkeit
der Alginatderivate in Wasser fir Anwendungen im Bereich des tissue engineerings
essentiell ist. Die gewlinschte Ldslichkeit konnte aber auch durch intensives Dialysieren
der TBA-Alginate gegen eine hochkonzentrierte NaCl-Lésung nicht erreicht werden.
Deshalb wurde von der Derivatisierung des Alginats in organischen Solventien Abstand

genommen.

105 F, Vallée, C. Muller, A. Durand, S. Schimchowitsch, E. Dellacherie, C. Kelche, J. C.Cassel, M. Leonard,

Carbohydr. Res. 2009, 344, 223-228.
%y, G. Babak, E. A. Skotnikova, I. G. Lukina, S. Pelletier, P. Hubert, E. Dellacherie, J. Colliod Interface Sci.
2000, 255, 205-210.
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4 Radikalisch photovernetzbare Hydrogele

Photoinduzierte Vernetzungen finden vornehmlich Anwendung in radikalischen
Kettenpolymerisationen. Radikalische Polymerisationen verlaufen sehr schnell und fiihren
zu Polymeren mit hohen Molekulargewichten, oft in Korrelation mit groBen
Polydispersitaten in Folge multipler, nicht zu steuernder Umlagerungen.

Die hohen Verzweigungsraten lassen sich flr die Herstellung von engmaschigen
Polymernetzwerken im Bereich der biomedizinischen Chemie nutzen.”* Daflur werden
native Biopolymere mit photoaktiven Funktionalitdten versehen. Die radikalische
Vernetzung dieser modifizierten Biopolymere in Wasser fiihrt anschlieBend dazu, dass die
eigentlich wasserléslichen Biopolymere, unlésliche Festkdrper, sogenannte Hydrogele,
bilden. Auf Grund der sehr schnell ablaufenden Kettenpolymerisation erfolgt die
Hydrogelierung innerhalb sehr kurzer Zeit. Fir biomedizinische Anwendungen kann die
Praparation der Hydrogele sowohl in vivo als auch ex vivo erfolgen.”> Wegen der sehr
kurzen Gelierungszeit und der hohen Stabilitat der geformten Gele werden diese haufig
fur das tissue engineering verwendet."”’ Die Herstellung der Gele ex vivo ermdglicht das
Urformen entsprechend der gewahlten Negativform, wahrend die Vorteile der in vivo
gebildeten Gele in einem nur minimal invasiven Eingriff liegen. Je nach
Operationsmethodik kdénnen somit individuelle Hydrogel-Implantate fir die jeweilige
Indikation generiert werden.

Um eine radikalische Vernetzung zu erwirken, sind funktionelle Gruppen, meist mit
ungesattigten Elementen noétig, die nach Zugabe eines Radikalstarters und energiereicher
Bestrahlung die Polymerisation ermdglichen. Haufig werden methacrylische Vorlaufer
eingesetzt, mit denen die Biopolymere zuvor funktionalisiert werden. Problematisch ist
die Durchfihrung radikalischer Polymerisationen in Gegenwart lebender Zellen. Die
sowohl wahrend des Radikalstarts als auch beim Kettenwachstum vorliegenden,
hochreaktiven, radikalischen Spezies kdénnen mit den vorliegenden Zellen reagieren.
Vornehmlich kann extrazellular die Glykokalix der Zellmembran und trans- oder
intrazellulare Proteine oder die DNA angegriffen werden.'® Diese Interaktionen kénnen zu

ungewollten Mutationen oder zur Apoptose der Zellen fihren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die radikalischen Kettenreaktionen durch Zugabe des
wasserléslichen Radikalstarters Irgacure 2959 ausgelost. Die Biokompatibilitat des
Radikalstarters wurde an diversen mammalischen Zelllinien bereits eingehend

untersucht.'® Dabei wurde eine minimale Toxizitdt in Abh&ngigkeit der eingesetzten

197 3. L. Ifkovits, J. A. Burdick, Tissue Eng. 2007, 13, 2369-2385.

N. E. Fedorovich, M. H. Oudshoorn, D. van Geemen, W. E. Hennink, J. Alblas, W. J. A. Dhert, Biomaterials
2009, 30, 344-353.
199 ¢, G. Williams, A. N. Malik, T. K. Kim, P. N. Manson, . H. Elisseeff, Biomaterials 2005, 26, 1211-1218.
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Konzentration der Verbindung identifiziert. Zusatzlich wurde der Einfluss von Irgacure

2959 auf Stammzellen untersucht.'®®

Die Fahigkeit zur Differenzierung wurde bei
multipotenten Bindegewebszellen nicht beeinflusst, wohingegen Einflisse auf die Vitalitat

und das Proliferationsverhalten festgestellt wurden.

4.1 Synthese photovernetzbarer Alginat-Derivate

Um das Alginat 19 radikalisch in Wasser zu vernetzen, musste dieses zunachst mit
Methacrylat funktionalisiert werden. In Anlehnung an eine Vorschrift von JEON et al.,**°
wurde als wasserlésliche, methacrylische Verbindung 2-Aminoethylmethacrylat-
Hydrochlorid ,AEMA"™ gewahlt. Unter Verwendung der Kupplungsreagenzien EDC-HCI und
HOBt*H,0O konnte diese im wassrigen Milieu kovalent an das Polysaccharid gebunden
werden. Dabei bewdhrte sich die Strategie, Substrate per Amidierungen an der C-6
Carbonsaure des Polysaccharids einzuflihren (Kapitel 3.2.1). Die Reaktion wurde sowohl
im basischen als auch im gepufferten Millieu (MES-Puffer, pH-Bereich 5.0-7.5)
durchgefiihrt. Neben Natrium-Alginat 19 wurde auch das kommerziell erwerbliche

Propylenglykol-Alginat 46 eingesetzt (Schema 17).
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Schema 17: Funktionalisierung von Natrium- 19 und Propylenglykol-Alginat 46 mit AEMA 44; a)
DIPEA, EDC-HCI, HOBt*H,0, H,O0.

In beiden Fallen konnte die erfolgreiche Funktionalisierung per *H-NMR Spektroskopie

nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit den von JEON et al. beschriebenen

110

Ergebnissen, konnte der Belegungsgrad in Abhdngigkeit von den eingesetzten

10 o, Jeon, K. H. Bouhadir, J. M. Mansour, E. Alsberg, Biomaterials 2009, 30, 2724-2734.
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Aquivalenten an ,AEMA" 44 eingestellt werden. Ferner wurde festgestellt, dass mit
steigender Menge an ,AEMA" der Umsatz abnahm.

Wegen der besseren Loslichkeit des Natriumderivates 19 im Vergleich zum
Propylenglykolderivat 46 wurden alle weiteren Untersuchungen mit dem Natriumsalz 19
durchgefihrt. Insgesamt wurden in neun verschiedenen Synthesen 0.2 bis 2.0
Aquivalente ,AEMA" eingesetzt (Tabelle 1 und Tabelle 2). Die Belegungsraten der
modifizierten Alginate 45 wurden mit Hilfe der 'H-NMR-Spektren bestimmt (Abb. 9).
Daflir wurden die Intensitaten der charakteristischen Methacrylatsignale (o= 6.15 ppm
und 5.76 ppm) in das Verhaltnis zum Alginatrickgrat (d= 4.95-3.60 ppm) gesetzt.

Die Funktionalisierung von Alginat mit Aminoethylmethacrylat unter Zugabe der
Kupplungsreagenzien EDC und NHS fithrte zu identischen Ergebnissen laut *H-NMR
Daten."®™ Dariiber hinaus wurden Signale bei &= 2.90 ppm, 1.35 ppm und 1.10 ppm
detektiert, die verbliebenen, nicht substituierten EDC-Resten des Aktivesters 23

zuzuordenen sind.
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Abb. 9: 'H-NMR Spektrum des methacrylierten Alginats 45 in D,0, Umsetzung mit 1.2
Aquivalenten ,AEMA".

1o, Jeon, D. S. Alt, S. M. Ahmed, E. Alsberg, Biomaterials 2012, 33, 3503-3514.
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4.2 Herstellung von Hydrogelen Uber radikalische Vernetzung

Werden die methacrylierten Biopolymere Alginat, Hyaluronsdaure und Gelatine in
wassrigen Medien radikalisch vernetzt, so resultiert dieses in der Bildung stabiler
Hydrogele. Dabei wurden die einzelnen Polysaccharid- bzw. Polypeptidketten zu einem
engmaschigen, wasserunldslichen Netzwerk verbunden. Die Kettenreaktion wird durch
den Zerfall des Radikalstarters in Folge einer kurzzeitigen Bestrahlung mit kurzwelligem,
ultraviolettem Licht eingeleitet. Als wasserléslicher Radikalstarter wurde 2-Hydroxy-1-[4-
(hydroxyethoxy)phenyl]-2-methyl-1-propanon 48 ,Irgacure 2959" eingesetzt und die
Auswirkung unterschiedlicher Konzentrationen auf die Stabilitdt der Hydrogele
untersucht. Dazu wurden Polymerisationen in Wasser im Konzentrationsbereich von 0.1
bis 2.0% durchgefiihrt, wobei sich eine 1%ige wassrige Irgacure-Lésung als ideale
Konzentration erwies. Als optimale Polymerkonzentration zur Bildung stabiler Hydrogele
wurde ein Wert von 0.3% flr die methacrylierten Alginate 45 bestimmt. Die Praparation
der Gele erfolgte in lichtdurchlassigen Culturewells” mit Durchmessern von 0.3 mm bis

0.9 mm.

4.2.1 Hydrogele aus methacryliertem Alginat

Die in Wasser geldsten, methacrylierten Alginatderivate 45 sollten unter UV-Bestrahlung,
in Gegenwart von Irgacure 2959, Hydrogele bilden. Der Einfluss unterschiedlicher
Methacrylat-Belegungsraten von 45 auf die Stabilitét der Gele wurde ebenfalls
untersucht.

Schema 18 zeigt den Verlauf der radikalischen Kettenreaktion fiir die methacrylierten
Alginate. Unter Bestrahlung mit energiereichem, kurzwelligem Licht wird der
Radikalstarter 48 homolytisch in ein Carboxy- und ein Acyl-Radikal gespalten (Schema
18, Schritt I). Das duBerst reaktive Acylradikal reagiert nun mit der a,B-ungesattigten
Esterfunktion des Alginats 45. Diese Addition I6st eine homolytische Bindungsspaltung im
Olefin aus und generiert eine weitere radikalische Spezies 49 (Schema 18, Schritt II).
Dieser Schritt stellt die Initilerung der Kettenreaktion dar. AnschlieBend erfolgt das
Kettenwachstum durch Addition des Radikals 49 an weitere methacrylierte Alginate 45
(Schema 18, Schritt III). Die Multiplikation des letzten Schrittes resultiert in der Bildung
eines engmaschigen Netzwerkes 50 und damit in der Gelierung des Polymers. Der
Mechanismus der radikalischen Kettenreaktion basiert auf den Vorschlagen von JEON et

al.**®* und BoNINO et al.**?

M2 ¢ A Bonino, J. E. Samorezov, O. Jeon, E. Alsberg, S. A. Khan, Soft Matter 2011, 7, 11510-11517.
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Schema 18: I) Zerfall des Radikalstarters Irgacure 2959 48; II) Ausldsen der Kettenreaktion mit
methacryliertem Alginat 45; III) Verlauf der Kettenreaktion zwischen den einzelnen Alginatketten;
a) H,0, hv; b) H,0.

Die hergestellten Hydrogele wurden lyophilisiert und unter Lichtausschluss gelagert.
Die Bedingungen zur Erzeugung der Gele wurden durch Variation unterschiedlicher
Parameter optimiert. So wurde der Belegungsgrad von 45 durch die Zugabe von
unterschiedlichen Aquivalenten an Aminoethylmethacrylat 44 variiert (Kapitel 4.1). Die
so erhaltenen, modifizierten Alginate wurden 'H-NMR-spektroskopisch untersucht und die
Léslichkeit in Wasser getestet. Die Modifizierungen wurden sowohl flr low-viscosity (My
> 100.000 g/mol), als auch fiur very low-viscosity (My < 100.000 g/mol) Natrium-Alginat
19 durchgefiihrt. Die photochemische Vernetzung der 0.3%igen Polymerlésungen

erfolgte in Culturewells” durch 10 miniitige UV-Bestrahlung.
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Tabelle 1: Umsetzung von Jow-viscosity Natrium-Alginat 19 mit Aminoethylmethacrylat 44.

Aquivalente ,AEMA" Loslichkeit in H,O Hydrogel-Bildung
2.00 unléslich nicht méglich
1.50 I6slich maoglich
1.00 I6slich maoglich
0.50 I6slich maoglich
0.45 I6slich maoglich
0.20 I6slich nicht méglich
0.23 I6slich nicht méglich

Tabelle 2: Umsetzung von very-low-viscosity Natrium-Alginat 19 mit Aminoethylmethacrylat 44.

Aquivalente AEMA Loslichkeit in H,O Hydrogel-Bildung
1.50 I6slich maoglich
1.00 I6slich maoglich
0.50 I6slich maoglich

Tabelle 1 und 2 zeigen, welche methacrylierten Alginate nach Vernetzung stabile
Hydrogele bildeten. Der Einsatz von einem Aquivalent ,AEMA" 44 fiihrte in beiden Féllen
zur Bildung stabiler Hydrogele. Geringere Belegungsraten von 0.5 Aquivalenten fiihrten
ebenfalls zur Gelierung. Diese Gele waren jedoch lber einen langeren Zeitraum in Lésung
nicht stabil. Wurden weniger als 0.2 Aquivalente ,AEMA" fiir die Funktionalisierung
eingesetzt, konnten keine Hydrogele erhalten werden. Als optimales System kristallisierte
sich very-low-viscosity Alginat 19, funktionalisiert mit 1.5 Aquivalenten ,AEMA", heraus.
Auf Grund der guten Loslichkeit des Alginats bei diesem Belegungsgrad, sowie der
Qualitat der erhaltenen Hydrogele, wurde dieses System fir alle weiteren
Gelierungsexperimente eingesetzt. Ebenfalls konnte Propylenglykol-Alginat 46 mit einem
Aquivalent ,AEMA" erfolgreich polymerisiert werden. Die geringere Ldslichkeit der
modifizierten Propylenglykol-Alginate 47 machte dieses Protokoll flir weitere Gelierungen
jedoch nicht interessant.

BONINO et al. visualisierten den Verlauf der radikalischen Vernetzung von 45 mit Hilfe
von rheologischen Messungen.™ Der Einfluss des Methacrylierungsgrades, die Intensitat
der UV-Quelle und die Konzentration des Photoinitiators auf den Gelierungsprozess
wurden bewertet. Die Ergebnisse zeigten, dass der Gel-Punkt nach etwa 20 Minuten
erreicht wird, wobei dieser, abhdngig von den genannten Variablen, um wenige Minuten

verschoben sein kann.
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4.2.2 Hydrogel-Blends

Um das Spektrum der gelierfahigen Biopolymere zu erweitern, wurden neben Alginat
ebenfalls Gelatine und Hyaluronsdure mit methacrylischen Einheiten versehen (Abb. 10).
Die methacrylierten Derivate der Hyaluronsdure 51 und der Gelatine 52 wurden von L.
MOLLER,® der Literatur folgend synthetisiert.”*** Dazu wurde der primére Alkohol der
Hyaluronsaure mit Glycidylmethacrylat umgesetzt und die Lysineinheiten der Gelatine mit

Methylmethacrylanhydrid modifiziert.

H
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® o .
NaO,C" > “OH
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Abb. 10: Methacrylierte Derivate von Alginat 45, Hyaluronsaure 51 und Gelatine 52.

Somit war ein Zugang zu photopolymerisierbaren Makromolekiilen aus drei
unterschiedlichen nativen Quellen erreicht:

> Alginat, ein Vertreter der pflanzlichen Polymere, isoliert aus Braunalgen.

> Hyaluronsaure, isoliert aus bakteriellen Quellen (Streptococcus equi).

» Gelatine, ein tierisches Protein, gewonnen aus Rinderknochen.

Neben Gelen, die auf Basis eines Biopolymers erzeugt wurden, wurden auch Hydrogel-
Komposite aus zwei verschiedenen Makromolekilen hergestellt. Die gewahlten
Biopolymere wurden dazu in 1%iger wassriger Initiatorlésung bis zur Homogenitat geldst
und anschlieBend durch zehnminttige UV-Bestrahlung polymerisiert. Zunachst wurde der
ideale Methacrylierungsgrad flir jedes Biopolymer bestimmt. Die besten Resultate lieferte
Alginat mit 30%iger, Hyaluronsaure mit 14%iger und Gelatine mit 100%iger Belegung.
Ein umfassendes Screening (Abb. 11) lieferte anschlieBend Hydrogele aus den drei
methacrylierten Biopolymeren mit unterschiedlichen Zusammensetzungen. Insgesamt
wurden neun verschiedene Formulierungen aus 45, 51 und 52 in Hydrogele Uberfiihrt
(Abb. 11). Wahrend die Synthesen der methacrylierten Biopolymere Literatur bekannt
sind,"%"31 Jiefert die umfassende Untersuchung der Blends bisher nicht bekannte

Resultate.

113 M, H. M. Oudshoorn, R. Rissmann, J. A. Bouwstra, W. E. Hennink, Polymer 2007, 48, 1915-1920.

14 A, van Den Bulcke, B. Bogdanov, N. De Rooze, E. H. Schacht, M. Cornelissen, H. Berghmans,

Biomacromol. 2000, 1, 31-38.
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Abb. 11: Hergestellte Hydrogel-Komposite aus Alginat 45, Hyaluronsdure 51 und Gelatine 52 in

verschiedenen Zusammensetzungen.

Um die Eigenschaften der einzelnen Biopolymere und ihre Auswirkungen auf die
erzeugten Komposite zu analysieren, wurden sechs Gele detailliert untersucht (Abb. 11,
markiert mit Sternchen). So wurden drei Hydrogele aus den Biopolymeren 45, 51 und
52 prapariert, drei weitere Probekdérper bestanden aus den jeweiligen 1:1 Kompositen.
Nach Herstellung der Proben wurden diese mechanischen und biomedizinischen Tests
unterzogen (Kapitel 4.2.2.1 bis 4.5.2).

Zum Vergleich konnten lediglich fir das Alginat-Hyaluronsaure Komposit Literaturdaten
herangezogen werden.'” Weitere Hydrogel-Blends aus Biopolymeren, die ebenfalls unter

radikalischen Bedingungen prdpariert wurden, sind nicht bekannt.

4.2.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Exemplarisch wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (REM) eines Gelatine-
Gels und eines Komposits aus Alginat und Hyaluronsaure angefertigt. Alle gezeigten
REM-Aufnahmen wurden im Institut fir Mehrphasentechnik, Leibniz Universitat
Hannover, von T. CHAKRADEO angefertigt. Die Proben wurden horizontal geschnitten, mit
Gold gesputtert und bei variierenden Elektronenspannungen vermessen. Die Aufnahmen
zeigten, dass sowohl fir das Komposit als auch fir das Gelatine-Gel ein Netzwerk mit
homogener Struktur erhalten wurde (Abb. 12). In beiden Gelen wurde ein sehr
engmaschiges Polymernetzwerk erhalten. Die Netzwerkstruktur und die Porengrdf3en
zeigten vergleichbare Dimensionen, die Porendurchmesser lagen im Mittel bei 10 uym,
maximal bei 30 um. Unterschiede zwischen den beiden Gelen waren in der Form der
Poren erkennbar. Wahrend das Gelatine-Gel runde Poren bildete, lagen diese im Gel-

Blend elliptisch vor.

M5 K. A. Smeds, M. W. Grinstaff, J Biomed. Mat. Res. 2001, 54, 115-121.
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Abb. 12: REM-Aufnahmen des Hydrogel-Blends aus methacryliertem Alginat und Hyaluronsaure
(oben) und des Gelatine-Hydrogels (unten).

REM-Aufnahmen von Alginat-Gelen nach SuN et al. zeigten ein ahnlich homogenes
Strukturmuster, auch wenn in diesem Fall die Poren in gréBeren Dimensionen (max.
50 um) vorlagen.™® Darlber hinaus lasst sich die Porendichte des Netzwerkes, abhéngig
vom Belegungsgrad des Polymers, nur in geringem MaBe beeinflussen. Ein gezielter
Strukturaufbau war in Folge der willklirlich, sehr schnell verlaufenden
Photopolymerisation nicht mdglich. Hier kdénnte die Laser induzierte 2-Photonen-

Polymerisation ,2PP" eine Alternative liefern.?

4.3 Mechanische Eigenschaften methacrylischer Gele

Die physikalischen Eigenschaften der Hydrogele wurden mit einem Rotationsrheometer
(Physika MCR 501s; ANTON PAAR, Ostfildern, Deutschland) am Deutschen Institut flr
Kautschuktechnologie e.V. -DIK- in Zusammenarbeit mit M. MOwes bestimmt. Das
Rheometer wurde fiir die Untersuchungen mit einer FuBplatte und einem Stempel (8 mm
Durchmesser) bestlickt. Die viskoelastischen Eigenschaften wurden im Amplitudensweep

Modus in einem Bereich von 0.01% bis 100% Deformation und im Frequenzsweep Modus

116 J. Sun, W. Xiao, Y. Tang, K. Li, H. Fan, Soft Matter. 2012, 8, 2398-2404.
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in einem Bereich von 0.1 Hz bis 100 Hz vermessen. In beiden Modi wurden das
Speichermodul G’ und das Verlustmodul G” bestimmt. Alle Proben Ilagen in
gefriergetrockneter Form vor und wurden vor den Messungen in H;Oge flr 2 h
gequollen.

In der ersten Messreihe, dem Amplitudensweep, wurden die mechanischen
Eigenschaften der Gele bei zunehmender Deformation in einem oszillatorischen Verfahren
analysiert. Dazu wurde das Drehmoment des Stempels regelmaBig erhoht, die
Auslenkung konstant bei einer Frequenz von 1 Hz gehalten und die jeweilige Gegenkraft
des Gels vermessen. Abb. 13 zeigt den Verlauf der Speichermodule (G’) und der
Verlustmodule (G”) fur alle sechs vermessenen Hydrogele. Diese Werte geben Aufschluss
Uber die Stabilitat der einzelnen Biopolymere bzw. der Mischungen und ihr Verhalten

unter Belastung.
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Abb. 13: Amplitudensweep photochemisch vernetzter Hydrogele. Die Speichermodule G’ sind als
Linie, die Verlustmodule G” in Form von Sternen dargestellt. Die verschiedenen Gele sind in den
folgenden Farben abgebildet: Hyaluronsaure ( ), Gelatine (Rot), Alginat (Blau),
Alginat/Gelatine 50:50 w/w ( ), Hyaluronsaure/Gelatine 50:50 w/w (Schwarz) und
Hyaluronsaure/Alginat 50:50 w/w (Orange).

Im Bereich kleiner Deformation blieben G’ und G” nahezu konstant; dies zeigte, dass
alle Proben anfangs eine homogene Struktur besaBen und sich in einem linear
viskoelastischen Zustand befanden. Da zu Beginn alle Werte von G’ oberhalb von als G”
lagen, mit vergleichbaren Differenzen flr jedes Gel-System, befanden sich alle Proben im

Grundzustand eines Festkérpers. Diese Tatsache, dass alle Gele in Form eines
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Festkérpers und nicht als hochviskose Flissigkeiten vorlagen, ist die wichtigste
Voraussetzung flir Anwendungen im Bereich des tissue engineerings. Nur als Festkorper
besitzen die Gele eine ausreichende Stabilitat fir die Zellkultivierung und eine
Implantation in vivo. SMEDS et al. attestierten flir photovernetzte Gele aus Alginat- und
Hyaluronsaure sowie deren Komposite ebenfalls das Verhalten eines elastischen
Festkorpers.''®

Die Anfangswerte des Speichermoduls G’ geben die Stabilitat der jeweiligen Hydrogele
wieder (Abb. 14). Alginat beinhaltende Gele haben eine duBerst feste Konsistenz,
wohingegen Gelatine-Gele sehr weiche Konstrukte bilden. Die Werte der Blends ergeben

sich weitgehend aus den Mittelwerten der Alginat-, Hyaluronsaure- und Gelatine-Gele.
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Abb. 14: Anfangswerte der Speichermodule G’ aller sechs untersuchten Hydrogele. (Alg= Alginat,
HyA= Hyaluronsaure und Gel= Gelatine)

Der Verlauf der Kurven bis zum Wendepunkt gibt das Verhalten der Gele unter
Deformationsbedingungen an (Abb. 13). Das Hyaluronsaurenetzwerk besitzt folglich
weder eine hohe Ridigitat noch Elastizitdt, so dass dieses unter Belastung sehr schnell
zerstort wird. Anders verhalten sich die steifen Alginat-Gele, da bei diesen die
Belastbarkeit unter Deformation deutlich héher liegt. Der héchste Wert wurde flir das
Gelatine-Gel erreicht. Gelatine besitzt demnach die geringste Stabilitat, gleichzeitig aber
auch die mit Abstand héchste Flexibilitat der drei Biopolymere.

Die Werte von G” zeigten identische Resultate, da die Abnahme des Speichermoduls
mit der Zunahme des Verlustmoduls einhergeht. Besonders anschaulich wird dies am
Verlauf von G’ und G” der Hyaluronsdure Probekérper. Geht die Fahigkeit Energie zu
speichern verloren - der Wert des Speichermoduls sinkt - so resultiert daraus ein Anstieg
im Verlustwert und das Verlustmodul steigt.
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Die Speicher- und Verlustmodule der Hydrogele wurden zusatzlich durch eine zweite
Methode validiert. In den gemessenen Frequenzsweeps wurde die Deformation konstant
bei 0.3% gehalten, wahrend die Frequenz von 0.1 Hz bis 100 Hz erhdéht wurde. Die
Messresultate des Frequenzsweeps (Abb. 15) korrelieren mit denen des
Amplitudensweeps. Die Werte von G’ und G” bei geringen Frequenzen reprasentieren das
Verhalten der Gele bei kleinen physikalischen Stressbelastungen, wadhrend hohe
Frequenzen zu hohen Belastungen der Gele fihren. Wie schon durch Messung des
Amplitudensweeps deutlich wurde, besitzen Alginate das hoéchste Speichermodul,
Hyaluronsauren einen mittleren Wert und Gelatine das geringste Modul. Identische
Verhaltensmuster wurden bei den Verlustmodulen identifiziert. Die hohe Elastizitat der
Gelatine beim Amplitudensweep konnte bei hohen Frequenzen nicht reproduziert werden.

Hier hielten Alginat und Hyaluronsdure deutlich héheren Stressbelastungen stand.
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Abb. 15: Frequenzsweep photochemisch vernetzter Hydrogele. Die Speichermodule G’ sind als
Linie, die Verlustmodule G” in Form von Sternen dargestellt. Die verschiedenen Gele sind wie folgt
dargestellt: Hyaluronsaure ( ), Gelatine (Rot), Alginat (Blau), Alginat/Gelatine 50:50 w/w
( ), Hyaluronsdure/Gelatine 50:50 w/w (Schwarz) und Hyaluronsaure/Alginat 50:50 w/w
(Orange).

Vergleichbare Resultate fiir methacrylierte Gelatine beschrieben VAN DEN BULKE et a/.'**
Der Wendepunkt des linear viskoelastischen Plateaus liegt dabei in einem &hnlichen
Frequenzbereich, wobei die Werte von G’ und G” insgesamt geringer sind. Alginate mit
einem Methacrylierungsgrad Uber 25% zeigten ebenfalls Speichermodule in Bereichen

tber 103 Pa.'*® Gleiches galt fir die Verlustmodule G” mit etwa 1000 Pa. Ein konstant
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viskoelastisches Plateau bis 10 Hz attestierten auch JEON et al.*' fir partiell oxidierte,
photovernetzte, methacrylische Alginat-Gele. Die Module G’ und G” lagen hier allerdings

bei hoheren Werten.

Generell sind die Daten in der Literatur vergleichbar mit denen in der vorliegenden
Arbeit. Dennoch sind die individuellen Werte sehr stark abhangig von Parametern, wie
der Belegungsrate, der Bestrahlungs- bzw. Gelierungsdauer und dem Versuchsaufbau bei
den rheologischen Untersuchungen. Absolute Werte sind deshalb kritisch zu betrachten;
jedoch lassen sich aus den Resultaten des Amplitudensweeps (Abb. 13) und des
Frequenzsweeps (Abb. 15) fir die einzelnen Biopolymere qualitative Eigenschaften
ermitteln:

» Alginat besitzt die héchste Steifheit.

> Gele, die Alginat enthalten, besitzen die héchste Formstabilitat und Festigkeit.

» Gelatine hat die geringste Rigiditat, sie verformt sich leicht.

» Auf Grund der hohen Elastizitdt der Gelatine werden diese Gele aber erst bei
hohen Belastungen zerstort.

» Hyaluronsdure ist weder ridige noch elastisch, unter Belastung wird das

Netzwerk sehr schnell zerstort.

Die Vorteile der Hyaluronsaure liegen jedoch weniger in ihrem mechanischen Verhalten
als in ihrer guten biologischen Kompatibilitdt und Abbaubarkeit in human-biologischer
Umgebung. Dieses modulare System erlaubt es, gezielt Eigenschaften in Hydrogelen
durch Polymermischungen einzustellen. Durch Variation der Polymerzusammensetzungen
konnen Hydrogele mit spezifischen Stabilitdts- und Elastizitatseigenschaften generiert
werden. Dies erlaubt es, die Eigenschaften des Gels auf die gewiinschte biomedizinische
Anwendung anzupassen, was flir das tissue engineering besonders wichtig ist, da

Gewebe in unterschiedlichen Kérperteilen spezielle Belastungen erfahren.

4.4 Quellraten

Hinsichtlich einer medizinischen Anwendung im tissue engineering ist die
Quelleigenschaft der Gele ebenfalls relevant. Grundsatzlich ist es wichtig, dass die Gele
nur im geringen MaBe aufquellen, damit sie ihre mechanischen Eigenschaften nicht
wesentlich verandern und/oder ihre Form verlieren. Der Quellvorgang sollte folglich nach
einiger Zeit ein Gleichgewicht, bei der Aufnahme und Abgabe von Wasser identisch sind,
erreichen. Ferner sollten die Gele nicht zu stark an Gewicht zunehmen, die Quellrate Q
sollte unter einem Wert von 100 liegen. Die Formstabilitdt ist wichtig, damit der zu
implantierende Gelkérper seine Struktur auch nach dem Quellvorgang beibehdalt, sowohl

ex vivo wie auch in vivo.
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Zur Bestimmung des Quellverhaltens wurden die gefriergetrockneten Gele
(Durchmesser 6 mm) in je 5mL Wasser bei 25°C fiur 6 Std. gequollen. Die
aufgenommene Menge an Wasser wurde anschlieBend gravimetrisch bestimmt. Dafr
wurde das an der Oberflache des Gels befindliche Wasser sorgféltig manuell entfernt und
die Proben regelmaBig vermessen. Diese Prozedur wurde solange wiederholt, bis die
gequollenen Gele ein konstantes Gewicht erreicht hatten. Abb. 16 zeigt, dass alle
Gelsysteme auch nach Quellen Gber zwei Tage in ihrer urspringlichen Form vorlagen. Die

Veranderung des Gewichtes in Abhangigkeit der Zeit ist in Abb. 17 graphisch dargestelit.

Abb. 16: In der Quellanalyse wurden acht verschiedene Zusammensetzungen untersucht:
monokompositorische Gele A-C (Alginat, Hyaluronsdure und Gelatine), 1:1 Blends D-F und zwei
2:1 Komposite G+H. Die Probekdrper wurden nach regelmaBigen Zeitabstanden dem Quellmedium

H>O04est. €entnommen.
Unabhé&ngig von der jeweiligen Zusammensetzung wurde die urspriingliche Form aller

Gele erhalten. Die Zunahme des Gewichts und damit die Aufnahme an Wasser variierten

in Abhangigkeit des eingesetzten Biopolymers.
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Abb. 17: Bestimmung des Quellverhaltens durch Messung des Gewichtes Uber die Zeit. Die

verschiedenen Gel-Systeme werden in den folgenden Farben abgebildet: Hyaluronsdure ( ),
Gelatine (Rot), Alginat (Blau), Alginat/Gelatine 50:50 w/w ( ), Hyaluronsaure/Gelatine
50:50 w/w (Schwarz) und Hyaluronsaure/Alginat 50:50 w/w ( ).

Nach maximal finf Stunden wurde flir alle sechs Gel-Systeme ein konstantes Gewicht
erreicht. Dariber hinaus deutet der Verlauf der Kurven an, dass das Gleichgewicht in fast
allen Systemen bereits nach drei Stunden erreicht wurde. SMEDS et al. konnten flr
Alginat- und Hyaluronsaure-Gele sowie deren Komposit ein analoges Verhalten
nachweisen.'® Die Sattigung wurde in allen Fallen innerhalb einer Stunde erreicht,
anschlieBend wurden nur maginale Mengen an Medium aufgenommen.

Als charakteristischer Wert fir das Quellverhalten wird der Quellwert Q bestimmt.
Dieser gibt das Verhaltnis des vollsténdig gequollenen Gels zum Trockengewicht des

Polymers an. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 3 dargestelit.

Tabelle 3: Quellwerte Q der radikalisch polymerisierten Hydrogel-Systeme.

Gel HyA Alg HyA-Gel Alg-Gel Alg-HyA

Q 22.2 29.9 19.7 36.9 155 18.1

Alginat-Gele zeigten die geringsten Absorbereigenschaften, Hyaluronsdure-Gele wiesen
die hochste Aufnahmefahigkeit auf und Gelatine-Gele lagen im Mittel. Die Werte der
Blends zeigten kein stringentes Verhalten in Relation zu den nicht gemischten Gelen.

Die Resultate von MASTERS et al., die Hyaluronsaure-Gele mit einem

Methacrylierungsgrad von 100% untersuchten, liegen mit einem Wert von Q= 24 im
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gleichen Bereich.*® Auch die Quellwerte (Q= 20) von NICHoL et al. fiir Gelatine-Gele sind
vergleichbar.”” SuN et al. berichteten, dass Alginat-Gele einen Wert von Q= 14 innerhalb
von funf Tagen erreichen.™ Auch JEON et al. beschrieben einen Wert von Q= 20 fur hoch
konzentrierte Alginatlésungen.*! Die jeweiligen Werte varrieren dabei in Abhangigkeit
vom Methacrylat-Belegungsgrad, der Konzentration des Radikalstarters und des
Biopolymers, sowie vom gewdhlten wassrigen Medium. Wird lediglich einer dieser
Parameter verdndert, hat dieses bereits deutliche Einfliisse auf das Quellverhalten.'%'!
Werden mehrere Variablen geandert, so sind die Ergebnisse nur noch in ihrer Tendenz

vergleichbar.

4.5 Biologische Bewertung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei saccharidische und ein peptidisches Makromolekdl
biologisch bewertet. Diese Divergenz erlaubte es, die verschiedenen Polymerklassen und
Strukturtypen fur ihre Eignung im tissue engineering zu untersuchen. Fur klinische,
humane Therapien sind tierische Produkte auf Grund ihres xenogenen Ursprungs,
madglicher Kontamination mit Viren, Prionen oder anderen Pathogenen immunologisch
inkompatibel. Im Falle der tierisch gewonnenen Gelatine kénnte diese durch humane
oder rekombinante Produkte ersetzt werden. Die biologischen Untersuchungen wurden
mit Zellmischungen aus Bindegewebszellen (Fibroblasten) und Herzmuskelzellen
(Cardiomyocyten), isoliert aus neonatalen Rattenherzen, durchgefiihrt. Alle biologischen
Tests wurden von J. DAHLMANN aus der Arbeitsgruppe GRUH im LEBAO
~Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und klnstliche Organe" realisiert. Ein
besonderes Augenmerk wurde auf Studien zur Biokompatibilitdt und der Fahigkeit der

Zelladhasion gelegt.

4.5.1 Praparation der Zelltests

Die gefriergetrockneten Gele wurden zuerst fiir zwei Stunden im Kulturmedium
DULBECCO’'s MODIFIED EAGLE MEeDIUM ,DMEM" rehydriert. AnschlieBend wurden die im
Nédhrmedium aufgenommenen Zellmischungen auf allen Gelen ausgesat und bei 37 °C,
5% CO, und bei einer Luftfeuchte von 80% flir 18 Stunden im Standardinkubator
kultiviert. Wahrend dieser Zeit sollte die Adhasion der Zellen auf dem Gel erfolgen, da die
Gele anschlieBend in 24-Loch GefaBe transferiert und fiir weitere sieben Tage bei
taglichem Nahrmediumwechsel kultiviert wurden. Dieser Schritt sollte die
Uberlebensfihigkeit und/oder eine eventuelle Proliferation der Zellen nachweisen.

In Falle von Cardiomyocyten kann der Nachweis einer erfolgreichen Adhdsion durch die
visuelle Uberpriifung mit einem Zellkulturmikroskop erfolgen. Dies ist mdglich, da diese
Zellen nach erfolgreicher Adhdsion umgehend charakteristische Kontraktionen auf dem
Tragermaterial ausfiihren. Die Anheftung fihrt ebenfalls dazu, dass die Zellen von einer

abgekugelten, verkapselten in eine langgestreckte Morphologie Ubergehen. Aktiv
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kontrahierende Cardiomyocyten, die in einem gestreckten Zustand vorliegen, zeigen eine
sehr gute Vitalitét und Funktionsfahigkeit.

Nach siebentagiger Kultivierung wurden die Gele dem Medium entnommen und mit
Formaldehyd fixiert. Nachfolgende Farbungen wurden mit Phalloidin Atto-488 und 4’,6-
Diamidino-2-phenylindol ,,DAPI" durchgefiihrt. Dabei werden durch Phalloidin F-Actin
Filamente im Zytoskelett nachgewiesen, wahrend sich DAPI in Nukleobasen-reichen
Regionen, wie den Zellkernen, anreichert. Zusatzlich wurden monoklonale Maus IgG1
Antikérper zusammen mit DyLight 549 markierten sekundaren Antikérpern eingesetzt,
die speziell sarkomerisches a-Actinin markieren. Da a-Actinin hauptsachlich in
Muskelfibrillen vorkommt, weist dieser Antikorper spezifisch Muskelzellen wie
Cardiomyocyten nach. Die gefarbten Gele wurden anschlieBend mit Hilfe eines Kryostaten
bei -80 °C schockgefroren und geschnitten. Die Kryoschnitte ermdglichten es, Zellen im

Inneren des Gelkorpers zu identifizieren.

4.5.2 Auswertung der Zelltests

Die biologischen Ergebnisse ebnen den Weg fiir die weitere Verwendung der Gele im
Bereich des tissue engineerings. Neben dem Uberleben der Zellen sollte idealerweise
auch eine Adhasion auf den Gelkérpern erfolgen, da nur dann ein biologisch funktionelles
Gewebe gebildet werden kann. Da insgesamt sechs Gele getestet wurden, lasst sich
sowohl das Verhalten jedes einzelnen Biopolymers als auch deren Einfluss auf das Blend
betrachten.

Die Analyse der Zellkulturen zeigte, dass in Gegenwart aller getesteten Gele vitale,
aktiv kontrahierende Zellen erkennbar waren, wobei ein GroBteil der Zellen an den
beschichteten Béden der Kulturplatten anhaftete. Weder die eingesetzten, modifizierten
Biomaterialien, noch das Gelierungsverfahren hatten einen toxischen Einfluss auf die
Vitalitat der Zellmischungen. Die per Radikalreaktionen aus den methacrylierten
Biopolymeren (Abb. 10) erzeugten Gele besaBen folglich eine gute Biokompatibilitat.

Erfolgreiche Zelladhdsionen auf den Oberflachen der Gele konnten nur in Gegenwart
von Gelatine nachgewiesen werden (Abb. 18). So wurde ein Anwachsen der
Cardiomyocyten auf dem Gelatine-Gel (Abb. 18c), sowie den Gelatine-haltigen Blends mit
Alginat (Abb. 18e) und Hyaluronsaure (Abb. 18f) detektiert.
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Abb. 18: Immunfluoreszenz-Farbungen der auf den methacrylischen Gelen ausgesiedelten
Zellmischungen. Alle Gele wurden nach siebentdagiger Kultivierung mit den Farbereagenzien DAPI,
Phallodin und dem gelabeltem Antikérper 1gGl Antikdrper gefarbt; A) Alginat-Gel, B)
Hyaluronsaure-Gel, C) Gelatine-Gel D) Alginat-Hyaluronsdure Blend, E) Hyaluronsaure-Gelatine

Blend und F) Alginat-Gelatine Blend; jeweils polymerisiert in 0.5%iger wassriger Irgacure-Ldsung.

Die Ergebnisse der Zellkulturen in vitro lassen folgende Schllsse zu:

» Die Biopolymere Alginat und Hyaluronsaure sind biokompatibel, induzieren
aber keine Zelladhasion.

» Die peptidische Gelatine ermdglicht ein Anwachsen der Zellen auf den Gelen.
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Im Falle des Gelatine-Gels wurde, neben einzelzelligen Kontraktionen, ebenfalls die
Deformation des gesamten Gelkérpers beobachtet. Folglich besitzen die Polysaccharide
keine zellspezifischen Adhasionspunkte. Trotzdem spielen Alginat und Hyaluronsdure eine
wichtige Rolle bei der mechanischen Stabilitdt der Gelatine-Blends, da Gelatine-Gele
alleine sehr weiche Konstrukte bilden (Kapitel 4.3).

Als Nachstes wurde die Migrationsfahigkeit der Zellen in das Gel-Innere bestimmt.
Hierfir ist eine ausreichende Porositdt im Bereich von 40 pum bis 150 pym
Voraussetzung.™’ Dies wurde mit Hilfe von Kryoschnitten untersucht. Wie Abb. 19 zeigt,
wurden Zellbestandteile lediglich auf den Oberfldchen der Gele identifiziert. In keinem
der untersuchten Gele fand ein Einwachsen der Zellen statt und zwar unabhangig von der
Anwesenheit der Gelatine. Diese Beobachtung korreliert mit den
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen der lyophilisierten Gele (Kapitel
4.2.2.1).

Erigntfisld DARI Fhallo:din o-Actnn
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Abb. 19: Immunfluoreszenz-Farbungen des kryogeschnittenen Gelatine-Gels. Die Farbungen
erfolgten nach siebentdgiger Kultivierung mit den Farbereagenzien DAPI, Phallodin und dem

gelabeltem Antikérper IgG1.

Tabelle 4 zeigt die Resultate der biologischen Examination in einer Ubersicht.

Tabelle 4: Zusammenfassung der biologischen Studien: Zellmischungen, isoliert aus neonatalen
Rattenherzen, wurden auf Gelen aus methacryliertem -Alginat (Alg), -Hyaluronsaure (HyA),

-Gelatine (Gel) und den jeweiligen 1:1 Kompositen ausgesiedelt.

Vitalitat Adhésion Einwachsen

Alg gegeben nicht gegeben nicht gegeben
HyA gegeben nicht gegeben nicht gegeben
Gel gegeben gegeben nicht gegeben
Alg/Gel gegeben gegeben nicht gegeben
Alg/HyA gegeben nicht gegeben nicht gegeben
HyA/Gel gegeben gegeben nicht gegeben

173, Zeltinger, J. K. Sherwood, D. A. Graham, R. Miiller, L. A. Griffith, Tissue Eng. 2001, 7, 557-572.
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JEON et al. prasentierten Daten von mesenchymalen Stammzellen, die ebenfalls auf
radikalisch vernetzten Alginaten kultiviert wurden.”™ In dem gezeigten Fall wurden ca.
3% der Zellen innerhalb von vier Tagen auf den Hydrogelen adhdrent. Ein identisches
Verhalten beziglich Vitalitat und Adhasion, bei Zelltests mit Osteoblasten aus Mausen,
wiesen die Ergebnisse von SuN et al. auf.'® So konnte das Uberleben der Zellen
identifiziert werden, aber eine Anderung der Morphologie aus der abgekugelten in die
gespreizte Form wurde zu keinem Zeitpunkt ermittelt. Erst nach Zugabe von Collagen
fand eine Adhé&sion der Zellen statt. In Ubereinstimmung mit den Resultaten der
vorliegenden Arbeit fanden die Autoren, dass die Zytokompatibilitdt der photovernetzten
Alginat-Gele vorliegt; die Adhasion der Zellen jedoch nur in Gegewart von Collagen
erfolgte. Zudem wurden in Abhangigkeit der eingesetzten Menge beigefiigten Collagens,
signifikante Verbesserungen in der Zellproliferation und der Anlagerung gefunden.

Die Vergleiche mit der Literatur verdeutlichen, dass die biologische Bewertung der
photovernetzten Hydrogele reprasentative Daten lieferte (Tabelle 4). Folglich besitzen
Hydrogele auf Basis saccharidischer Polymere keine geeigneten, funktionellen Domanen,
um eine z.B. durch Integrine vermittelte Zelladhasion auf dem Material einzuleiten. Die
grundsadtzliche Biokompatibilitét der Biopolymere konnte dennoch gezeigt werden, was
diese als formgebende Grundgeriste fir weitere Untersuchungen pradestiniert. Die im
Alginat verbliebende EDC-Harnstoff Reste (Abb. 9) besitzen auBerdem keine toxischen

Einflisse wie bereits die Arbeiten von JEON et al.'™® zeigten.
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5 Kovalent in situ vernetzbare Hydrogele

Hydrogele lassen sich durch chemische oder physikalische Vernetzungen in situ
erzeugen. Die physikalische Vernetzung beruht auf ionischen oder Dipol-Dipol
Wechselwirkungen zwischen unterschiedlich geladenen Polymeren. Diese Art der Bindung
kann im menschlichen Koérper jedoch wieder gebrochen werden: Besonders die durch
Kationen  vermittelten  Vernetzungen sind anfallig gegenliber reversiblem
Kationenaustausch mit den ubiquitdar vorkommenden Alkali- oder Erdalkalimetallen des
Kdrpers. Eine sehr haufig angewandte Gelierungstechnik ist die durch Calcium induzierte
Hydrogelierung von Alginsauren in Wasser (Kapitel 1.4.3). Die durch die divalenten
Calcium-Ionen erzeugte Uberstruktur der Alginatketten, die mit der Gelierung des
Polymers einhergeht, lasst sich im Organismus durch Austausch mit Alkalimetallen
jedoch leicht wieder lésen.

Um dieses Problem zu umgehen, werden ionische Verknlipfungsstrategien haufig durch
kovalente ersetzt. Diese werden zumeist durch Photopolymerisationen (Kapitel 4) oder
durch diverse Varianten der Click-Chemie realisiert."*® In die letzte Kategorie sind auch in
situ gelierende Systeme einzuordnen, die ohne Zusatz von Katalysatoren in wassrigen
Systemen ablaufen. Ein wesentlicher Vorteil dieser Systeme besteht in der Méglichkeit,
beide in L&sung vorliegende Reaktionspartner in den Korper zu injizieren und
anschlieBend lokal zu polymerisieren. Das Prinzip der in situ gelierenden Systeme ist in
Abb. 20 gezeigt.

Gelation Hpdrogel

Abb. 20: Schematische Darstellung der in situ verlaufenden Polymerisation zwischen zwei

9

funktionalisierten Polymer-Komponenten.'”® Nach Mischen von wéssrigen Lésungen beider

Komponenten werden diese kovalent unter Bildung von Hydrogelen miteinander vernetzt.

18 M. van Dijk, D. T. S. Rijkers, R. M. J. Liskamp, C. F. van Nostrum, W. E. Hennink, Bioconjugate Chem.

2009, 20, 2001-2016.
9 p. A Ossipov, K. Brannvall, K. Forsberg-Nilsson, J. Hilborn, J. Appl. Polym. Sci. 2007, 106, 60-70.
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Den Variationen an Polymeren und kovalenten Verknlpfungsstrategien sind dabei
kaum Grenzen gesetzt. Mit Blick auf biomedizinische Anwendungen finden zunehmend
Biopolymere als Gerlistmaterial Verwendung,"” da diese die gewlinschten Eigenschaften
intrinsisch mitbringen.” So ist es fir biomedizinische Anwendungen essentiell, dass die in
situ ablaufenden Verknipfungsreaktionen vollstdndig biokompatibel sind.” Die
Gelierungsbedingungen sollten demzufolge physiologischen Anforderungen gehorchen:
Dazu gehdren

a. Loslichkeit und Reaktivitat der Polymerkomponenten in wassrigen Medien,

b. ein Reaktionsverlauf bei einer Temperatur kleiner oder gleich 37 °C,

c. die Abwesenheit von Katalysatoren oder Additiven, und/oder

d. die Vermeidung der Bildung von toxischen (Neben-) Produkten.

Die Reaktionsbarriere zwischen den beiden funktionellen Gruppen, die zur Vernetzung
fuhrt, sollte dementsprechend sehr niedrig liegen. Ferner darf die Reaktion nicht stark

exotherm verlaufen, damit kein zusatzlicher Zellstress auftritt.

In diesem Kontext haben vor allem Kondensationsreaktionen, bei denen Wasser als
Nebenprodukt entsteht, besondere Bedeutung. Dazu gehdren Reaktionen zwischen
Aldehyden und Cysteinen, die zu Thiazolidinen fihren, oder zwischen Aldehyden und
Hydraziden bei denen Hydrazone entstehen. Diese Reaktionsarten erflillen die genannten
biomedizinischen Anforderungen weitesgehend. Einige vielversprechende Strategien, in
situ Hydrogele Uber kovalente Bindungen zu generieren, wurden in den letzten Jahren
sowohl auf Basis artifizieller als auch anhand natlrlicher Polymere entwickelt (Abb. 21).
Sie stellen die Grundlage der vorliegenden Forschungsarbeit dar.

So publizierten Ossipov et al. im Jahre 2007 die Uber Hydrazone vermittelte
Vernetzung zweier Polymerstrédnge an Polyvinylalkohol.® Ein Jahre spater erweiterten sie
das Spektrum der Vernetzungstechniken und entwickelten eine Gelierung Uber
Thiazolidine.'”® Darlberhinaus beschrieben GuRskl et al. die kovalente in situ Gelierung
von Hyaluronsdure, ebenfalls Gber eine Hydrazonbindung.'”® Diese Vernetzung verlduft
zwischen Aldehydo- und Adipinsauredihydrazid-funktionalisierten Hyaluronsaurederivate.
Eine weitere Variante, Hyaluronsaure ber Hydrazonbindungen zu vernetzten, wurde von
Ossipov et al. 2010 verdffentlicht.®® Die Einfiihrung der Hydrazido-Funktion erfolgte in
diesem Falle durch Fragmentierung von 2,2'-Dithiobis(ethyloxycarbonylhydrazid),
welches zuvor an die Hyaluronsaurekette gekuppelt wurde. Die Vernetzung von Alginat
Uber die Hydrazonbindung publizierten schlieBlich BOUHADIR et al.’* Sie verknlpften zwei

Aldehydo-funktionalisierte Alginatstrange mit Adipinsauredihydrazid.

120) A. Gurski, A. K. Jha, C. Zhang, X. Jia, M. C. Farach-Carson, Biomaterials 2009, 30, 6076-6085.

2L K H. Bouhadir, E. Alsberg, D. J. Mooney, Biomaterials 2001, 22, 2625-2633.
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Die erfolgreiche Herstellung von Hydrogelen (ber die Hydrazon-vermittelte
Verknipfung war die Grundlage flr die in situ Gelierung von Alginat und Hyaluronsdaure.
In den folgenden Kapiteln wird die Synthese von Aldehydo- und Hydrazido-
funktionalisieren Alginaten und die Gelierung dieser Komponenten beschrieben. Die

Modifikation von Hyaluronsdure wurde von L. Méller durchgefiihrt.®
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Abb. 21: Aktuelle Beispiele der in situ Hydrogelbildung Uber kovalente Bindungen.
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5.1 Synthese von Aldehydo-Alginat

Die Oxidation von Polysacchariden mit Natriumperiodat, die mit der CRIGEE Oxidation an
stellt eine weitldufig etablierte
t122,123 Und

niedermolekularen Verbindungen vergleichbar ist,
Synthese zur Darstellung von Aldehyden in Biopolymeren dar. Neben Algina
Hyaluronsdure' wurden mit dieser Methode auch Dextrane'® in die entsprechenden
Dialdehydo-Derivate Gberfiihrt. Im Falle des Alginats verlauft die Reaktion unter Spaltung
eines C2/C3-Diols in die entsprechenden Dialdehyde. Umfangreiche Studien zu diesem
Ansatz und den physikalischen Eigenschaften der erhaltenen oxidierten Alginate wurden

bereits von GOMEz et al. ermittelt.”®® In Schema 19 ist der Reaktionsmechanismus der

Oxidation von Natrium-Alginat 19 mit NalO, gezeigt

OH I o)
o o 9>|//O 08 oo OKA/
® O - ® 0O § Q7 N -
© o NaOL Y OH o | Na0,c NG Na 0,C" ™y o
Naozc\lc:/\to Tho NaOZC\EC:IO -NalO; NaO,Co__O. O
ov OH o OH o OH
— OH —= OH —= OH
19 B 53

Schema 19: Reaktionsmechanismus der Oxidation von Alginat 19 in die entsprechenden

Aldehydo-Alginate 53; a) NalO,, H,O.

Die Identifizierung der generierten Aldehyde 53 erfolgte durch Farben der dialysierten,
wassrigen Alginatldsung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin, wahrend die Quantifizierung mit
Hilfe der !H-NMR Spektroskopie erreicht werden konnte. Der Versuch, den
Oxidationsgrad (ber einen Purpald-Assay, wie von L. MOLLER® beschrieben, zu
bestimmen, lieferte keine reproduzierbaren Ergebnisse. Dieser Assay ermoglicht die
UV/VIS spektroskopische Quantifizierung von Aldehyden nach chemischer Uberfiihrung in
eine chromophore Gruppe.

Die 'H-NMR spektroskopische Analyse des Aldehydo-Alginats 53 erfolgte in D,O (Abb.
22). Analog zu GoMEz et al. lag 53 in wassriger L6ésung ausschlieBlich in Form der
Aldehyd-Hydrate 54 vor (Abb. 22),"® so dass die charakteristischen Protonen bei einer
Verschiebung von 5.10 ppm bis 5.65 ppm anzutreffen sind (Abb. 22). Durch Integration

dieser Signale im Verhaltnis zum Alginatriickgrat konnte gezeigt werden, dass die

122 K Y. Lee, K. H. Bouhadir, D. J. Mooney, Biomacromolecules 2002, 3, 1129-1134.
18 K H. Bouhadir, K. Y. Lee, E. Alsberg, K. L. Damm, K. W. Anderson, D. J. Mooney, Biotechnol. Prog.
2001, 17, 945-950.
124 0. p. Varghese, W. Sun, J. Hilborn, D. A. Ossipov, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 8781-8783.
125 5 p. Hudson, R. Langer, G. R. Fink, D. S. Kohane, Biomaterials 2010, 31, 1444-1452,
126 ¢, G. Gomez, M. Rinaudo, M. A. Villar, Carbohydr. Polym. 2007, 67, 296-304.
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Oxidation des Biopolymers proportional zur eingesetzten Menge an NalO, erfolgte (Abb.

22 und Tabelle 5).
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Abb. 22: 'H-NMR Daten von Aldehydo-Alginat 53 in D,0 mit steigender Menge zugesetzten

Natriumperiodats.

Tabelle 5: Oxidationsgrad von Natrium-Alginat 53 bestimmt durch *H-NMR Analyse.

Aquivalente NalO,4

Oxidationsgrad

0.15
0.25
0.50
0.75
1.00
3.00
6.00

ca. 15 %
ca. 25 %
ca. 50 %
ca. 75 %
>95 %
>95 %
>95 %
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Zusatzlich wurden die synthetisierten Alginat-Aldehyde 53 IR-spektroskopisch
analysiert. Die IR-Daten zeigten eine charakteristische C-O Streckschwingung der
Aldehydfunktionen bei 1729 cm™ (Abb. 23). Diese Daten korrelieren gut mit denen von

BOUHADIR et al., die einen Wert von 1730 cm™ bzw. 1735 cm™ publizierten.*?**?"

0,8 I
0,9 A

1729 cm™
0,7
0,8 —rmmrm T
1801 1705 1609 1512
0,6
4000 3614 3229 2843 2457 2071 1686 1300 914

Wellenlange [cm 7] — Alginat — Alginat-Aldehyd

Abb. 23: IR-Spektren von Alginat 19 (Rot) und Alginat-Aldehyd 53 100% Oxidation (Blau),
gemessen mit einem ATR IR-Spektrometer.

BOUHADIR und LEE et al. beschreiben, dass die Oxidation des Polysaccharides mit einem
partiellen Zerfall der Polymerkette einhergeht.””'*® Die gebildeten Dialdehyde 54
schwachen die benachbarten Zentren, so dass diese unter Verklrzung der Kettenlange
fragmentieren. Die Molekulargewichtsverteilung der oxidierten Alginate ist im Vergleich
zu den unbehandelten Alginaten deutlich kleiner. Bei einem Oxidationsgrad von 85%
verringerte sich das Molekulatgewicht My, dabei um einen Faktor von etwa 1.2.'* Dieses
Charakteristikum fihrt zu einer sehr guten Loslichkeit der sonst eher sehr viskosen

Alginsduren und erhdht die Bioabbaubarkeit des Polymers.'!

5.2 Synthese von Hydrazido-Alginat

Fir eine Uber Hydrazone vernetzte Gelierung ist neben der Aldehydo- eine Hydrazido-
funktionalisierte Polymerkomponente noétig. Die bisherigen Ansatze, Hydrazide in
Polysaccharide zu implementieren, wurden (Uber den Verldngerungsbaustein

Adipinséduredihydrazid,’® oder durch eine Fragmentierungskaskade erreicht.*'* In beiden

127 K. H. Bouhadir, D. S. Hausmann, D. J. Mooney, Polymer 1999, 40, 3575-3584.

60



Kovalent in situ vernetzbare Hydrogele

Varianten war die Hydrazido-Funktionalitat Uber eine alkylische Kette an das Polymer
gebunden. Die direkte Einflihrung der Hydrazido-Gruppe ohne eine Verlangerungseinheit
an der Carbonsaure wurde meines Wissens bisher nicht beschrieben. Die Synthese des
Hydrazido-Alginats 55 erfolgte mit Hilfe der in Kapitel 2.7 erlauterten Methodik, wobei
Hydrazin-Hydrat als Nukleophil gewahlt wurde (Schema 20).

OH
0 H o O
oo . HZN’N7 .
a O,C" Y YOH a) A -~ “OH
® 0 2 ® 0 £
Na O,Ca_0._.0O ~  NaO,C 200
O:(‘IOH OHOH
——= OH ——= OH
19 95

Schema 20: Umsetzung von Natrium-Alginat 19 in das korrespondierende Hydrazid 55; a) DIPEA,
EDC, HOBt, N,H,;*H,0, H,0.

Die erfolgreiche Einfihrung des Hydrazids konnte durch Farben der dialysierten
Polymerlésung mit dem Reagenz Ninhydrin nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte das
IR-Spektrum eine Schulter im Bereich der C-O Streckschwingungen bei 1664 cm™ (Abb.
24), welche die Anwesenheit einer Amidgruppe andeutet. Die geringe Intensitat ist der
benachbarten Bande hoher Intensitdt bei 1640 cm™ geschuldet, die den C-O

Streckschwingungen der Carbonsauren im Alginat zuzuordnen ist.

W RN

1,0 1 \

1,0
0,9 1
08 0.9 1 T
0.7 1 1664 cm™!

0,8 T T T T T I I oo

1801 1724 1647 1570
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4000 3614 3229 2843 2457 2071 1686 1300 914
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Abb. 24: IR-Spektren von Alginat 19 (Rot) und Hydrazido-Alginat 55 (Griin), gemessen mit einem
ATR IR-Spektrometer.
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Die eingefiihrte Hydrazido-Funktionalitat konnte mit Hilfe der 'H-NMR Spektroskopie in
D,O nicht detektiert werden, da charakteristische Protonensignale auf Grund von
Wasserstoffbriicken mit dem Lésungsmittel nicht identifiziert werden konnten. Die
Verbrennungs- ,CHN" Analyse zeigte dagegen, dass mit steigendem Anteil von Hydrazin-
Hydrat, ein ebenfalls steigender Wert fir Stickstoff im modifizierten Alginat 55 gefunden
wurde (Tabelle 6). So stieg dieser von 5% bei 0.5 Aquivalenten auf 7.4% bei 16.0
Aquivalenten zugesetzten N,H4*H,0 an.

Neben der CHN-Analyse diente der 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure ,TNBS"“-Assay zur
Bestimmung des Derivatisierungsgrades.'”® Die primdre Aminogruppe im Hydrazid wird
dabei mit TNBS umgesetzt, wobei ein Chromophor erhalten wird, welches bei 335 nm
absorbiert. Die Intensitat des Maximums konnte UV-spektrometrisch bestimmt werden,
was die quantitative Analyse durch Vergleich mit einer Eichreihe ermdglichte. Der TNBS-
Assay zeigte, dass der Derivatisierungsgrad nicht parallel zur Menge an Hydrazin-Hydrat
stieg. Vielmehr lieB sich auch durch den Einsatz eines vierfachen Uberschusses von

Hydrazin-Hydrat keine Derivatisierung tber 20% erreichen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Derivatisierungsgrad von Hydrazido-Alginat 55 in Abhdangigkeit variierender
Aquivalente von N,H,*H,0, quantifiziert mit dem TNBS-Assay und der Elementaranalyse.
Derivatisierungsgrad

Aquivalente N,H,*H,0 Elementaranalyse
(TNBS-Assay)

0.50 15 % C: 33.4%, H: 5.8%, N: 5.1%
1.00 23 % C: 33.4%, H: 5.7%, N: 5.4%
2.00 18 % C: 33.6%, H: 5.6%, N: 5.5%
4.00 17 % C: 34.3%, H: 6.1%, N: 5.9%
16.00 - % C: 34.6%, H: 6.2%, N: 7.4%

Diese Resultate zeigen, dass ein erhdhter Stickstoffanteil, gemessen durch die
Elementaranalyse, nicht mit einer groBeren Anzahl primdrer Amine (Hydrazide),
identifiziert durch den TNBS-Assay, einhergeht. Mit steigender Menge von zugesetztem
Hydrazinhydrat scheint neben der Funktionalisierung der Carbonsauren, auch eine intra-
wie auch intermolekulare VerknUpfung zweier Carboxylgruppen zu erfolgen. Diese
Verknipfung fliihrt zur Vernetzung der Polymerstrange und erhéht die
Molekulargewichtsverteilung My deutlich. Werden vier oder mehr Aquivalente Hydrazin-
Hydrat eingesetzt, so resultiert dies in einer verringerten Loslichkeit der Hydrazido-
Alginate 55. Als idealer Wert flir die anschlieBende Hydrogelierung wurde ein

Belegungsgrad von 25% ermittelt. Hydrazido-Alginate mit diesem Belegungsgrad zeigen

128 . Satake, T. Okuyama, T. Shinoda, J. Biochem. 1960, 47, 654-660.
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eine gute Loslichkeit und ermdglichen die Herstellung homogener, transparenter

Hydrogele.

5.3 Herstellung von Hydrogelen Uber kovalente in situ Vernetzungen

Die in Abb. 21 aufgefihrten Literaturbeispiele zeigen, dass das Mischen aquimolarer
Mengen Aldehydo- und Hydrazido-funktionalisierter Polymerkomponenten in wassrigen
Lésungen zur Bildung von Hydrogelen fihrt. In Analogie dazu wurden Aldehydo-Alginat
53 und Hydrazido-Alginat 55 jeweils in wassriger Losung bis zur Homogenitat geldst,
miteinander vermischt und fir wenige Minuten inkubiert. Ohne Erhéhung der Temperatur
oder Zugabe weiterer Additive bildeten sich transparente Hydrogele. Die Gelierungsdauer
korrelierte dabei sowohl mit der Konzentration der Komponenten im Solvenz, als auch
mit dem Grad der Derivatisierungen. Konzentriertere Polymerldsungen beschleunigten
den Gelierungsprozess (<1 Min.). Entscheidend fiir eine rasche Hydrogelierung ist zudem
die Homogenitat der Polymerlosungen, die vollstandige Loslichkeit der Aldehydo- und
Hydrazido-Komponente im jeweiligen Medium. Als idealer Wert flr beide
Polymerkomponenten wurde eine 1%ige (w/v) Losung in H,;04est. bestimmt. Desweiteren
fihrte ein hdéherer Belegungsgrad in den Aldehydo- bzw. Hydrazido-Komponenten auch
zur schnelleren Gelierung. Die stabilsten Gele wurden mit Aldehydo-Alginat 53 bei
100%igem  Oxidationsgrad und mit Hydrazido-Alginat 55 bei 25%igem
Derivatisierungsgrad erhalten. Wurden Komponenten mit geringerem
Derivatisierungsgrad eingesetzt, nahm die Stabilitat der gebildeten Gele linear ab. Fir die
Herstellung von durablen Hydrogelen in Wasser oder isotonischen Kochsalzlésungen ist
mindestens ein Oxidationsgrad von 30% flr die Aldehydo-Komponente nétig.

Chemisch betrachtet beruht der Gelierungsprozess auf der Bildung multipler
Hydrazonbindungen, die die Polymerketten untereinander vernetzen und somit ein
komplexes Netzwerk  erzeugen. Da die Bildung der Hydrazone eine
Kondensationsreaktion ist und die Gelierung in Wasser erfolgt, befindet sich der gesamte

Prozess in einem Gleichgewicht (Schema 21).

Io
07 H o

H,N-N
Na~ 0,0 KAo o

@0 H ® O H
Na 0,Ca_O0._0  * Na0,c 20
= OH = OH
53 55

Schema 21: Gelierung der Alginate 53 und 55 durch Verknipfung Uber die Hydrazonbindung.
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Auf Grund des makromolekularen Systems reichen jedoch insgesamt wenige
Verknipfungspunkte aus, um ein stabiles Hydrogel 56 zu bilden.

Neben dem Belegungsgrad der beiden Komponenten hangt die Stabilitat der gebildeten
Hydrogele auch vom gewdahlten Medium ab. Hydrogele, die in H,O4est. Oder isotonischer
Kochsalzlésung hergestellt wurden, zeigten dauerhafte Stabilitdt Gber mehrere Wochen.
Ferner konnten Gele in Nahrmedien wie DMEM gebildet werden. Diese wurden jedoch nur
mit Alginaten erhalten, die zu 100% die Aldehydo- und zu 30% die Hydrazido-
Komponente Uberflhrt wurden. Hydrogele, die in Nahrmedien unter Zugabe von Zellen
gebildet wurden, zeigten eine deutlich beschleunigte Polymerisation. Im Falle einer
erfolgreichen Zelladhasion vermittelt die Anlagerung der Zellen zusatzlich die
Verknlipfung der einzelnen Polymerstrange und unterstiitzt somit den Gelierungsprozess.

Da die Gelierung Uber Hydrazonbindungen erfolgt, kénnen diese in wassrigen Medien
hydrolysieren. Biologische Untersuchungen (Kapitel 5.6) und die Bestimmung des
Quellverhaltens (Kapitel 5.5) wiesen jedoch die Stabilitat der Gele lber einen langeren
Zeitraum aus. Vergleichbare Resultate beschrieben SHI et al., die die Hydrazonbindung
zur Markierung Aldehydo-funktionalisierter Proteine mit Fluorophoren nutzten. Basierend
auf UV-spektrometrischen Messungen gaben sie an, dass die Bindung eine gute
Hydrolysestabilitdt unter physiologischen Bedingungen besitzt."”® Beziglich der
Hydrolyseempfindlichkeit in vitro postulierten TAN et al., die Chitosan und Hyaluronsdure
Uber Iminbindungen vernetzten, dass Hydrogele unter physiologischen Bedingungen

einer nur sehr langsamen Hydrolyse ausgesetzt sind.™

5.3.1 Alginat-Hydrogele

Die auf Basis von Aldehydo-Alginat 53 und Hydrazido-Alginat 55 hergestellten Hydrogele
56 wurden sowohl mit physikalischen wie auch biologischen Verfahren untersucht, wobei
rheologische Messungen und das Quellverhalten zur physikalischen Charakterisierung
dienten und in vitro und in vivo Tests flr die biologische Bewertung herangezogen
wurden. Die Netzwerkstrukturen der erzeugten Gele wurden ferner iber REM-Aufnahmen
der Oberflachen untersucht. Fir alle Untersuchungen wurden 1%ige wassrige Lésungen
des Hydrazido-Alginats 55 mit 25%iger Belegung (1-2 mg in 100 pL H,O04est.) und 2%iger
wassrige Loésungen des Aldehydo-Alginats 53, 100%ig oxidiert (1-2 mg in 50 pL HyOgest.),
zur Préaparation der Gele verwendet. Durch Mischen gleicher Volumina beider Lésungen in
einem 2:1 Verhaltnis wurden die Alginat-Gele in Culturewells” hergestellt. Die einzelnen

Schritte der Gelierung sind in Abb. 25 beispielhaft gezeigt.

129 % shi, Y. Jung, L.-J. Lin, C. Liu, C. Wu, I. K. O. Cann, T. Ha, Nat. Methods 2012, 9, 499-503.
180y, Tan, C. R. Chu., K. A. Payne, K. G. Marra, Biomaterials 2009, 30, 2499-2506.
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Mischen
Lyophilisiert "‘I’_%szjrr']%e V‘I’_%ijrr']%e Lyophilisiert
Alg-Ald Alg-Hyd

Hydrogel ——

8.0 mm

Abb. 25: Schematische Darstellung der praparativen Durchfihrung des in situ

Gelierungsprozesses.

Die Technik der in situ Gelierung ermdglicht es, Gele in jeglichen zwei- und drei-
dimensionalen Formen herzustellen, wobei diese durch die Wahl der Negativform
bestimmt wird. Die Polymernetzwerke wurden, analog zu den radikalisch polymerisierten
Hydrogelen (Kapitel 4.2.2.1), mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Die
Proben wurden dafiir gefriergetrocknet, horizontal geschnitten, besputtert und bei
variierenden Elektronenspannungen vermessen (Abb. 26). Alle gezeigten REM-

Aufnahmen wurden am Deutschen Institut fir Kautschuktechnologie e.V. -DIK- von Dr.

A. DIEKMANN angefertigt.

EHT = 6.00 kv Signal A = SE1 Date :23 May 2011 EHT = 6.00 kV Signal A = SE1 Date :23 May 2011
WD =29.0 mm Systern Vacuum = 2 48¢-008 mbar Mag= 500X WD = 9.0mm Systern Vacuum = 3 25€-008 mbar Mag= 5.00 KX

Abb. 26: REM Aufnahme des lyophilisierten Alg-Ald/Alg-Hyd-Hydrogels in unterschiedlichen

Auflésungen.

Die Aufnahmen zeigten, dass die in situ Gelierung in der Bildung eines homogenen
Netzwerks resultierte. Poren in GréBenordnungen von 40-150 ym, die ein Einwachsen
von Zellen ermdglichen sollten,*” waren jedoch nicht vorhanden. Das gefriergetrocknete
Gel lag in Form eines geschlossen, wabenartigen Gerlistes mit einem maximalen

Porendurchmesser von ca. 20 um vor.
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Die Netzwerkstrukturen der Gele in Lésung lassen sich mit Hilfe der environmental

scanning electron microscopy ,ESEM" untersuchen.™

Diese Technik ermdglicht es,
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen bei geringem Vakuum zu erhalten, was
bedeutet, dass z.B. Hydrogele in gequollenem Zustand untersucht werden kénnen. MOURA
et al. verglichen die PorengréBen von lyophilisierten Hydrogelen (SEM) mit denen im
gequollenen Zustand (ESEM)."™ Die Poren in gequollenen Gelen zeigten nur geringe
Veranderungen im Verhaltnis zu den trockenen Proben. Die Durchmesser der Poren lagen
in Folge der Wasseraufnahme nur leicht vergréBert vor. Der Ubergang zwischen
lyophilisierten und gequollenen Gelen hat auch nach KANG et al. nur geringen Einfluss auf
die PorengroBe.™ Folglich miissten Gele, damit ein Einwachsen von Zellen méglich wird,
bereits vor dem Quellvorgang Poren in ausreichenden Dimensionen vorweisen. Diese
Eigenschaft konnte somit auch in unseren Untersuchungen bestdtigt werden (Kapitel
4.5.2).

Ferner untersuchten KANG et al. den Einfluss der Temperatur, die fiir das Einfrieren der
Proben verwendet wurde, auf die PorengréBen der lyophilisierten Hydrogele.”*® Je
geringer die Temperatur beim Gefrieren, desto kleiner waren die gebildeten Poren. Auch
konnte ein Zusammenhang zwischen Netzwerkstruktur, mechanischem Verhalten und
Gefriertemperatur ermittelt werden. Ein vergleichbares Resultat erhielten PARK et al., die
den Einfluss der Trocknungsmethode auf das geformte Netzwerk bei Chitosan-Gelen
bestimmten.™*

Diese Resultate lassen darauf schlieBen, dass die REM-Aufnahmen der
gefriergetrockneten Hydrogele (Abb. 12, Abb. 26, Abb. 28) nicht zwangslaufig die reale
Netzwerkstuktur wiederspiegeln, die direkt nach der chemischen Vernetzung erhalten
wurde. Die PorengréBe und die dreidimensionale Struktur des Gels werden durch den
Gefriertrocknungsprozess wesentlich beeinflusst. Dies zeigt, dass Wasser als Porogen
eingesetzt werden kann, insbesondere wenn gezielte Frierungstechniken angewendet

werden.™

5.3.2 Hydrogel-Blends

Der Zugang zu den gelierungsfdhigen Komponenten der Hyaluronsaure,® Hyaluronséure-
Aldehyd 57 und Hyaluronsdure-Hydrazid 58, erlaubt es, Hydrogel-Blends herzustellen
(Abb. 27). Durch Mischen von Hyaluronsaure-Aldehyd 57 mit Alginat-Hydrazid 55 und

vice versa, wurden stabile Hydrogele generiert. Daflir wurden 1%ige wassrige Losungen

181 3. 5. Shah, A Beckett, Micron 1979, 10, 13-23.

M. J. Moura, H. Faneca, M. P. Lima, M. H. Gil, M. M. Figueiredo, Biomacromol. 2011, 12, 3275-3284.
H.-W. Kang, Y. Tabata, Y. Ikada, Biomaterials 1999, 20, 1339-1344.

H. Park, K. Park, D. Kim, J. Biomed. Mat. Res. Part A 2006, 76, 144-150.

S. Van Vlierberghe, V. Cnudde. P. Dubruel, B. Masschaele, A. Cosijns, I. De Paepe, P. J. S. Jacobs, L. Van
Hoorebeke, J. P. Remon, E. Schacht, Biomacromol. 2007, 8, 331-337.
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der Hydrazido-Komponente (1-2 mg 55 oder 58 in 100 pL H»O4est.) und 2%ige wassrige
Losungen der Aldehydo-Komponente (1-2 mg 53 oder 57 in 50 pL H,Ogest.) zur
Praparation der Gele verwendet. Durch Mischen gleicher Volumina beider Ldsungen in
einem 2:1 Verhéltnis wurden die Blends in Culturewells” hergestellt. Die Préparation der

Komposite erfolgte analog zu Abb. 25.

CHC) H

Na O,Ce_ 0.0
O:RIOH
——= OH

55

Abb. 27: Herstellung von Hydrogel-Blends durch Mischen wassriger Lésungen von HyA-Ald 57
oder Alg-Ald 53 mit HyA-Hyd 58 oder Alg-Hyd 55.

Dieser Ansatz stellt zur Zeit die einzige Methode dar, Alginat und Hyaluronsaure durch
eine kovalente Verknlpfung in situ in Hydrogel-Blends zu Uberfiihren. Neben dem
Derivatisierungsgrad beider Komponenten und dem Einfluss der Konzentration der
wassrigen Polymerlésungen, wurde die Gelierungsdauer auch durch die jeweilige
Komposition wesentlich beeinflusst, was rheologische Messungen bewiesen (Kapitel
5.4.1, Abb. 29). Desweiteren wurden von den Hydrogel-Blends Alg-Ald/HyA-Hyd und
HyA-Ald/Alg-Hyd rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt (Abb. 28). Die
Proben wurden analog zu Kapitel 5.3.1 prapariert und von Dr. A. DIEKMANN am Deutschen

Institut fir Kautschuktechnologie e.V. -DIK- vermessen.
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g > o A% i ¥ S UL X
EHT = 5.00 kv Signal A = SE1 Date :23 May 2011 Dat May 2011
System Vacuum = 1.84e-006 mbar Mag = 1.00 KX Mag= 1.00KX

EHT = 6.00kV Signal A= SE1 Date :23 May 2011 EHT = 5.00kV Signal A= SE1 Date :24 May 2011
WD =105mm System Vacuum = 1.93e-006 mbar Mag = 10.00 KX WD =14.0 mm Systern Vacuum = 5.35e-007 mbar Mag = 10.00 KX
TS

Abb. 28: REM Aufnahmen lyophilisierter HyA-Ald/Alg-Hyd (links) und Alg-Ald/HyA-Hyd (rechts)
Hydrogele.

Die Makrostrukturen beider Blends lagen in Form geschlossener, wabenartiger
Netzwerke vor, wobei die RegelmaBigkeit des Netzwerkes im Detail jedoch variierte. Das
langsam gelierende System Alg-Ald/HyA-Hyd bildete ein deutlich homogeneres Netzwerk
(Abb. 28, rechts) als das sehr schnell gelierende System HyA-Ald/Alg-Hyd (Abb. 28,
links). Die hohe Polymerisationsgeschwindigkeit scheint die Bildung eines homogenen
Netzwerkes zu storen. Die durchschnittliche GréBe der Waben, lag analog zum Alginat-

Gel, flir beide Blends bei ca. 25 nm.

5.4 Mechanische Eigenschaften

Die rheologischen Untersuchungen der in situ gebildeten Hydrogele wurden mit einem
Rotationsrheometer (Physika MCR 501s; ANTON PAAR, Ostfildern, Deutschland) am
Deutschen Institut fir Kautschuktechnologie e.V. -DIK- in Zusammenarbeit mit M.
MOWES durchgefiihrt. Die Temperatur des Rheometers wurde wahrend der Messungen mit
einem Peltier-Element konstant auf 20 °C gehalten. Alle Messvorgange wurden in einem
klimatisierten Raum bei 23 °C und bei 35% Luftfeuchte ausgefiihrt.

Der Verlauf und somit die Dauer des in situ Polymerisationsprozesses wurde durch

Messen das Speichermodules G’ und des Verlustmodules G” Uber die Zeit verfolgt.
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AnschlieBend wurden die Gele einem Amplitudensweep unterzogen. Der
Polymerisationsprozess wurde bei einer konstanten Normalkraft von 0.01 N {ber einen
Zeitraum von 2500 s beobachtet. Die Messungen fiir jedes Gelkomposit wurden dreimal
durchgefiihrt. Die anschlieBende Messung des Amplitudensweeps erfolgte bei
Deformationswerten von 0.01% bis 1000%. Da zwischen den unterschiedlichen
Messmethoden gewisse Zeitraume fir den Umbau und die Kalibrierung des Gerates nétig
waren, besteht eine Diskrepanz zwischen den Endwerten von G’ nach dem
Polymerisationsprozess und den Anfangswerten von G’ des Amplitudensweeps. Zusatzlich
wurde der Einfluss der Temperatur auf den Gelierungsprozess fir den Blend Alg-Ald/HyA-

Hyd untersucht.

5.4.1 in situ Polymerisationsprozess

Der Verlauf der Polymerisationen wurde fir alle Hydrogel-Zusammensetzungen
(Alg-Ald/HyA-Hyd, HyA-Ald/HyA-Hyd, HyA-Ald/Alg-Hyd und Alg-Ald/Alg-Hyd) Uber die
Zeit gemessen (Abb. 29). Die Speichermodule G’ stiegen stetig, da mit Verknlpfung der
Polymere gréBere Polymerkonstrukte entstanden, die hohere Molekulargewichte und
damit hoéhere Reibungskrafte zur Folge hatten. Gleichzeitig stieg auch der elastische

Anteil G”, da die Vernetzung zu einer erhéhten Elastizitat des Netzwerkes fihrte.
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Abb. 29: Logarithmisch aufgetragene Speichermodule G’ (oben) und Verlustmodule G” (unten),
als Funktion der Zeit. Gemessen wurden die Gel-Systeme: Alg-Ald/Alg-Hyd ( ), Alg-Ald/HyA-
Hyd (Schwarz), HyA-Ald/Alg-Hyd ( ) und HyA-Ald/HyA-Hyd (Rot).

Der Gelierungsprozess der Alginat-Gele lieB sich in zwei Stufen einteilen (Abb. 29,
oben). Zu Beginn der Vernetzung wurde nach kurzer Zeit ein stationarer Zustand in Form
eines Plateaus erreicht, nach Entknaulung der viskosen Alginatstrange schritt die
Verknlpfung wieder voran und das Speichermodul stieg wiederum. Die Inkubationszeiten

und die maximal erreichten Speichermodule G’ der Gele nach 2500 s sind in Abb. 30

gezeigt.
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Abb. 30: Maximale Speichermodule G’ (Schwarz) und Inkubationszeiten (Grau) aller Gele im
Uberblick.
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Bis auf den Blend Alg-Ald/HyA-Hyd, welcher erst nach 780 s zu gelieren begann,
erfolgte die Vernetzung bei den anderen Systemen innerhalb einer Minute. Dabei deutet
sich an, dass die Komponente Hyaluronsaure-Aldehyd auf Grund der geringeren
Viskositat und des verringerten Molekulargewichtes die hdhere Beweglichkeit besitzt.
Dieses Verhalten resultiert in einer verbesserten Zuganglichkeit der Aldehyde innerhalb
der Polymerstrange, so dass diese Komponente am Reaktivsten ist. Die hohe Viskositat
der Alginate hingegen flhrte zu langsameren Gelierungen; dieses zeigt der Vergleich
zwischen Alg-Ald und HyA-Ald deutlich. (Abb. 29, oben). Allerdings verzdgerte die
Komponente HyA-Hyd die Gelierung. Im Gegensatz zu Alg-Hyd ist in HyA-Hyd nur jede
vierte monomere Saccharideinheit mit der Hydrazido-Funktionalitat versehen, wahrend in
Alg-Hyd jedes dritte Saccharid derivatisiert vorliegt. Folglich gelieren die Hydrazide des
Alginats schneller mit Alg-Ald oder HyA-Ald als die Hydrazide der Hyaluronsaure.

Insgesamt zeigten die Messungen, dass Alginat im Vergleich zu Hyaluronsaure das
rigidere Biopolymer ist, da Alginat-Gele mit Abstand die groten Werte fir G’ erreichten.
Diese Eigenschaft des Alginats wurde bereits flr radikalisch polymerisierte Hydrogele
beobachtet (Kapitel 4.5, Abb. 13). Die anionische Struktur der Alginatkette kann hier als
mogliche Erkléarung angefihrt werden, welche in Gegenwart von Kationen helikale, dicht
gepackte Anordnungen annehmen kann (Kapitel 1.4).

Da die beschriebene Hydrogelierung, unter Verwendung der Aldehydo- und Hydrazido-
Komponenten des Alginats bzw. der Hyaluronsaure, neu entwickelt wurde, kénnen nur
ahnliche Systeme (Abb. 21) als Referenz herangezogen werden. Ein vergleichbares
Ergebnis liefert das auf Hyaluronséure basierende Gelsystem von Ossipov et al.** Mit G'=
247 Pa in PBS-Puffer findet man dort fiir das lUber Hydrazon-Bindungen vernetzte Gel
einen fast identischen Wert im Vergleich zu dem hier entwickelten System (Abb. 30).

Zusatzlich wurde der Polymerisationsverlauf bei verschiedenen Temperaturen
untersucht. Damit ein Austrocknen der Gele wahrend des Messvorganges verhindert
wird, wurde die Messung bei 20 °C wie auch bei 25 °C durchgefiihrt, statt bei der
physiologischen Temperatur von 37 °C. Um den Einfluss der Temperatur eindeutig
studieren zu kénnen, wurde flir diese Messungen der sehr langsam gelierende Blend Alg-
Ald/HyA-Hyd verwendet (Abb. 31).
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Abb. 31: Logarithmisch aufgetragenes Speichermodul G’ als Funktion der Zeit, gemessen fir das
Gel-System Alg-Ald/HyA-Hyd bei 20°C (Blau) und 25°C (Rot).

Die Inkubationszeit war von der Temperatur unbeeinflusst, da signifikante
Abweichungen erst nach ca. 680 s detektiert werden konnten. AnschlieBend wurden
jedoch bei héherer Temperatur groBere Werte fiir G' erreicht. Das bedeutet, dass die
Polymerisation bei 25 °C deutlich schneller ablauft. Der maximal erreichte Wert nach
3600 s war bei 25 °C mit G'= 463 Pa etwa viermal hdher als bei 20 °C mit G'= 98 Pa. Bei
hoheren Temperaturen ist sicherlich eine starkere BROWN sche Bewegung der
Polymerketten gegeben, was zu einer geringeren Viskositat der Lésungen und folglich zu
einer erh6hten Reaktivitat fihrte. Der Verlauf des Speichermoduls entspricht damit den

Erwartungen, da die Kinetik proportional abhangig von der Temperatur ist.

5.4.2 Amplitudensweep

Der Amplitudensweep wurde direkt nach Durchfiihrung der Polymerisationsmessung
bestimmt. Dabei korrelieren die Anfangswerte von G’ (Abb. 32) auf Grund der
fortschreitenden Vernetzung nicht mit den Endwerten von G' nach der

Polymerisationsmessung (Abb. 29).
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Abb. 32: Logarithmisch aufgetragener Amplitudenswepp bei steigender Deformation y, gemessen
fir die Gel-Systeme: Alg-Ald/Alg-Hyd ( ), Alg-Ald/HyA-Hyd (Schwarz), HyA-Ald/Alg-Hyd
( ) und HyA-Ald/HyA-Hyd (Rot). Die Speichermodule G’ sind als Linie, die Verlustmodule G”

in Form von Sternen dargestelit.

Im Bereich kleiner Deformationen bis zu y= 1% wurde ein nahezu konstantes
Speichermodul G' flir alle vier Gele erhalten, erst bei héheren Belastungen wurden die
Netzwerke zerstdrt. Das Verhalten der Gele HyA-Ald/HyA-Hyd und HyA-Ald/Alg-Hyd ist
ahnlich. Die Werte der Speichermodule G' liegen deutlich unterhalb der anderen beiden
Gele, der Wendepunkt wird aber erst bei sehr hohen Deformationswerten Gber y= 50%
erreicht. Dies zeigt, dass diese beiden Systeme gute elastische Eigenschaften besitzen,
die jedoch mit einer geringeren Steifheit der Gele einhergeht. Dieses Verhalten korreliert
mit den Resultaten der methacrylischen Gele (Kapitel 4.3).

Die Gele Alg-Ald/Alg-Hyd und Alg-Ald/HyA-Hyd zeigen ein kontrares Verhalten. Ihre
Rigiditat ist wesentlich ausgepragter, die Netzwerke wurden jedoch bereits bei geringen
Deformation unter y= 10% zerstort. Dabei zeigte das Alginat-Gel einen abweichenden
Verlauf, da dieses unter Deformation zuerst ein hoheres Speichermodul erreichte. Dieses
Verhalten kann durch eine unter Belastung induzierte post-Polymerisation erklart
werden. Die anliegende Deformation erhéhte die Flexibilitdt des sehr viskosen Alginat-
Gels, die Knaulung der Ketten wurde dadurch verringert und verbliebene, intakte
Funktionalitdten konnten weitere Vernetzungsreaktionen eingehen. Dies bedeutet, dass
die Vernetzungsrate mit groBeren Deformationen erst erhéht wird und anschlieBend das

Gel unter zu hohen Belastungen mechanisch zerstort wird.
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5.4.3 Ergebnisse der mechanischen Untersuchungen

Der Einsatz zweier unterschiedlicher Biopolymere mit jeweils zwei reaktiven
Komponenten lasst die Bildung eines modularen Gel-Systems zu. Dies ermdglicht es,
individuelle Gele mit speziellen Verhaltensweisen, abgestimmt auf den jeweiligen Bedarf
der biomedizinischen Verwendung, zu produzieren:

> Alginat erhoht die Steifheit und Formstabilitat der Gele,

Hyaluronsaure verbessert die Elastizitat, insbesondere unter Belastung,

Y

mit steigender Temperatur erfolgt eine beschleunigte Gelierung,

Y

der Gelierungsbeginn wird durch die Temperatur nicht beeinflusst und

Y

die Inkubationszeit ist fiir jedes Gel-System individuell.

Diese Informationen Uber das Gelierungsverhalten und die viskoelastischen
Eigenschaften sind essentiell flr eine effektive Gel-Herstellung fiir das tissue engineering.
Je nach Zelltyp und vorgesehenem Implantationsort werden unterschiedliche Anspriiche
an das Gewebe gestellt. Vor allem fiir den operativen Eingriff, der eigentlichen
Implantation, ist eine ausreichende Rigiditét entscheidend. Flir das angestrebte
myocardiale tissue engineering sind Gewebe von Noten, die eine gewisse Festigkeit
besitzen, gleichzeitig aber auch Kontraktionen der Herzmuskelzellen erlauben, was
elastische Eigenschaften erfordert. Diese komplexen Anforderungen wurden vor allem bei
der Ausflihrung aktiver und passiver Krdfte des Herzmuskelgewebes deutlich (Kapitel
5.6.2.3).

5.5 Quellraten

Zur Bestimmung der Quellraten wurden zylindrische Gele mit 3 mm Durchmesser
hergestellt und nach Lyophilisation das Quellverhalten in H,Og4et. untersucht. Die Gele
wurden in 5 mL Wasser bei 25 °C gequollen und finfmal innerhalb von 48 Std. gewogen
(Abb. 33). Die Quellwerte Q geben das Verhaltnis des vollstdndig gequollenen Gels zum
Trockengewicht der Probe an. Insgesamt wurden fiir jedes Gelsystem drei Proben
prapariert, jede Wagung insgesamt dreimal wiederholt und die Messwerte gemittelt. Eine
konstante Quellrate Q wurde fir nahezu alle Gele nach 20 Std. erreicht. Lediglich das
Hyaluronsaure-Gel bendétigte einen lédngeren Zeitraum (30 Std.) bis das Gleichgewicht
erreicht wurde. Ein konstanter Quellwert bedeutet, dass nach einem bestimmten
Zeitpunkt ein maximales Gewicht in Folge der Wasseraufnahme erreicht wird und keine
weiteren Anderungen bezliglich Form oder GréBe erfolgen. Diese Formstabilitit ist ein
wichtiger Faktor fir in vivo Implantationen. Gel-Implantate sollten ihre urspriinglich
durch die Form festgelegte Dreidimensionalitdt nicht wesentlich verdndern. Auch ein zu
starkes Quellen des Gelkdrpers ist zu vermeiden, da dies zu Quetschungen des

umliegenden Gewebes fiihren kann.
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Abb. 33: Quellraten Q als Funktion der Zeit: Alg-Ald/Alg-Hyd ( ), Alg-Ald/HyA-Hyd
(Schwarz), HyA-Ald/Alg-Hyd ( ) und HyA-Ald/HyA-Hyd (Rot). jeweils als 1:1 (w/w)

Zusammensetzungen.

Die erhaltenen Werte liegen im Vergleich mit der Literatur in @hnlichen Dimensionen.
BOUHADIR und Mitarbeiter beschrieben einen Wert von Q= 30 fir Alginat-Gele, die
ebenfalls Uber Hydrazone vernetzt wurden (Abb. 21)."** Dariiber hinaus zeigten Alginat-
Aldehyde die Uber divalente Calcium-Ionen vernetzt wurden, einen Wert zwischen 21 und
26."* Hyaluronsdure-Gele, die ebenfalls (ber Hydrazone zwischen Aldehydo- und
Adipinsauredihydrazid-verlangerten Hyaluronsauren vernetzt wurden, ergaben einen
Wert von Q= 42.%'

5.6 Biologische Bewertung

Die biologische Bewertung der in situ gebildeten Hydrogele erfolgte sowohl in vitro wie
auch in vivo. In vitwurde die Zichtung von bioartifiziellen Herzmuskeln verfolgt
(myocardiales tissue engineering).”® Grundlegende Erkenntnisse in diesem Bereich
wurden bereits bei den Zelltests mit den radikalisch polymerisierten Gelen gewonnen
(Kapitel 4.5.2). Diese zeigten, dass die Polysaccharide eine sehr gute Biokompatibilitat in
vitro aufwiesen, die Adhasion von Zellen jedoch nur in Gelatine-haltigen Gelen

nachgewiesen werden konnte. Dies bedeutet, dass sowohl Alginat wie auch

138 T. Boontheekul, H.-J. Kong, D. J. Mooney, Biomaterials 2005, 26, 2455-2465.

D. A. Ossipov, S. Piskounova, O. P. Varghese, J. Hilborn, Biomacromolecules 2010, 11, 2247-2254.
H. Jawad, N. N. Ali, A. R. Lyon, Q. Z. Chen, S. E. Harding, A. R. Boccaccini, J. Tissue Eng. Regen. Med.
2007, 1, 327-342.
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Hyaluronsaure grundsatzlich als Gerlstmaterial geeignet sind, sie aber auf Grund
fehlender Adhasionsdomdnen keine komplexe Gewebebildung erwirkten. Fir das
myocardiale tissue engineering eignen sich diese beiden Polysaccharide insbesondere
aufgrund der modularen Einstellbarkeit ihrer physikalischen Eigenschaften. Um komplexe
Gewebe zu generieren, ist jedoch die Zugabe von Adhdsionsfaktoren nétig, so wie bereits
erfolgreich fir Gelatine gezeigt wurde (Kapitel 4.5.2).

Dartber hinaus wurden Biokompatibilitats- und Abbau-Studien mit Lucifer-Geld
markierten Gelen in vivo an haarlosen Mausen durchgefiihrt. Diese sollten zeigen, wie
sich ex vivo praparierte und anschlieBend implantierte Gele im lebendigen Organismus
verhalten. Das Augenmerk bei diesen Untersuchungen lag auf der Bestimmung einer

langfristigen Vertraglichkeit und Bioabbaubarkeit.

5.6.1 Praparation und Sterilisation der Polymerkomponenten

Im Zuge der biologischen Untersuchungen war das Prdaparationsverfahren der Polymer-
Komponenten flir das tissue engineering zu optimieren. Da der Gelierungsprozess in
Gegenwart der Zellen erfolgte, sollten die eingesetzten Komponenten den vorher
genannten biomedizinischen Anforderungen entsprechen. Aus diesem Grund werden
einzelne Reinigungsschritte kurz erlautert.

Die Dialyse der derivatisierten Polysaccharide erfolgte zuerst Uber drei Tage mit
destilliertem Wasser und anschlieBend zwdlf Stunden mit Endotoxin-freiem, sterilem
Wasser. Alle verwendeten GefaBBe, Pipetten usw. wurden vor Benutzung autoklaviert. Die
im Medium des letzten Wasserwechsels gelésten Polymere wurden mit einem Sterilfilter
der PorengrdoBe 0.22 um sterilisiert und danach lyophilisiert. Die gefriergetrockneten,
modifizierten Polymerkomponenten wurden wiederum in Endotoxin-freiem Wasser geldst,
in identischen Volumina in sterile EPPENDORF Cups dberfihrt und diese erneut
gefriergetrocknet. Die Polymer-Komponenten lagen somit in steriler, konservierter Form
vor und zwar portioniert fir den direkten Einsatz als in situ gelierbares System im tissue

engineering.

5.6.2 Praparation der Zellkulturen

Die biologischen Untersuchungen wurde im LEBAO ,Forschungslaboratorien fir
Biotechnologie und kinstliche Organe™ von J. DAHLMANN in der Arbeitsgruppe GRUH
durchgefiihrt. Das Praparationsverfahren der in situ Gelierung in Gegenwart von Zellen
wurde in Kooperation erarbeitet.

Die gefriergetrockneten, portionierten Aldehydo- bzw. Hydrazido-Komponenten des
Alginats oder der Hyaluronsdure wurden separat in DMEM (im Falle der modifizierten
Hyaluronsauren) oder in H,O4c:. (im Falle der modifizierten Alginate) bei 60°C bis zur
vollstandigen Homogenitat gelést. Die Konzentrationen der erhaltenen Polymerlésungen

betrugen jeweils 1% (w/v). Die eingesetzten Zellmischungen wurden anschlieBend in der
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Hydrazido-Komponente bis zur Homogenitat suspendiert und durch Zugabe der
Aldehydo-Komponente geliert (Abb. 34). Die Inkubationszeit bis zur vollstandigen
Gelierung betrug mindestens 45 Min. bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Gele mit
Nahrmedium Uberschichtet und in einem Standard-Inkubator bei 37 °C, 5% CO, und

gesattigter Luftfeuchte mit taglichem Medium-Wechsel kultiviert.

=
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Abb. 34: Schematische Darstellung zur Praparation zellbeladener, in situ geformter Hydrogele."*
Rote Korper deuten Zellen an, wahrend graue/ blaue Strdange die beiden Polymerkomponenten

visualisieren. Als Negativform fiir das myocardiale tissue engineering wurde eine Teflon-GieBwanne

eingesetzt.'*

5.6.3 Live/Dead Assay: Biokompatibilitat

Zur Uberprifung der Zytotoxizitat der in situ hergestellten Hydrogele wurden Live/Dead
Assays durchgefiihrt. Toxische Eigenschaften kdénnten beispielsweise von den
vorhandenen Aldehydo- oder Hydrazido-Funktionalitdten in den Biopolymeren, den
gebildeten Hydrazonen oder den Reaktionsenergien ausgehen. Die Biokompatibilitdts-
studien erfolgten mit Zellmischungen aus neonatalen Rattencardiomyocyten und
Fibroblasten, die in die Gele eingekapselt wurden. Die Farbung der Zellen zum Nachweis
der Zellvitalitdaten erfolgte mit einem kommerziell erwerblichen Live/Dead Assay. Lebende
Zellen wurden durch eine grine, abgestorbene Zellen durch eine rote Farbung
visualisiert. Alg-Ald/Alg-Hyd-Gele wie auch der HyA-Ald/Alg-Hyd Blend wurden mit dem
gelierten Protein Collagen verglichen (Abb. 35).

139 3, Dahlmann, unverdéffentlichte Ergebnisse, Medizinische Hochschule Hannover, 2012.

140 G, Kensah, I. Gruh, J. Viering, H. Schumann, J. Dahlmann, H. Meyer, D. Skvorc, A. Bar, P. Akhyari, A.

Heisterkamp, A. Haverich, U. Martin, Tissue Eng. Part C 2011, 17, 463-474.
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HyA-Ald /
< A Hiyg

Abb. 35: Live/Dead Assay in situ gelierter Hydrogele. Die Farbungen der Zellmischungen, isoliert
aus neonatalen Rattenherzen, erfolgten nach dreitagiger Kultivierung. A) Collagen-Gel, B) Alginat-

Gel und C) Hyaluronséure-Alginat Blend.*®

Die Kompatibilitatsstudien zeigten, dass sowohl das Alginat-Gel wie auch der Alginat-
Hyaluronsaure Blend eine sehr gute Zellvertraglichkeit aufweisen. Nur wenige Zellen
wurden als nicht vital identifiziert. Fir die Gel-Systeme Alg-Ald/HyA-Hyd und
HyA-Ald/HyA-Hyd wurden keine reprasentativen Studien durchgefihrt.™
Zusammenfassend wies der Live/Dead Assay eine sehr gut Biokompatibilitat flir

> die Aldehydo-Komponente,

> die Hydrazido-Komponente,

» die gebildeten Hydrazon-Bindungen und
>

die Reaktionsflihrung des Gelierungsprozesses

aus. Eine Zell-Adhasion, -Migration oder -Spreizung konnten jedoch auch bei dieser
Gelierungsmethodik nicht nachgewiesen werden. Dies ist anhand der abgekugelten,
runden Form der Zellen bzw. der Zellagglomerate zu erkennen (Abb. 35 B,C). Im
Gegensatz dazu zeigten Zellen, ausgesiedelt in geliertem Collagen, adhasives Verhalten,
was an der langgestreckten Morphologie der Zellen erkennbar ist (Abb. 35 A). Proteine
wie Gelatine (Kapitel 4.5.2) oder Collagen besitzen somit addaquate Erkennungseinheiten
flr eine Integrin-vermittelte Zelladhasion.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang zu den Ergebnissen von JEON et al.,'*' die
methacrylierte, partiell oxidierte Alginate radikalisch in Hydrogele Uberfihrten. Ihre
Daten dokumentieren, dass nur ca. 11% der mesenchymalen Stammzellen, die auf den
Gelen ausgesiedelt wurden, ein adhasives Verhalten zeigen. Wiederum ist die veranderte,
gespreizte Morphologie der Zellen hierfiir diagnostisch. JEON et al. postulierten, dass die
erfolgreiche Adhasion auf die eingeflihrten Aldehydo-Funktionalitdten zurickzufihren
war, die mit den Glykopeptiden der Glykokalix auf der ECM reagierten.™*

Obwohl die Vitalitdat und die teilweise erfolgte Adhdsion in diesem Falle sogar flr
Stammzellen gefunden wurde, ist die Methode der Induzierung kritisch zu betrachten. Da
die Zelladhdsion iber eine chemische Bindung mit dem ECM erfolgte, sind nachhaltige
Schaden oder Modulationen in den Stammzellen nicht auszuschlieBen. Eine biologisch

ausgeldste Adhdrenz, ausgeldst Uber nicht kovalente Wechselwirkungen ist, besonders

78



Kovalent in situ vernetzbare Hydrogele

fir Stammzellen, deutlich zu bevorzugen. Diese kénnte z.B. Uber Peptide, wie der RGD-
Sequenz erfolgen, was die natlrliche Situation der Zell-Zell Erkennungsprozesse

nachahmen wiirde.®®

5.6.4 Myokardiales tissue engineering im Bioreaktor

Zur Praparation bioartifizieller Herzmuskelstrange wurden Zellmischungen eingesetzt, die
aus neonatalen Rattenherzen gewonnen wurden. Die Herstellung der Gele und die
Kultivierung im Bioreaktor erfolgten analog zu dem etablierten Protokoll (Kapitel 5.6.2).
Basierend auf den Resultaten des Live/Dead Assays (Kapitel 5.6.2.1), wurde den
Polymerkomponenten humanes Collagen I zugesetzt. Dieses sollte die Adhasion der
Zellen ermdglichen und damit die Bildung eines komplexen Gewebes unterstiitzen. Die
finale Konzentration der Matrixlésung betrug 1.2 mg/mL humanes Collagen I, 0.2% w/v
Aldehydo- und 0.2% w/v Hydrazido-Komponente bei einem Gesamtvolumen von 250 pL.

Der Fortschritt der Gewebebildung wurde in regelmaBigen Abstanden per
Fluoreszenzmikroskopie verfolgt. Die Farbung erfolgte mit dem  Farbstoff
Tetramethylrhodamin (TMRM), welcher sich in metabolisch aktiven Mitochondrien
anlagert, die besonders in Herzmuskelzellen in groBer Anzahl vorhanden sind. Die
Kultivierung im Bioreaktor ermdglichte es, die Zellkontraktionen Gber Kraftmessungen zu
charakterisieren. Nach 14 Tagen im Inkubator wurden die aktiven und passiven Krafte
der gebildeten Myokardien vermessen.

Die folgenden Ergebnisse entstammen der Forschungsarbeit von J. DAHLMANN.™’ Da
diese flur die vorliegende Arbeit jedoch essentiell sind, werden sie kurz umrissen.
Insgesamt wurden drei unterschiedliche, mit Collagen versetzte Hydrogel-Systeme
untersucht: das Alginat-Gel Ald-Ald/Alg-Hyd/Collagen (AAC), das Hyaluronsaure-Gel
HyA-Ald/HyA-Hyd/Collagen (HHC) und das Gel-Komposit HyA-Ald/Alg-Hyd/Collagen
(HAC). Daneben wurde ein Collagen-Gel (C) als Kontrollmatrix eingesetzt. Das Verhalten
der Zellen in den unterschiedlichen Gel-Systemen von Tag 0 bis Tag 13 ist in Abb. 36
gezeigt. In Folge der erfolgreichen Zelladhdsion, wurden innerhalb von 14 Tagen
komplexe Myokardien gebildet. In allen Gelen wurden gestreckte, langsausgerichtete
Cardiomyocyten identifiziert, die ein autonom kontrahierendes Gewebe ergaben. Dabei
resultierte die Bildung der Gewebe in einer deutlichen Veranderung der Gele im Vergleich
zu ihrer urspringlichen Form.

In Collagen-Gelen konnte eine sehr schnelle Verdichtung des Konstrukts beobachtet
werden, wobei die Gewebe nach 13 Tagen sehr gerade, diinne Strange formten (Abb.
36 A). Die Forméanderung der Polysaccharid-haltigen Gele dauerte wesentlich Ianger und
fihrte zu verbreiterten Geweben (Abb. 36 B-D). Das Verdichten der Konstrukte konnte
hier vor allem in der Gewebemitte beobachtet werden, wahrend die Bereiche an den
Enden nur wenig verandert vorlangen. Gele auf Alginatbasis bildeten Gewebe mit dem

groBten Durchmesser in der Mitte (Abb. 36 B). Das Verhalten des Alginat-Hyaluronsaure
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Blends liegt zwischen dem der Gele HAC und AAC, was wiederum die Modularitat des
gesamten Systems unterstreicht. Analog zu den Resultaten der mechanischen
Untersuchungen (Kapitel 5.4.3), lassen sich, abhdngig von der Gel-Zusammensetzung,

individuelle Gewebe kultivieren.

d1 d3 dd d7 d9 d11 d13

; “”I " || ||

Abb. 36: Fortschritt der Gewebeentwicklung visualisiert per Fluoreszenzmikroskopie Uber einen
Zeitraum von 13 Tagen. Kultiviert wurden neonatalen Rattenherzzellmischungen in Collagen-Gelen
(A) und mit Collagen versetzten (B) Alginat-Gelen, (C) Alginat-Hyaluronsaure-Blends und (D)
Hyaluronsédure-Gelen.™ Die Farbung erfolgte mit dem Farbstoff Tetramethylrhodamin (TMRM).

Myokardien gelten grundsatzlich als funktionelle Synzytien, was bedeutet, dass alle
Zellen weiterhin morphologisch voneinander getrennt vorliegen, ihr Zytoplasma aber
Uber Gap-junctions miteinander verbunden ist. Diese Verbindungsstellen sind essentiell
fir die elektronische Kopplung der Cardiomyocyten, was in einem homogen
kontrahierenden Muskelstrang resultiert. Die Starke der Kontraktion ist abhangig von den
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Konzentrationsgradienten der Calcium Ionen in den Gap-junctions, den transmembranen
Ionenkanalen der Zellen. Dieser Gradient und damit die Starke des Muskels lasst sich mit
Hilfe der Patch-Clamp Methode bestimmen.**

Kraftmessungen wurden nach Tag 14 in den eigens angefertigten Bioreaktoren
durchgefiihrt (Abb. 37). Dazu wurden die Frequenzen des spontan kontrahierenden
Gewebes vermessen, aktive und passive Krafte bestimmt und daraus die am Gewebe
anliegenden Spannungen errechnet. AnschlieBend wurden die Konstrukte schrittweise

gedehnt und wiederum aktive und passive Krafte bestimmt.

Abb. 37: Bioreaktor, entwickelt in der AG GRrRuUH, zur Kraftmessung von bioartifiziellen myokardialen

Geweben.*?

Die individuellen Werte der Messungen sind der Arbeit von J. DAHLMANN zu
entnehmen.'® Insgesamt zeigten alle Polysaccharid-Gele fiir fast alle Parameter ein
besseres Ergebnis als die Collagenreferenz. Sowohl der minimale Durchmesser des
Myokards, als auch die Frequenz der Kontraktionen lagen deutlich oberhalb des
Collagens. Gewebe auf Basis der Biopolymere entwickelten deutlich héhere aktive wie
auch passive Krafte, im Vergleich zur Collagenreferenz. Die maximale passive Kraft
wurde im Alginat-Gel AAC mit einem achtfach héheren Wert, im Vergleich zum Collagen-
Gel erreicht. Die hochste aktive Kraft wurde fliir das Hyaluronsaure-Gel HHC mit einem
dreifach héheren Wert zum Collagen-Gel detektiert. Basierend auf diesen Werten und
den Durchmessern der Gewebestrange an der schmalsten Stelle, wurden aktiv und passiv
anliegende Spannungen berechnet. Hier zeigten Hyaluronsaure-Gele herausragende
Werte flr aktive wie auch passive Spannungen. Sowohl das Alginat-Gel AAC wie auch der
Alginat-Hyaluronsaure Blend HAC lagen bei den passiven Spannungen im Bereich des
Collagens, bei den aktiven Spannungen blieben beide jedoch weit hinter den Werten des

Collagens zurick.

141 0. P. Hamill, A. Marty, E. Neher, B. Sakmann, F. J. Sigworth, Pfliigers Arch. 1981, 391, 85-100.
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Die héhere Elastizitat der Hyaluronsaure scheint flir das myocardiale tissue engineering
gréBere Vorteile zu liefern, als die rigideren Alginate. Die Verhaltensweisen der
Biopolymere in der Gewebekultivierung lieBen sich, basierend auf den mechanischen

Untersuchungen (Kapitel 5.4), sehr gut interpretieren.

Die Ergebnisse der in vitro Kulturen lassen sich wie folgt zusammenfassen. LEOR et al.
beschrieben in einem im Jahr 2005 erschienen richtungsweisenden Artikel die
Entwicklung von biomimetischen Materialien der ,dritten Generation®, fir das
myokardiale tissue engineering.'” Diese sollten so konstruiert sein, dass sie die Zell-
Matrix Erkennung auf molekularer Ebene stark beglinstigen und somit die physische
Architektur der natirlichen ECM imitierend verbessern. Fir die Zichtung implantierbarer

Herzmuskeln setzten ZIMMERMANN et al. verschiedene Kriterien an.'”® Die Konstrukte

sollten
> kontraktil,
> elektrophysiologisch stabil,
» mechanisch robust,
» elastisch und
> biokompatibel

sein. Darlber hinaus sollten sie die Fahigkeit zur Vaskularisierung vor oder nach der
Implantation besitzen. Bezliglich des in dieser Arbeit entwickelten in situ gelierenden
Systems, konnten nach den mechanischen und biologischen Untersuchungen nahezu alle
oben genannten Punkte erfillt werden. Die physikalische Anforderungen wurden in
rheologischen Analysen und Quellstudien betrachtet (Kapitel 5.4 und 5.5) und eine
entsprechende Rigiditat bei gleichzeitiger Flexibilitdét nachgewiesen. Die biologische
Bewertung (Kapitel 5.6) attestierte die Kontraktilitat, die elektrophysiologische Stabilitdt
und eine sehr gute Biokompatibilitat.

Das Zusammenspiel dieser Parameter sollte es ermdglichen, native Herzmuskeln mit
adaquaten funktionellen und morphologischen Eigenschaften zu ziichten, die ihre Vitalitat
auch nach der Implantation bewahren.' Die Kombination von mechanischer, elektrischer
und funktioneller Verflechtung sollte vor allem in verbesserten systolischen und
diastolischen Werten erkennbar sein. Letztere Werte wurden in den in vitro gezichteten
BCT ‘s anhand der aktiven und passiven Krafte bestimmt. Dabei konnten exzellente
Ergebnisse fiir Gewebe auf Basis der neu entwickelten, polysaccharidischen Matrices

2

attestiert werden.'™ Die weitgehende Erfullung der Kriterien,'” sowie die positiven

142 3. Leor, Y. Amsalem, S. Cohen, Pharmacol. Ther. 2005, 105, 151-163.

143 W.H. Zimmermann, I. Melnychenko, T. Eschenhagen, Biomaterials 2004, 25, 1639-1647.

1ad 5, Dahlmann, A. Krause, L. Méller, G. Kensah, M. Moéwes, A. Diekmann, U. Martin, A. Kirschning, I. Gruh,

G. Dréager, 2012, in Vorbereitung.

82



Kovalent in situ vernetzbare Hydrogele

Resultate der biologischen Untersuchungen, offenbarten das Potential der in situ
gelierenden Matrices flir weitere Anwendungen im tissue engineering. Ein offener Punkt
zur Optimierung des Systems ist die Fahigkeit zur Angiogenese. Hier kdnnten
Adhdsionsfaktoren, wie RGD-Peptide oder VEGF Proteine Abhilfe schaffen. Die Einbettung
von RGD-Peptiden wird im weiteren Verlauf der Arbeit ausfihrlich behandelt (Kapitel 6).
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5.6.3 in vivo Implantate

Neben in vitro Testreihen mit neonatalen Rattencardiomyocyten (Kapitel 5.6.2) wurden
ebenfalls in vivo Studien durchgeflihrt. Diese Tests an lebenden Tieren sollten die
Kompatibilitdt der Hydrogele im Organismus zeigen. Die Studien wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. F. WITTE und Dr. I. BARTSCH realisiert (Abteilung
Implantatimmunologie, CrossBIT -Verbundzentrum  flir Biokompatibilitét und
Implantatimmunologie in der Medizintechnik- Hannover). Um die notwendige Zahl an
Versuchstieren einzuschranken und gleichtzeitig die implantierten Gele in vivo zu
verfolgen, wurde das ,Fluoreszenz Imaging System" Maestro™ verwendet. Dieses
Fluorenszenzmikroskop erlaubt es, fluoreszierende Substanzen im Korper lebender
Nagetiere, wie Mause zu visualisieren. Der Wellenlangenbereich des Gerdtes liegt

zwischen 500 nm und 950 nm,*®*

so dass Fluorenszenz-markierte Probekdrper einige
Millimeter unterhalb der Haut detektiert werden kénnen. Dabei hangt die
Fluoreszenzintensitat vom gewdhlten Fluorophor und den Absorptionseigenschaften des
umgebenden Gewebes ab. Um zusatzliche Lichtbrechungen zu vermindern, wurden fir
die Untersuchungen genetisch veranderte, haarlose Mduse verwendet.

Im Rahmen der Studie wurden zwei weibliche, haarlose Mduse Uber einen Zeitraum
von 56 bzw. 125 Tagen beobachtet und Fluoreszenzmessungen an den Tagen O, 1, 2, 3,
7, 14, 21, 35, 43, 49 und 56 durchgefiihrt. Fir histologische Untersuchungen wurde eine
Maus nach 56 Tagen euthanasiert, wahrend die Zweite flir eine Langzeitstudie Uber 125
Tage beobachtet wurde. Die Implantation der Probekérper erfolgte subkutan im Bereich

der Schultern beider Tiere, wobei pro Tier jeweils zwei Gele eingesetzt wurden (Abb. 38).

Abb. 38: Implantation des Fluoreszenz-markierten Alg-Hyd/HyA-Ald Gels im Schulterbereich des
ersten Versuchstieres (links). Messung der GroBe des subkutan implantierten Gels an Tag 14
postoperativ (rechts).

Als Fluorophor wurde die wasserldsliche, nicht toxische Verbindung Lucifer-Gelb

gewahlt, welche Absorptionsmaxima bei 428 nm und 280 nm zeigt. Da Lucifer-Gelb Gber

145 www.caliperls.com/products/preclinical-imaging/maestro (Stand: 15.03.2012).
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eine Hydrazido-Funktionalitat verfliigt, wurde es an die Aldehydo-Komponente der
Biopolymere konjugiert. Zur Anknipfung wurde 59 zuerst mit der Aldehydo-Komponente
der Hyaluronsaure 57 umgesetzt und das gebildete Addukt 60 direkt mit Na(CN)BH;
reduziert. AnschlieBend wurde die zu 15% mit Lucifer-Gelb dekorierte Aldehydo-
Hyaluronsaure 61 erschépfend dialysiert. Dieser umfassende Dialyseprozess garantierte,
dass nicht kovalent gebundene oder hydrolysierbare Fluorophore vollstandig entfernt
wurden.

Die Herstellung der Hydrogele erfolgte unmittelbar vor der Implantation. Die markierte
Aldehydo-Komponente 61 wurde mit aquimolaren Mengen des Hydrazido-Alginats 55
umgesetzt (Schema 22), was in der Bildung gelb fluoreszierender Hydrogele resultierte.
Die einzelnen Reaktionsschritte, sowie die Optimierung der reduktiven Bedingungen

wurden von L. MOLLER untersucht.®®

Schema 22: Markierung der Hyaluronsaure Aldehydo-Komponente 57 mit Lucifer-Gelb 59 und
anschlieBender Reduktion des Adduktes 60. Durch Zugabe von Hydrazido-Alginat 55 konnte der
Fluoreszenz-markierte Blend 62 generiert werden; a) H,O; b) Na(CN)BHs, H,0; c) H,0, Alg-Hyd,,.
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Die ausflihrlichen Beschreibungen der in vivo Studie sind der Veréffentlichung von
MOLLER et al. zu entnehmen.*® Zusammenfassend wurden nach der Explantation der Gele
und der histologischen Untersuchung folgende Resultate ermittelt:

> Alle Gele wiesen eine sehr gute Biokompatibilitat auf.
Entziindungs- oder Immunreaktionen wurde nicht festgestelit.
Keine Abkapselungen von Geweben im Bereich des Implantates.
Alle Gele wurden postmortem nahezu vollstandig explantiert.

Die Morphologie, die GréBe und das Gewicht der Gele blieb nahezu konstant.

YV V V V

Die sehr gute mechanische Stabilitdat wurde Uber einen langeren Zeitraum

nachgewiesen.

Der biologische Abbau konnte in keinem Versuchstier nachgewiesen werden, wobei
eine partielle Degradation nicht auszuschlieBen war. Dieses bedeutet, dass weder ein
enzymatischer Abbau der Hyaluronsdure Uber kodrpereigene Hyaluronidasen erfolgte,
noch die Hydrazonbindungen zwischen den Polymeren hydrolysiert wurden.
Weiterfihrende Studien zum enzymatischen Abbau der Hyaluronsdure-Gele und den
Aldehydo- sowie Hydrazido-Komponenten sind den Resultaten von L. MOLLER zu
entnehmen.®” Ein mdglicher Grund fir die verlangsamte bzw. inhibierte Degradation in
dieser in vivo Studie kdnnte der Implantationsort der Gele sein. Dieser liegt im Bereich
der Schultern und somit Bereich des Skelettmuskelgewebes, welches geringere

metabolische Aktivitat besitzt.

5.7 Analyse der Hydrazonbindung auf molekularer Ebene der

Monosaccharide

Die Bildung der Hydrazon-Bindung, die die Grundlage fir die Vernetzung der Biopolymere
ist, konnte an den makromolekularen Strukturen nicht im Detail analysiert werden. Als
Konsequenz wurde die Hydrazonbildung auf niedermolekularer Ebene am Beispiel von
Modellsubstanzen untersucht. Die nétigen Aldehydo- und Hydrazido-Funktionalitaten
wurden in das Monosaccharid Galacturonsdure eingefiihrt und beide Komponenten
anschlieBend in Wasser zur Reaktion gebracht. Die Synthese der Galacturonsaurederivate
sowie die anschlieBende Bildung des Hydrazons wurden massenspektrometrisch und per

NMR-Spektroskopie untersucht.

5.7.1 Aldehydo-Galacturonsaure

Die Synthese des Aldehydo-Galacturonsaure Derivats 64 erfolgte analog zur Oxidation

der Polysaccharide Alginat und Hyaluronsdure (Kapitel 5.1). Der nach Voss et al.*¥

146 Moller, A. Krause, I. Bartsch, A. Kirschning, F. Witte, G. Dréger, Macromol. Symp. 2011, 309/310,

222-228.
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synthetisierte 1-Allyloxy-4-acetyl-galacturonsauremethylester 63 wurde in Wasser unter
Zugabe von Natriumperiodat oxidiert (Schema 23). Zum einen steht fiir die Oxidation der
Galacturonsaure 63 nur das Diol an der C-2/C-3 Position zur Verfiigung, was der
Situation am Alginat entspricht und zum anderen wird das gebildete Oxidationsprodukt
gegen Eliminierungs- oder Zerfallsreaktionen durch die Schutzgruppen an den C-1, C-4

und C-5 Positionen stabilisiert.

(0] (0]
W]/
(0]

64

Schema 23: Oxidation des 1-Allyloxy-4-acetyl-galacturonsauremethylesters 63; a) NalO,,
BaCO3, Hzo

Die erfolgreiche Synthese des Dialdehyds 64 konnte mittels ‘H-, 3C- und 2D-NMR
Spektroskopie (HSQC) in D,0, sowie durch massenspektrometrische Untersuchungen
nachgewiesen werden. Das Signal des Aldehyds wurde im 'H-NMR bei 8.44 ppm und im
13C-NMR bei 171.1 ppm detektiert. Wie in Abb. 39 gezeigt, bestatigte das HSQC-NMR
Spektrum die erfolgreiche Bildung durch die 'J Kopplung des Protonen- mit dem
Kohlenstoffsignal.

Um den Zerfall der Verbindung 64 in Gegenwart der Periodate und den in der Reaktion
gebildeten Iodaten zu verhindern, wurde dem Reaktionsgemisch Bariumcarbonat
zugesetzt. Dieses bildet in Wasser unldsliche Bariumiodate bzw. Bariumperiodate, so
dass alle verbliebenen lodoverbindungen nach der Reaktion aus der Ldsung entfernt
werden konnten. Die Aldehydo-Galacturonsdure 64 konnte nach Lyophilisation in Form
eines Feststoffgemisches mit diversen Salzen gewonnen werden. Die Isolierung der

Verbindung ohne Fallung der Iodate war nicht méglich.

147 A, Voss, N. Nemati, H. Poghosyan, H.-U. Endress, A. Krause, C. Vogel, Carbohydrate Chemistry: Proven

Synthetic Methods, Volume 1, Paul Kovac (Ed.), CRC Press, 2011.
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Abb. 39: Ausschnitt des HSQC-NMR Spektrums des Aldehydo-Galacturonsédure Derivats 64 in
D,0.

5.7.2 Hydrazido-Galacturonsaure

Die Herstellung des Hydrazido-Galacturonsaure Derivats 66 erfolgte durch Umsetzung
des Galacturonsauremethylesters 65 mit Hydrazin-Hydrat in Methanol (Schema 24). Die
Synthese des 1-Allyloxy-galacturonsduremethylesters 65 erfolgte ebenfalls nach einer
Vorschrift von Voss et al.**’ Die Unléslichkeit des gebildeten Hydrazido-Derivats 66 in

Methanol erlaubte eine einfache Isolierung des Produktes durch Filtration.

65 66
Schema 24: Synthese des Hydrazido-Galacturonsdure Derivats 66; a) N,H,*H,0, MeOH.

Die Bildung des Hydrazids konnte mittels 'H- und '3C-NMR Spektroskopie in DO,
massenspektrometrisch sowie durch Elementaranalyse nachgewiesen werden. Die
Einfihrung der Hydrazido-Funktionalitat Gber Aktivester-Chemie in Analogie zur Synthese

des Hydrazido-Alginats 55 (Kapitel 5.2) gelang nicht.
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5.7.3 Bildung des Hydrazons zwischen Aldehydo- und Hydrazido-

Galacturonsaure

Aldehydo-Galacturonsdure 64 wurde mit Hydrazido-Galacturonsdure 66 in D,O gemischt

(Schema 25) und die Bildung des Hydrazons 67 NMR-spektroskopisch untersucht.

1, L

0 0
.\\\\OH‘L O/'\¢O ]
OH /ONN»N

o) O\[(

0]

67
Schema 25: Gleichgewicht des Hydrazons 67 mit dem Aldehydo- 66 und dem Hydrazido-Derivat

64 der Galacturonsaure; a) D,0.

Anhand von 'H-, 3C-, HSQC- und HMBC-NMR Spektroskopie lieB sich die Bildung des
Hydrazons 67 nachweisen. Das charakteristische Signal der Hydrazonbindung konnte im
'H-NMR Spektrum bei 8.04 ppm und im 3C-NMR Spektrum bei 148.1 ppm nachgewiesen
werden. Zusatzlich offenbarte das HSQC-NMR Spektrum die erfolgreiche Bildung des
Hydrazons durch die 'J Kopplung des Protonensignals mit dem Kohlenstoffsignal (Abb.
40). Die Signale des Aldehyds 64 (Abb. 39) sind in den 'H- und !*C-NMR Spektren
deutlich zu tieferem Feld verschoben (Abb. 40). Die Lage des Gleichgewichts der
Reaktion konnte durch die Signalintensitaten des Aldehyds 64 und des gebildeten

Hydrazons 67 bestimmt werden.
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Abb. 40 Ausschnitt des HSQC-NMR Spektrums nach Mischen der Aldehydo- 64 und Hydrazido-

67 Derivate der Galacturonséure in D,0. Die 1J Kopplung zeigt die Bildung des Hydrazons 67 an.

Die Bestimmung der Signalintensitdten in den 'H-NMR spektroskopischen Messungen
zeigte, dass bei einem neutralen pH-Wert das Gleichgewicht zwischen Hydrazon 67 und
Aldehyd 64 in einem Verhaltnis von 3:1 auf Seiten des Aldehyds 64 liegt. Nach Zugabe
geringer Mengen einer 1M HCl,q Lésung (pH-Wert ca. 4), lieB sich das Gleichgewicht auf
die Seite des Hydrazons verschieben, was anhand variierender Signalintensitaten

bestimmt wurde.

5.8 Weitere kovalente Vernetzungsstrategien

Neben diversen Kondensationsreaktionen,****° kdnnen ebenfalls Click-Reaktionen? fiir die
kovalente Vernetzung von Polymeren und damit zur in situ Hydrogelierung genutzt
werden. Verschiedene Click-Reaktionen wurden sowohl an aromatischen als auch an
aliphatischen Makromolekiilen realisiert® und auf unterschiedliche Biopolymere
Ubertragen.” Dextrane und Hyaluronsduren wurden bereits (iber Kupfer-katalysierte 1,3-
dipolare Cycloadditionen vernetzt."® Im Falle der Hyaluronsdure wurden die nétigen
Alkino- und Azido-Funktionalitaten an der Carbonsadure eingeflihrt. Daneben gehéren
Kupfer-freie Alkin-Azid-Cycloadditionen oder Thio-Click Varianten zu den etablierten

metallfreien Methoden, um peptidische Makromolekiile in Hydrogele zu tberfiihren.**

148 ¢, A. DeForest, E. A. Sims, K. S. Anseth, Chem. Mater. 2010, 22, 4783-4790.
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5.8.1 Kupfer-katalysierte Alkin-Azid Cycloaddition

Um eine Kupfer-katalysierte Vernetzung der Alginatstrange zu ermdglichen, sind Alkino-
und Azido-funktionalisierte Derivate nétig. Die Einfihrung der Azido- und Alkino-
Funktionalitaten erfolgte analog zu den bereits entwickelten Synthesen (Kapitel 3.2.1.2).
Die Reaktionsbedingungen fir die Kupfer-vermittelten Cycloadditionen am Alginat
wurden zuerst am Beispiel einer Modellreaktion bestimmt. Dazu wurde Azido-Alginat 33
mit 5-Hexyn-1-ol in Wasser unter Zugabe von Kupfer(Il)-sulfat umgesetzt. Die bendtigte,
aktive Kupfer(I)-Spezies wurde in situ generiert, indem das Reduktionsmittel
Natriumascorbat im Uberschuss eingesetzt und die Reaktion in entgastem Lésungsmittel

durchgefihrt wurde (Schema 26).

OH
o OH « o
S \\/\/\ @ @ N
o NaoL" OH a) OH oNa0C” ;" “OH
0.0 \ 0__0O
\ -
N 1\ > N
Ns/\/\ H O\\\“ OH HO/\/\/</\N H O\\\\‘ OH
» OH NEA " OH
33 73

Schema 26: Umsetzung von Azido-Alginat 33 mit 5-Hexyn-1-ol; a) CuSO04*5 H,0,

Natriumascorbat, H,0, tert-Butanol.

Die Bildung des Cycloadditionsprodukts 73 konnte allerdings nicht nachgewiesen
werden. Nach Dialyse und Lyophilisation der Alginatlésung, wurde ein blaues, unldsliches
Polymer gewonnen.

Die Ubertragung der Reaktionsbedingungen auf die Verknipfung von Azido-Alginat 33
mit Alkino-Alginat 36 (Schema 27) resultierte ebenfalls in einem blauen, sehr schlecht
I6slichen Polymer. Auch mehrmalige, intensive Dialyse gegen wassrige EDTA-L6sung und
H,O4est. zur Komplexierung und Entfernung der Kupfer-Kationen resultierte weder in einer
Entfadrbung noch in einer verbesserten Léslichkeit der Polymersuspension 74. Die *H-NMR
Spektroskopie lieferte aber einen Hinweis, dass die Cycloaddition dennoch erfolgreich
verlaufen war. So wurde nach zweitagiger Messzeit ein Signal bei 8.33 ppm detektiert,

was auf die Bildung des Triazols hindeutet.
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Schema 27: Kupfer-katalysierte Vernetzung von Azido-Alginat 33 mit Alkino-Alginat 36; a)
CuS0,4*5 H,0, Natriumascorbat, H,0, tert-Butanol.

Die persistente blaue Farbung des Polymers zeigte allerdings, dass sich die zugesetzen
Kupfer-Ionen nicht vollstandig aus dem Polymer entfernen lieBen. Dies kdnnte zum einen
auf eine ionische Wechselwirkung der Kupfer-Kationen mit den Carboxylatgruppen im
Alginat zurickzufiihren sein. In diesem Fall kédnnten divalente Kupfer(II)-Ionen, analog
zur Calcium induzierten Vernetzung der Polymerstrange (egg-box model, Kapitel 1.4.5),
auch die Bildung einer Uberstruktur vermitteln. Zum anderen wére die Koordination der
Kupfer-Ionen an das m-System der gebildeten Triazole denkbar. Da keine vollstdndige
Entfernung des Metalls mdglich war, wurde von einer Metall-katalysierten Vernetzung
Abstand genommen. In Hinblick auf eine medizinische Nutzung der Polymere und der
toxischen Wirkung der Metalle auf Organismen, wurden im Folgenden Metall-freie

Reaktionen zur Modifizierung und/oder Vernetzung der Biopolymere untersucht.

5.8.2 Thiol vermittelte Vernetzungen

Jingste Veroffentlichungen von LuTz et al.'*® und BERTOZZI et al.®* zeigten, dass neben der
klassischen Azid-Alkin-Cycloaddition weitere Verknlipfungsstrategien zur Ligation oder
Vernetzung genutzt werden kénnen. Insbesondere bioorthogonale Verknipfungen, die in
biologischen Systemen nicht mit ihrer Umgebung reagieren, ricken vermehrt ins
Interesse.”™® So wurde die Kupplung von Thiolen an elektronenarme olefinische
Bindungen, entsprechend einer MICHAEL-Addition, als Thio-Click Reaktion etabliert.” Auch

Disulfide kdnnen fir biomimetische Konjugationen genutzt werden (Kapitel 1.5.3). In der

149 3. F. Lutz, H. Schlaad, Polymer 2008, 49, 817-824.
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Natur werden Disulfidbriicken unter oxidativen Bedingungen aus freien Thiolen gebildet,
wdhrend diese unter reduktive Bedingungen wiederum gespalten werden.

Um die genannten Ligationsstrategien auf das Biopolymer Alginat zu Ubertragen, sind
entsprechend funktionalisierte Derivate nétig. Unabhangig davon, ob im Folgenden die
Thio-Click Reaktion realisiert oder aber Disulfidbriicken gebildet werden sollen, ist im
ersten Schritt die Synthese eines Thiol-modifizierten Alginats nétig wie in Kapitel 3.2.1.2
beschreiben. Da in diesem Ansatz 2-Amino-ethanthiol 28 eingesetzt wurde, erfolgte die
Anbindung jedoch nicht chemoselektiv, was anhand einer Modellreaktion mit
Propionsdure bereits gezeigt werden konnte (Schema 11).

Um das Problem des nicht chemoselektiven Angriffes zu umgehen, aber gleichzeitig
den biomimetischen Anspriichen gerecht zu werden, wurde Natrium-Alginat 19 zuerst
mit Cystin funktionalisiert. Das erhaltene Konjugat sollte im Folgenden durch Zugabe von
1,4-Dithiothreitol ,DTT" in die freien Thiole gespalten werden. Im ersten Schritt wurde
Cystindimethylester-Hydrochlorid 75 an Alginat 19 gebunden. Auf Grund der doppelten
Funktionalitdat von 75 und der daraus resultierenden Gefahr der Vernetzung wurde ein
unlésliches Polymer 76 erhalten (Schema 28 A). Versuche, die Polymersuspension
anschlieBend durch Zugabe von DTT wieder in Losung zu bringen, scheiterten (Schema
28 B). Die starke Knaulung der Polymere verhinderte wahrscheinlich die Reduktion der

Disulfide und somit eine verbesserte Loslichkeit von 76 in wdssrigen Solventien.
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Schema 28: A) Anknupfung des Cystins 75 an Natrium-Alginat 19 und B) Spaltung des Disulfids

76 in die freien Thiole 77; a) DIPEA, EDC, HOBt, H,0; b) DTT, H,0
Auf Grund dieser Resultate wurde die Anknipfung des Cystinmethylesters 75 mit
anschlieBender Spaltung der Disulfide als Eintopfvariante durchgefiihrt (Schema 29). Sie

lieferte schlieBlich das Thiol-modifizierte Alginat 77
* 3.22 ppm >
,' H
o OH o O
. H C .
Na~ 20,0 > “OH P “Na ozc < oH
0 (o}
—> HS wN .
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o OH
41-3.17
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Schema 29: Synthese des Thiol-modifizierten Alginats 77; a) DIPEA, EDC, HOBt, DTT, H,0, 75

Der Nachweis der freien Thiole erfolgte neben der 'H-NMR Spektroskopie (3.22 ppm
3.41-3.17 ppm) auch durch Farbung der wassrigen Polymerlésung mit 5,5'-Dithiobis-2-
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nitrobenzoesdure 78 (ELLMANS Reagenz, DTNB).™ In Gegenwart freier Thiole wird DTNB
gespalten, so dass 5-Thio-2-nitrobenzoesdure 79 entsteht, welche eine gelbliche Farbung

aufweist (Schema 30).

NO,
COOH
NO,
R-SH COOH NO,
S a) COOH
S I +
S
S SH
COOH R 79
NO,
78

Schema 30: Reaktionsmechanismus von ELLMAN 's Reagenz 78; a) H,0, Phosphatpuffer pH= 8.0.

In Gegenwart von Luftsauerstoff flockten die Thiol-modifizierten Alginate 77 nach
kurzer Zeit in wassriger Loésung wieder aus, was sich durch die Oxidation der Thiole in die
korrespondierenden Disulfide erklaren lasst. Das Gleichgewicht zwischen 77 und 76
konnte dennoch Uber den pH-Wert eingestellt werden. So lag dieses in leicht saurem
Milieu (pH ~4) auf Seite der gut |6slichen, freien Thiole 77, wahrend im alkalischen
Millieu (pH ~8) vermehrt die schwer I8slichen Disulfide 76 gebildet wurden. Uber einen
ldngeren Zeitraum konnte das Thiol-modifizierte Alginat 77 aber nur in Gegenwart
reduzierender Reagenzien, wie DTT oder Mercaptoethanol, in Lésung gehalten werden.
Die Bildung von Hydrogelen in Folge der Bildung von Disulfidbriicken zwischen den
einzelnen Alginatketten wurde jedoch nicht erreicht.

Wie bereits erwdhnt kdénnen ebenfalls Thio-Click Reaktionen zur Vernetzung oder
Konjugation eingesetzt werden (Kapitel 1.5.3). Einen sehr eleganten Ansatz publizierten
DEFOREST et al.,”"" die zeigten, dass radikalisch katalysierte Thio-Click Reaktionen zum
Aufbau hochstrukturierter Hydrogele genutzt werden kdnnen.

Die nicht radikalische Thio-Click Variante bedient sich der MiICHAEL-Addition eines Thiol-
Reaktanden mit einem elektronenarmen Olefin. Typische MICHAEL-Systeme sind a,B-
ungesattigte Ester oder andere Carbonylverbindungen, welche haufig als
Strukturelemente in nativen Moleklilen auftreten. Als passendes MICHAEL-System zur
Ligation mit 77 wurde das bereits synthetisierte methacrylische Alginat 45 verwendet
(Kapitel 4.1). Die Thio-Click Reaktion zur Hydrogelierung wurde durch das Mischen von

45 mit 77 im wassrigen System untersucht (Schema 31).

BG L Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 1959, 82, 70-77.
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Schema 31: Vernetzung des Alginats durch MicHAEL-Additionen zwischen Thiol- 77 und
methacrylisch funktionalisiertem Alginat 45; a) H,O, Phosphat-Puffer pH= 7.2.

Om

Analog zur in situ Gelierung ulber die Hydrazonbildung (Kapitel 5.6) konnten auch
Alginat-Hydrogele tber den Thio-Click Ansatz erzeugt werden. Das Mischen der in Wasser
geldésten Komponenten 45 und 77 (je 2% w/v) bei Raumtemperatur erzeugte zunachst
stabile Hydrogele 80. Uber einen ldngeren Zeitraum quollen diese jedoch sehr stark auf.
Die mechanische Stabilitat der Hydrogele 80 war zu gering, um die urspriingliche Form
zu bewahren. Ferner musste die Disulfidbildung durch Zugabe von reduktiven Reagenzien
unterdrickt werden, was jedoch gleichzeitig den Ablauf der MiCHEAL-Addition inhibierte.
Flir moégliche Anwendungen im Bereich des tissue engineerings konnten diese Gele somit
nicht verwendet werden. Dennoch wurde die Machbarkeit der Thio-Click Reaktion als

Verknipfungsstrategie am Alginat erstmals realisiert.
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6 Polymer-Peptid Biokonjugate: Bioorthogonale Ligation zur

Herstellung bioaktiver Hydrogele

Die Konjugation bioaktiver Verbindungen wie Aminosduren, Peptide oder Proteine an
Biopolymere (Alginat, Hyaluronsaure usw.) liefert Biokonjugate, die aktuell intensiv
beforscht werden.® Biokonjugate vereinen die positiven Eigenschaften der einzelnen
Komponenten, wahrend die individuellen, nachteiligen Eigenschaften idealerweise
kompensiert werden. Proteine oder Peptide verleihen dem Konjugat dabei zumeist
Biofunktionalitéat, wahrend die Polymere Stabilitat, Loslichkeit, Biokompatibilitdat und
mechanische sowie physikalische Vorteile gewahrleisten.

In Kapitel 1.5 wurden bereits verschiedene Ansatze zum Aufbau diverser
Konjugatarchitekturen beschrieben. Die Variationsbreite der Ligationsmethoden nimmt
dabei stetig zu. Allein Uber die Azido-Funktionalitat sind eine ganze Reihe spezifischer
Ligationen moglich.” Diese Vielfalt ermdglicht es, Konjugationsreaktionen orthogonal
durchzufliihren und damit komplexe Konjugatarchitekturen zu synthetisieren.® Zwei
Schlagwoérter spielen in diesem Bereich eine besondere Rolle: Dies sind zum einen Metall-
freie Reaktionen,® welche insbesondere in der chemischen Biologie einen (ibergeordneten
Rang einnehmen und zum anderen bioorthogonale Ligationen.®” Letztere zeichnen sich
dadurch aus, dass die beteiligten Funktionalitaten chemoselektiv miteinander reagieren,
wobei sie gleichzeitig inert fiir die biologische Umgebung sind. Dies trifft vor allem auf

funktionelle Gruppen zu, die selten oder gar nicht in nativen Systemen vorhanden sind.

6.1 Ligation cyclischer RGD-Peptide

Im Folgenden werden Untersuchungen zur in situ Gelierung von Alginat beschrieben
(Kapitel 5.6), wobei zusatzlich bioaktive Molekiilen eingefiihrt werden. Dabei sollte die
gewdahlte Ligationsmethodik einen effektiven Zugang zu intelligenten Biomatrices'*
ermdglichen. Als wichtiges, bioaktives Molekil wurde das cyclische RGD-Pentapeptid
gewahlt (Kapitel 1.6). Die RGD-Sequenz dient als Erkennungsfaktor fiir den
Dockingprozess der Zellintegrine, so dass Zellen auf RGD-dekorierten Oberflachen
anhaften kdénnen. Bislang konnte die Adhasion von Cardiomyocyten an die entwickelten
Gele nur durch Zugabe von Collagen oder Gelatine erreicht werden (Kapitel 4.5 und
5.6.2). FlUr die Kultivierung humaner Zellen ist die Zugabe tierisch gewonnener
Substanzen, wie Collagen oder Gelatine, jedoch kaum mdglich (Kapitel 4.5). Aus diesem

Grund sollte das cyclische RGD-Pentapeptid 81 die Zelladhasion induzieren. Um das

151 M. F. Debets, C. W. J. van der Doelen, F. P. J. T. Rutjes, F. L. van Delft, ChemBioChem 2010, 11, 1168-

1184.
152 b, Lazarovici, M. Li, A. Perets, M. J. Mondrinos, S. Lecht, C. D. Koharski, P. R. Bidez III, C. M. Finck, P. L.
Lelkes, Intelligent Biomatrices and Engineered Tissue Constructs in Drug Testing in vitro: Breakthroughs and

Trends in Cell Culture Technology by U. Marx, V. Sandig (Ed.), WILEY-VCH, Weinheim, 2007.

97



Polymer-Peptid Biokonjugate: bioorthogonale Ligation

cyclische RGD in das Hydrogel-System zu implementieren, musste entweder die
Aldehydo- oder die Hydrazido-Komponente der Biopolymere mit dem Peptid versehen
werden. Daher musste eine Synthesestrategie entwickelt werden, die es erlaubte, sowohl
das Peptid als auch die noétigen Aldehydo- bzw. die Hydrazido-Funktionalitdten
einzufihren. Im Folgenden wurden verschiedene Ligationsmethoden untersucht, die
kompatibel mit dem Einbau der Aldehyde bzw. Hydrazide in den Alginatstrangen sein
sollten. Das RGD-Pentapeptid stand in Form zweier unterschiedlicher Derivate zur
Verfligung. In einem war die Lysineinheit ,K" mit einem primaren Amin 81, in einem

weiteren mit einem Azid 82 versehen (Abb. 41).*%

NH
HQN\/(
R NH
R= NH, 81
R= N3 82

S Asp
f
Phe

Abb. 41: Struktureller Aufbau der von PALECEK et al. synthetisierten Amino- 81 wie auch Azido-

Derivate 82 des cyclischen RGDfK-Pentapeptids.™*

Entsprechend bisheriger Verdéffentlichungen sind fir ein durch die RGD-Sequenz
induziertes Integrindocking nur geringe Konzentrationen des Peptides nétig. Diese liegen
im Vergleich zu den gelierenden Polysaccharid-Komponenten in mikro- bzw. nanomolaren
Anteilen vor.®**** Zur Anbindung von Peptiden an Urons&ure-basierte Polymere, wie z.B.
Alginat, werden weitlaufig klassische Kupplungsreagenzien zur Amidierung eingesetzt.
Die Konjugation von cyclischem RGD an die Carbonsaure des Alginats erfolgte nach
Rowley et al. mittels EDC-HCI und NHS (Kapitel 3.2.1.2, Schema 13).1° Diverse Alginat-
Oligopeptid-Konjugate sind seit einiger Zeit auch kommerziell erhéltlich.'™ Diese werden
ebenfalls Uber Aktivesterintermediate erhalten. Die unerwlinschten Effekte, die der
Einsatz von Kupplungsreagenzien mit sich bringt, wurde in den Kapiteln 1.4 und 3.2.1.2
diskutiert. In den folgenden Kapiteln werden daher verschiedene Mdglichkeiten

prasentiert, sowohl das Amino- 81 als auch das Azidoderivat 82 des cyclischen

153 3. paletek, G. Drager, A. Kirschning, Synthesis 2011, 4, 653-661.

%45 . Bidarra, C. C. Barrias, M. A. Barbosa, R. Soares, P. L. Granja, Biomacromolecules 2010, 11, 1956-

1964.
155 www.novamatrix.biz/Technology/Alginate/NOVATACHPeptide.aspx (Stand 20.03.2012).
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Pentapeptids an das Polysaccharid Alginat zu ligieren, ohne dabei Kupplungsreagenzien

zu verwenden.

6.2 Hydrogele aus Amid ligierten Alginat-Lysin Biokonjugaten

Trotz der Nachteile einer Aktivester-vermittelten Konjugation, wurde in ersten
Untersuchungen diese Strategie mit der Aminosaure Lysin erprobt; insbesondere die
Vereinbarkeit des Ligations- mit dem Gelierungsschritt standen dabei im Zentrum des
Interesses. Die Einfihrung des Lysins erfolgte an der Aldehydo-Komponente im Alginat,
da fur die Hydrazido-Komponente keine entsprechende Mdglichkeit zur Amid-Konjugation
bekannnt ist. Die Praparation des mit dem N-Boc-Lysinmethylester dekorierten Alginats
39 erfolgte unter den bereits entwickelten Bedingungen (Kapitel 3.2.1.2). AnschlieBend
wurde 39 mit Natriumperiodat in das Lysin-dekorierte Aldehydo-Alginat 83 ulberfihrt
(Schema 32).

o OH o I _0
K/%O

® o ® 0 |
o NaO,C" Y YOH o NaO,C"" ™Y
(0] (0] —_— (0] 0
o OH o™ 0
MeO NHBoc = OH B N ('3“
39 g 4 83
2.90 ppm 4.95-5.51 ppm

1.43 ppm

Schema 32: Oxidation des Lysin-dekorierten Alginats 39 zu der Aldehydo-Komponente 83; a)
H,0, NalO,.

Die Einfliihrung der Aldehyde in das dekorierte Alginat 83 verlief ohne Zersetzung des
Konjugats, wobei die Oxidation quantitativ in Bezug auf die eingesetzte Menge von
Periodat erfolgte (vgl. Kapitel 5.1). Die Identifizierung von 83 wurde anhand
charakteristischer *H-NMR Signale erreicht.
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Schema 33: Herstellung des Amid-gebundenen Lysin dekorierten in situ hergestellten Alginat-
Hydrogels 84; a) H,0.

AnschlieBend wurde der Lysin-dekorierte Aldehyd 83 unter Zugabe von Hydrazido-
Alginat 55 in wassriger Losung hydrogeliert (Schema 33). Die Gelierung erfolgte nach
dem oben beschriebenen Verfahren (Kapitel 5.3.1). Somit konnten stabile Lysin-

dekorierte Hydrogele 84 Uber diese Ligationsvariante erfolgreich generiert werden.

6.3 Imin ligierte Alginat-Peptid Biokonjugate

Zunachst wurde die Imin-Bindung als Ligationsstrategie am Beispiel einfacher
Aminosauren etabliert. Als Modellsubstanz wurde das am N- und C-Terminus geschiitzte
Lysinderivat 38 eingesetzt, um der spateren Ligation des RGD-Peptides 81 mdglichst
nahe zu sein. Die Verknlipfungsstrategie Uber eine Imin-Bildung erlaubt es, Aldehydo-
Alginat 53 ohne weitere Modifizierungen einzusetzen. AuBerdem werden keinerlei
Additive oder Aktivierungsreagenzien benétigt. Die Verwendung der Aldehydo-
Funktionalitat fir die Ligation senkt allerdings die Anzahl verbleibender Funktionalitaten
fir die spatere Gelierung. Im Falle der spater eingesetzten RGD-Peptide werden jedoch
nur kleine Anteile der Aldehydo-Funktion benétigt, so dass der folgende
Gelierungsprozess nicht eingeschrankt werden sollte. In einem ersten Ansatz wurde der
kommerziell verfigbare N-Boc-L-Lysinmethylester 38 mit Aldehydo-Alginat 53 in HyOqest.

umgesetzt (Schema 34).
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Schema 34: Lysin-dekoriertes Aldehydo-Alginat 85 konjugiert Gber die Iminbindung; a) H,0.

Die erfolgreiche Anbindung des N-Boc-Lysinmethylesters 38 an das oxidierte Polymer
53 konnte 'H-NMR spektroskopisch nachgewiesen werden. Desweiteren zeigte das Lysin-
dekorierte Alginat 85 eine deutliche Rotfarbung. Diese Farbung hellte jedoch wahrend
des Dialyseprozesses gegen destilliertes Wasser mit der Zeit wieder auf. Dieses ist ein
charakteristischer Hinweis darauf, dass die gebildeten Imine der Hydrolyse unterliegen.
Ein dhnliches Verhalten konnte bei der Konjugation des Fluorophors Lucifer-Gelb, welches
ebenfalls Gber Imine angeknipft wurde, nachgewiesen werden.?® Mit Blick auf die spatere
Ligation der cyclischen RGD-Peptide gilt es, diese hydrolytische Spaltung zu unterbinden,

weshalb im Folgenden die Reduktion des Imins untersucht wurde.

6.3.1 Problematik der Iminbindung flir die RGD-Ligation

Um die Hydrolyse der Iminbindung zu inhibieren, wurde die selektive Reduktion zum
korrespondierenden sekunddren Amin verfolgt. Denn eine Hydrolyse im Nahrmedium
kdonnte ungewlinschte Nebeneffekte haben:

+ RGD-Molekiile in Lésung wiirden kompetitiv an die Integrine der Zellen binden, sie
waren im Vergleich zu makromolekular gebundenen Peptiden sogar wesentlich
beweglicher und wirden schneller an die Integrine andocken (Abb. 42 A).

+ Die Integrin-Bindungsdomanen wirden abgesattigt und ein Anheften an das
eigentlich dafir vorgesehene scaffold ware nicht mehr maglich (Abb. 42 B).

+ Da nicht kovalente Erkennungsprozesse reversibel ablaufen, kénnten in Ldsung
befindliche Peptide zudem das Ablésen bereits gedockter Integrine bewirken (Abb.
42 C), was wiederum ein temporares Abldésen der Zellen vom Biomaterial,

Polymer oder vom Gel zur Folge hatte.
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Abb. 42: Varianten des kompetitiven Dockings zwischen gebundenen und ungebundenen RGD-

Peptiden (offene Halbkreise) an die Integrine der duBeren Zellmembran (dunkle Ellipsen).

Aus diesen Grinden ist die quantitative Reduktion der primar gebildeten Imine in die

korrespondierenden Amine anzustreben.

6.3.1.1 Modellreaktion: Nachweis der Iminbildung

Fir die Iminbildung wurde die Reaktion von Propionaldehyd 86 und dem N-Boc-Lysin 38
als Modellreaktion untersucht (Schema 35). Zudem wurde das vorgelagerte

Gleichgewicht des Aldehyds 86/87 in wassriger Losung betrachtet.

O  970ppm
\)J\ e pPp 9.30 ppm
H :
I /\/\Oj:O\ . I A/\OIO\
\j
H,0 “ * H,N NHBoc SN NHBoc
OH 38 88
H‘\
OH " 497 ppm
87

Schema 35: Gleichgewicht des Aldehyds 86 mit seinem Hydrat 87 in wassriger L6sung und
Konjugation mit N-Boc-Lysin 38 zum korrespondierenden Imin 88; a) H,0.

Die 'H-NMR spektroskopische Analyse zeigte erstens, dass Propanal in Wasser in einem
1:1 Gemisch aus Aldehyd-Hydrat 87 und dem freien Aldehyd 86 vorliegt. Zweitens
konnte die Bildung des Imins 88 durch Detektion des Imin-Protons verifiziert werden.
Insgesamt lag in der Lésung ein Gemisch aus vier unterschiedlichen Verbindungen in
nahezu gleichen Anteilen vor: Neben dem freien Aldehyd 86 und dem Aldehyd-Hydrat 87

konnten das Lysinderivat 38 und das Imin-Konjugat 88 detektiert werden.

6.3.3 Konjugation des Tripeptids Asp-Val-Lys an Aldehydo-Alginat mit

nachfolgender Reduktion

Die Konjugation groBer, unpolarer Verbindungen mit Alginat hat eine verringerte

Loslichkeit des Polysaccharides in Wasser zur Folge. Deshalb wurde vor der anvisierten
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Ligation des RGD-Peptids die tripeptidische Sequenz Asp-Val-Lys 90/91 als weitere
Modellsubstanz eingesetzt. Die selektive Schitzung der Lysin-Einheit am N-Terminus
bzw. am e-Amin lieferte den Zugang zu den beiden Derivaten 90 und 91.

Unter den etablierten Bedingungen wurden die Tripeptide 90 und 91 mit Aldehydo-
Alginat 53 umgesetzt, wobei die beiden Reaktionsansatze durch Zugabe von
Natriumcyanoborhydrid in situ reduziert wurden (Schema 36). Die Wahl des milden
Reduktionsmittels Na(CN)BH; erlaubt die selektive Reduktion des intermediar gebildeten
Imins. Gleichzeitig missen die verbliebenen Aldehydo-Gruppen in den Imin-dekorierten
Aldehydo-Alginate 92 bzw. 93 flr die folgende Hydrazon-Gelierung erhalten bleiben.

Deshalb sind starke Reduktionsmittel wie LiAlH,, NaBH,4 usw. hier ungeeignet.

o: ://O 1“/0
Na o, K/\ Na  C0,C" k/\

©%%,c +HN-R 2, Na" C0,C
\Q \E R4= 90 \\\Q \(
R2= 91

Ri= 92 R,= 93

1.44 ppm
.- 748-7.42 ppm 1.05 - 0.99 ppm PP
¥
X \/ O NHBoc
cootBu_ 0 HN\\(\NH
H R
NQL MeO
14200 000
1.03 - 0.96 ppm

Schema 36: Umsetzung des a-Amino- 90 und e-Amino- 91 Derivats der tripeptidischen Sequenz
Asp-Val-Lys mit Aldehydo-Alginat 53 und anschlieBender Reduktion; a) H,O, Na(CN)BHs.

Die 'H-NMR spektroskopische Analyse zeigte, dass die Kupplungen der Tripeptide 90
und 91 an das Aldehydo-Alginat 53 erfolgreich verliefen. Ob die Konjugate 92 und 93 in
Form der Imine oder der sekundaren Amine vorlagen, konnte nicht geklart werden.
Sowohl das Imin-Signal, als auch das des sekundaren Amins, konnten auf Grund der
stark verbreiterten Signalsitze der 'H-NMR Spektren nicht eindeutig detektiert werden.

Im nachfolgenden Schritt wurden die mit dem Tripeptid dekorierten Aldehydo-Alginate
92 bzw. 93 unter Zugabe von Hydrazido-Alginat 55 in wassriger Losung in stabile
Hydrogele Gberfihrt (Schema 37). Die Herstellung der Gele 94 und 95 erfolgte nach
dem bereits beschriebenen Verfahren innerhalb kurzer Reaktionszeiten bei

Raumtemperatur (Kapitel 5.3.1). Die Praparation in situ gelierender, Peptid-dekorierter
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Alginat-Hydrogele konnte somit erfolgreich verifiziert werden

izi , so dass im néachsten
Schritt die Ligation des bioaktiven RGD-Peptids 81 verfolgt wurde

I _0 H o OH
O o K/\ HZN’N

, ©0 4 T OH g
0201\[ NaOZC\KO(\EO —>

R1 = 92 R2= 93

*

OH
: :/O ONaO c™

OH

Que

O

C“
OzC o“ OH
\m 7%

R;= 94 R,= 95

_/ 9 NHBoc

/—NH
Wi
COOtBu  R,= H X
0

H MeO
N\_/U\N/Lr(o""e tBUOOC

i H

Schema 37: Herstellung der Tripeptid dekorierten Alginat-Hydrogele 94 und 95; a) H,0.
6.3.4 Konjugation des cyclischen RGDfK-Pentapeptids an Aldehydo-Alginat

38).

Analog zur Ligation der tripeptidischen Sequenz Lys-Asp-Val wurde das Aminoderivat des
cyclischen RGD-Peptids 81 via Iminbindung an Aldehydo-Alginat 53 konjugiert (Schema

o~ "
®
o Na 20,C" K/*o AN, N2
o 2 @0 5
® K/\ Na 02C (0]
o ©0,¢" >0
Na 0O,C

i RGDfK @) \[\
(0] (0] + HZN/ ¢ —_— o N
81
0" S0

COOH
Schema 38: Konjugation des Amino-cRGDs 81 an Aldehydo-Alginat 53 via Imin-Bildung; a) H,O
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Nach Fallung, Dialyse und Lyophilisation des Polymers konnte das RGD-modifizierte
Aldehydo-Alginat 96 gewonnen werden. Auf Grund der nicht reproduzierbaren
Umsetzung mit Na(CN)BH; wurde auf den Reduktionsschritt verzichtet. Eine
erschopfende Dialyse sollte das vollstandige Entfernen nicht gebundener RGD-Molekiile
erreichen. Als proof of principle dieser Methode wurde einmalig Aldehydo-Alginat 53 mit
einem sehr hohen Anteil an RGD 81 dekoriert. So sollte der Nachweis der erfolgreichen

Konjugation per NMR-Spektroskopie belegt werden.

H,O

Alg

8 6 4 2 [ppPpmM]
Abb. 43: 'H-NMR Spektrum des Imin-gebundenen cRGD-Alginat-Aldehyd Konjugats 96 in D,0.

Abb. 43 zeigt das 'H-NMR Spektrum nach der erfolgreichen Synthese des cRGD
Aldehydo-Alginats 96. Die Anwesenheit von Phenylalanin wird durch die aromatischen
Protonensignale bei 6=7.40 ppm belegt, wahrend Signale im Bereich von 6= 5.00-
5.50 ppm charakteristisch flir Hydrate von Aldehyden sind. Die Signale zwischen o=
3.80-4.80 ppm zeigen das Alginatrickgrat, diejenigen zwischen &= 1.11-1.70 ppm sind
den Methylengruppen der Lysin- und Arginin-Einheiten zuzuordnen. Alle weiteren RGD-
dekorierten Aldehydo-Alginate 96 und die aus diesen generierten Hydrogele besaBen

eine Belegung auBerhalb des Empfindlichkeitsbereiches des NMR-Spektrometers.

6.3.5 Herstellung von cRGD dekorierten Alginat-Hydrogelen

Das Mischen der RGD-dekorierten Aldehydo-Alginate 96 mit dquimolaren Mengen von
Hydrazido-Alginat 55 in wassriger Losung resultierte in der Hydrogel-Bildung (Schema
39). Die Gelierung erfolgte durch Bildung der Hydrazone 97 zwischen den Hydraziden
des Alginats 55 und den Aldehydo-Funktionen des cRGD-modifizierten Alginats 96.
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Schema 39: Herstellung von cRGD-dekorierten Alginat-Hydrogelen 97 via Imin-Ligation; a) H,0.

Auf diesem Wege konnten erstmals Imin-ligierte, cRGD-dekorierte Alginat-Hydrogele
hergestellt werden. Die bereits etablierte Methode der in situ Gelierung (Kapitel 5.3)
erlaubte es, die biofunktionellen Hydrogele fiir ihre Anwendung im tissue engineering zu
untersuchen. Daflir war es wichtig, dass sich die Hydrogelierung in destilliertem Wasser,
isotonischer Kochsalzlésung sowie im Néahrmedium DMEM durchfiihren lieB. Biologische
Studien mit lebenden Zellen in in vitro Kulturen erfolgten an der Medizinschen

Hochschule Hannover.

6.3.6 Biologische Evaluierung von Imin-ligierten cRGD-Alginat-Hydrogelen

Die biologischen Studien sollten zeigen, dass die Inkorporation der cRGD-Einheiten eine
Zelladhasion in den Hydrogelen auslést und damit auf Collagen oder andere tierische
Proteine flir das myokardiale tissue engineering verzichtet werden kann (Kapitel 5.6.2.3).
Die Tests wurden im LEBAO ,Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche
Organe®™ von J. DAHLMANN in der Arbeitsgruppe GRUH durchgefiihrt. Die Praparation der
zellbeladenen Hydrogele erfolgte analog zu den bereits entwickelten Protokollen (Kapitel
5.6.2).

Die Kultivierung der aus neonatalen Rattenherzen gewonnenen Zellmischungen in den
in situ gelierten RGD-dekorierten Alginat-Hydrogelen fihrte aber nicht zur Bildung
komplexen Herzmuskelgewebes. Die nicht erfolgte Gewebebildung war jedoch nicht

zwangslaufig auf ein Ausbleiben der Zelladhasion zuriickzufihren. Vielmehr schien es den
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Zellen nicht moglich zu sein, innerhalb des Gels zu migrieren. Das bloBe Anhaften der
Cardiomyocyten reicht nicht aus, um eine elektronische Kopplung zu ermdéglichen und
somit ein funktionelles Synzytium zu bilden.

Da im drei-dimensionalen Hydrogel keine Zelladhdsion nachgewiesen werden konnte,
wurde die Kultivierung der Zellen im zwei-dimensionalen System untersucht. Bei diesem
Verfahren wurden die cRGD-dekorierten Alginat-Hydrogele 97 zuerst prapariert und
anschlieBend Zellen auf den Geloberflachen ausgesiedelt. Die erhaltenen Resultate der
kultivierten Zellmischungen aus Fibroblasten und Cardiomyocyten zeigt Abb. 44. Zur
Quantifizierung der Zelladhdsion wurden Gele 97 mit unterschiedlichen Peptid-
Belegungsgraden hergestellt. Die in Abb. 44 angegebenen Verhdltnisse der RGD-Peptide
in den Hydrogelen basieren auf den maximal mdglichen Belegungsgraden. Fir die
Berechnung wurde von vollstandigen Umséatzen bei der Iminbildung ausgegangen.

Die Zellfarbungen erfolgten nach dreitdgiger Kultivierung mit drei verschiedenen
Immunfluoreszenzfarbstoffen. Fibroblasten wurden grin durch Proylhydroxylase 4
(rPH4), Cardiomyocyten wurden rot durch Titin-Antikérper und Zellkerne wurden blau
durch DAPI markiert.

Es zeigte sich deutlich, dass im Falle des Blanks (Hydrogel 56) die Zellen abgekugelt
vorlagen, was bedeutete, dass diese nicht auf dem Material anhafteten. War es den
Zellen hingegen mdglich an passenden Erkennungsdomanen anzudocken, bildeten sich
Adhasionspunkte aus und die Zellen gingen in eine gestreckte Form Uber. Mit steigendem
Anteil an cyclischem RGD in den Gelen konnten schlieBlich vermehrt lang gestreckte,

adharente Zellen beobachtet werden.
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Abb. 44: Zellmischungen aus Fibroblasten und Cardiomyocyten ausgesiedelt auf cRGD dekorierten
Alginat-Hydrogelen 97, gezeigt im Fluoreszenzmikroskop; Alginat-Gel 56 ohne cRGD ,Blank";
cRGD ligiert an jede 10.000ste monomere Einheit des Alginatstranges; cRGD ligiert an jede
1.000ste monomere Einheit des Alginatstranges; cRGD ligiert an jede 100ste monomere Einheit
des Alginatstranges; cRGD ligiert an jede 50ste monomere Einheit des Alginatstranges (Rot: Titin,
Grin: rPH4, Blau: DAPI).**®

Die Studie konnte die Aktivitat der Imin-ligierten cyclischen RGD-Peptide in den
Hydrogelen erfolgreich nachweisen. Darlber hinaus war die Korrelation zwischen der
Anzahl konjugierter RGD-Peptide und adhéarenter Zellen erkennbar. Unabhdngig von
einer absoluten Zellzahlung, konnte in allen Fallen eine RGD-vermittelte Anlagerung der
Zellen gefunden werden. Somit hatten die Art der chemischen Ligation, wie auch der
Hydrogelierungsprozess, keine negativen Auswirkungen auf die zelladhasive Aktivitat der

cyclischen RGD-Molekile. Ferner konnte erstmals die Integrin-vermittelte Zelladhdasion in
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den in situ gelierten Alginat-Hydrogelen in Abwesenheit von Collagen oder Gelatine

gezeigt werden.

6.4 Triazol ligierte Alginat-Peptid Biokonjugate

Neben den dargestellten Konjugationsvarianten der Amid- (Kapitel 6.2) und der Imin-
Bindung (Kapitel 6.3) gibt es zahlreiche weitere Ligationsstrategien. Einige ausgewahlte
Ansatze wurden in Kapitel 1.3 detailliert erldutert, so auch die 1,3-dipolaren Metall-freien
Cycloadditionen.”™ ' Eine Variante der Metall-freien Cycloaddition bedient sich der
Reaktion zwischen einem elektronenarmen Oxanorbornadien mit einem Azid,”* wobei
diese alle Anforderungen an moderne Ligationsmethoden erfillt. Die Reaktion verlauft

+ in wassrigen Medien,

+ bei Raumtemperatur,

« ohne Zugabe von Additiven oder Katalysatoren,

+ und die gebildeten Produkte und Nebenprodukte sind nicht toxisch.

Diese Cycloaddition ist in Analogie zu den klassischen Azid-Alkin Cycloadditionen

ebenfalls bioorthogonal.

6.4.1 Synthese des verlangerten Oxanorbornadiensystems

Die Synthese der 3-Trifluoromethyl-7-oxa-bicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dien-2-carbonsdure
98 erfolgte nach einer Synthese von Su et al.”?, die auf der Veréffentlichung von RUTIES
und Mitarbeitern fusst.”* Das Carboxylat 98 wurde mit N-Boc-geschiitztem Ethylendiamin
99 unter Aktivesterbedingungen verlangert und anschlieBend unter sauren Bedingungen
entschitzt 101 (Schema 40).

CF; CF;
+ H N/\/NHBOC a) H
OH 2 ~ N~
99 NHBoc

O o

98 100
CFs b) CF,
o, €0
‘;(N\/\NHBOC N\/\NHz
o) ®)
100 101

Schema 40: Synthese des Oxanorbornadienderivats 100 und nachfolgende Entschiitzung zu
Verbindung 101; a) DCM, DMAP, EDC-HCI; b) TFA, DCM.

1% C. A. DeForest, K. S. Anseth, Angew. Chem. 2012, 124, 1852-1855.
%7 5. A. Meeuwissen, M. F. Debets, J. C. M. van Hest, Polym. Chem. 2012, 3, 1783-1795.
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Die Verlangerung des Oxanorbornadiens mit Ethylendiamin 101 ermdglicht die
Knlpfung mit der Carboxylgruppe an C-6 in Alginat 19.
6.4.1 Synthese von Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat

Im Folgenden wurde das Oxanorbornadien-Derivat 101 unter den etablierten

Aktivesterbedingungen (Kapitel 3.2.1.2) mit dem Alginat 19 gekuppelt (Schema 41).

OH o OH
Q ©
@ w
Na G>OZC\\ - OH a) ONaOZC H OH
@0 = — CF4 0.0
Na OxC 0. 0 H
\EK\E N\/\N ‘
o" OH
o) OH
—+— on o * OH
19 102

Schema 41: Synthese des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102; a) DIPEA, EDC-HCI,
HOBt*H,0, 101, H,0.

Die erfolgreiche Funktionalisierung wurde NMR-spektroskopisch belegt. Insbesondere
bei hohen Belegungsgraden konnten die charakteristischen Signale des
Oxanorbornadiensystems eindeutig detektiert werden. Auf Grund ihrer Nachbarschaft zur
Trifluormethylgruppe bzw. zum Amid weisen die Protonen an den Etherbrickenkdpfen
unterschiedliche chemische Verschiebungen auf (o= 5.74 ppm, 1H; 5.84 ppm, 1H). Die
Signale des terminalen Olefins besitzen hingegen unveranderte chemische Verschiebung
(6=7.36 ppm, 2H).

In Abb. 45 sind *H-NMR Spektren des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102
bei unterschiedlichen Belegungsgraden gezeigt. Sie lassen keine exakte Bestimmung des
Belegungsgrads zu, sondern liefern semiquantitative Informationen in Abhangigkeit von
der eingesetzten Menge von 101. Eine Belegung Uber 70% flihrte zu wasserunldslichen
Alginatderivaten. Fir medizinisch-biologische Anwendungen ist die Léslichkeit der
modifizierten Alginate jedoch essentiell, so dass 70% Belegung als Maximalwert flr

biomedizinische Anwendungen zu betrachten ist.
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Abb. 45: !H-NMR Spektren des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102 bei
unterschiedlichen Belegungsgraden in D,O: ca. 70% (oben), ca. 30% (unten). Im Fenster ist das

19F-NMR Spektum beider Verbindungen gezeigt.

Die CFs-Gruppe ermdglichte es, das Oxanorbornadien-funktionalisierte Alginat 102 mit
Hilfe der °F-NMR Spektroskopie zu analysieren. Die Detektion eines singuldren
Fluorsignals bei o= -62.4 ppm ist neben der *H-NMR Spektroskopie der zweite Beleg fir
die erfolgreiche Reaktion mit dem Polymer (Abb. 45, kleines Fenster). Ferner war es
maoglich, den Belegungsgrad einzustellen, was fir spatere Ligationsreaktionen von
groBem Vorteil ist. Denn die maximale Anzahl der cRGD-Azide, die mit dem Polymer
konjugiert werden sollen, kann nun direkt durch den Grad der Oxanorbornadienbelegung
eingestellt werden. Sollte das Polymer nur zu 30% mit bioaktiven Moleklilen versehen
werden, so muss das Alginat nur mit 30%iger Oxanorbornadienbelegung hergestellt
werden. Die Ligation der Azide kann in diesen Fallen mit einem deutlichen Uberschuss
durchgefihrt werden, was die Geschwindigkeit des Konjugationsprozesses wesentlich
beschleunigt. Da die Ligation ohne jegliche Additive gelang, konnten die im Uberschuss

eingesetzten Konjugate per Dialyse einfach reisoliert werden. Damit konnte die
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Oxanorbornadien-vermittelte Metall-freie Ligation effektiv und effizient am Biopolymer
durchgefiihrt werden.

Die Verwendung von Alginat mit einem hohen Belegungsgrad erlaubt es zudem,
unterschiedliche Azido-Derivate sequenziell oder orthogonal an das Polymer zu ligieren,
sofern diese jeweils unterschiissig eingesetzt werden. Dieser Ansatz liefert Alginat-
Konjugate die mit unterschiedlichen bioaktiven Moleklilen dekoriert vorliegen. Diese
Variante ist vor allem fir die komplexen Anforderungen des tissue engineerings von
Vorteil. Die multiple Ligation wiirde es ermdglichen, sowohl Wachstums-, Erkennungs-
und/oder Vaskularisierungsfaktoren an die Alginate zu konjugieren und somit

multifunktionale Alginat-Hydrogele herzustellen.

6.4.2 Ligation weiterer Azido-Derivate

Um die Reaktivitdt des Oxanorbornadien-Systems am Polymer zu Uberpriifen, wurden
weitere Azido-Derivate mit Verbindung 102 umgesetzt. Das proof of principle erfolgte mit
Azido-Fluorescein 103, die Bestimmung der Ligationsprodukte mit Azido-valeriansdure
105 bzw. Azido-Boc-Lysin 107 und die flr biologische Zwecke relevante
Funktionalisierung wurde mit Azido-cRGD 82 durchgefiihrt. Der Reaktionsverlauf der
Cycloaddition wurde fiir die Azido-pentansdure 105 und das Azido-RGD 82 'H-NMR

spektroskopisch verfolgt.

6.4.2.1 Umsetzung mit Azido-Fluorescein

Die Reaktivitadt des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102 in Wasser wurde mit
Azido-Fluorescein 103 lberprift (Schema 42).

@ : OH N3
ho 102 103
o) 0.0 H
o o)
®@0o .
O ONaOZC‘ 7~ ~OH
HO \ CF3H o__0
N\ N\/\H .
N o" OH
o) 104 ‘—|—*' OH

Schema 42: Umsetzung des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102 mit dem
Fluorescein-Azid 103; a) H,0.
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Nach Fallung, Dialyse und Gefriertrocknung wurde das gelb gefarbte, fluoreszierende
Polymer 104 erhalten, welches in Wasser eine geringe Loéslichkeit aufwies und sich einer
detaillierten 'H-NMR Analyse entzog. Der Versuch, das Absorptionsmaximum des
Fluorophors UV-photometrisch zu bestimmen, flihrte ebenfalls nicht zum Erfolg. Die
gelbliche Farbung, sowie die Unldslichkeit in Wasser lassen dennoch auf eine erfolgreiche

Konjugation schlieBen.

6.4.2.2 Umsetzung mit Azidopentansaure

Die Reaktivitat des funktionalisierten Alginats 102 konnte schlieBlich mit Hilfe der
wasserléslichen Azido-Pentansaure 105 ermittelt werden. Die Verbindung 102 wurde mit
einem Aquivalent Azidopentansdure 105 in Wasser bei neutralem pH-Wert lber zwei

Tage umgesetzt (Schema 43).

106
Schema 43: Umsetzung des Oxanorbornadien-funktionalisierten Alginats 102 mit

Azidopentansaure 105; a) H,O0.

Samtliche Signale im 'H-NMR Spektrum von 106 lagen verbreitert vor, was die
Bindung zum Polymer anzeigte (Abb. 46). Den Methyleneinheiten des Pentans konnten
die Signalen bei 8= 4.57 ppm (2H), 2.35 ppm (2H), 1.49 ppm (2H) und 1.56 ppm (4H)
zugeordnet werden; die weiteren Signale sind dem Ethylendiamin und/oder dem
Alginatriickgrat von 106 zuzuordnen.

Da fir die Signale der Pentaneinheit ein doppelter Datensatz erhalten wurde, deutete
dies auf die Bildung zweier Regioisomere des Triazols hin. Besonders charakteristisch
konnte dies flir die CH,-Einheit in a-Position zum Triazol festgestellt werden, welche in
Abhangigkeit zum Regioisomer entweder bei 6= 4.67 ppm oder bei = 4.55 ppm lag. Das
Ausbleiben charakteristischer Signale bei 6= 5.74 ppm, 5.87 ppm und 7.38 ppm zeigte,

113



Polymer-Peptid Biokonjugate: bioorthogonale Ligation

dass die Oxanorbornadien-vermittelte 1,3 dipolare Cycloaddition am Polymer quantitativ

verlief.

o cis-Triazol trans-Triazol
O
HO L5) N CF3H 2 >\\Alg
N\ N\/\H
CF4 \/\NkAlg 0 5 N 5
‘S\( HOJW1 o
3 4
EDC
H,0
3
1
1 52 4 g
| T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
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Abb. 46: 'H-NMR Spektrum (oben) und '°F-NMR Spektrum (unten) des Alginat-Pentansdure
Konjugats 106 in D,0.

Die Entstehung des leichtfliichtigen Furans erlaubte es, den Reaktionsverlauf *H-NMR
spektroskopisch in Echtzeit zu verfolgen. Es war zu erkennen, dass die Signalintensitaten
der Oxanorbornadien-Einheit (J= 5.76 ppm 1H, 5.84 ppm 1H, 7.36 ppm 2H) abnahmen,
wahrend zeitgleich die Intensitat der Signale am Furan (o= 6.48 ppm 1H, 7.55 ppm 1H)
zunahmen (Abb. 47).
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N

29 Std.

. JL_,\J J I N/’/ 19 Std.
’l A l AN 9 Std.

N A= 0 Std.

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 [ppm]
Abb. 47: Verlauf der 1,3-dipolaren Cycloaddition zwischen Azidopentansdure 105 und

Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat 102 anhand charakteristischer Signale; der Ausschnitt
des 'H-NMR Spektrums zeigt die Reaktion Uiber insgesamt 29 Stunden. Die Abzisse bezieht sich nur
auf das untere Spektrum.

Eine interne Kalibrierung ermdglichte es, den Zeitverlauf des Umsatzes zu ermitteln.
Als Referenz wurde das Signal bei 3= 2.88 ppm gewahlt, welches verbliebenen EDC-
Aktivesterverbindungen zuzuordnen ist (Schema 9). Mit Hilfe dieser Kalibrierung konnten
die Intensitaten der Signale das Oxanorbornadiens und des Furans relativ zueinander
bestimmt werden. Der Verlauf der Signalintensitdten wurde an einem charakteristischen
Proton der beiden Verbindungen berechnet (Abb. 48).

i —=— Oxanorbornadien 5.76 ppm —— Furan 7.45 ppm

Integralw
gyraiweld

(&)
L

O T T T
0 500 1000 1500 Zzeit [min]

Abb. 48: Verlauf der Cycloaddition, berechnet anhand der Signalintensitdten der
Oxanorbornadien-Einheit und des analog dazu gebildeten Furans; referenziert an einem konstanten
Signal bei 2.88 ppm.
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Nach ca. 30 Stunden konnte ein nahezu vollsténdiger Umsatz der Cycloaddition in
Wasser ermittelt werden. Die hohe Flichtigkeit des Furans flihrte dazu, dass die
theoretisch erwarteten Signalintensitaten der Verbindung (Integralwert ca. 20) nicht
detektiert werden konnten. Eine chemoselektive Auslésung der Cycloaddition nach
Zugabe des Azido-Derivats, lieB sich ebenfalls NMR-spektroskopisch zeigen. Die
Bestdndigkeit des Oxanorbornadien-modifizierten Alginats 102 bei unterschiedlichen
Temperaturen in Wasser erlaubte es, die Verbindung in groBem MaBstab herzustellen
und anschlieBend Uber einen langeren Zeitrdum zu lagern. Die in der Literatur
beschriebene Reaktivitdt des Systems in wéssrigen Losungsmitteln,”*****” konnte somit
erstmals am Polymer verifiziert und dartber hinaus der zeitliche Verlauf der Cycloaddition
in Echtzeit verfolgt werden.

Beziglich der Struktur der Produkte, die in der Retro DIELS-ALDER Reaktion gebildet
wurden, erbrachte die 'H-NMR Analyse jedoch keinerlei Klarung. Das in der Cycloaddition
gebildete Furan konnte nicht direkt auf die Bildung der Triazole rickschlieBen, auch wenn
die Bildung des Heterozyklus nach dem Reaktionsmechanismus zu erwarten ist (Schema
3). Einen Aufschluss erbrachte die °F-NMR Spektroskopie, da die Trifluoromethylgruppe
(-CF3) sowohl im Edukt 102, als auch im Produkt 106 vorhanden ist. In Abhangigkeit
vom jeweiligen Strukturmotiv sollte diese eine individuelle chemische Verschiebung
erfahren. Abb. 46 zeigt das erhaltene '°F-NMR Spektrum des Konjugats 106 nach
erschopfender Dialyse.

Der quantitative Verlauf der Reaktion konnte, analog zur *H-NMR Spektroskopie (Abb.
47), anhand des Signals der Ausgangsverbindung 102 bestimmt werden, welches nicht
mehr detektiert wurde (Abb. 46, J= -62.5 ppm). Stattdessen konnten Signale bei o=
-56.1 ppm, -56.8 ppm, -59.1 ppm und -59.2 ppm identifiziert werden. Die Anzahl lasst
darauf schlieBen, dass insgesamt vier neue Verbindungen bei der Cycloadditionsreaktion
zwischen 102 und 105 gebildet wurden. Eine Zuordnung der Signale gelang mit den
bisherigen Informationen nicht, so dass die Reaktion anhand von Modellstudien auf

niedermolekularer Ebene eingehender analysiert wurde (Kapitel 6.5).

6.4.2.3 Umsetzung mit Azido-Boc-Lysin

Um die Ergebnisse der Ligation von 105 zu verifizieren, wurde die Cycloaddition ebenfalls
mit Azido-Boc-Lysin 107 durchgefiihrt. Die Analyse der 'H- und °F-NMR Spektroskopie
sollten zeigen, ob flir beide Azido-Derivate 105 und 107 ahnliche Datensatze erhalten
werden. Hierflir wurde ebenfalls das Oxanorbornadien-funktionalisierte Alginat 102 mit

einer Belegungsrate von 70% verwendet.
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108
Schema 44: Cycloaddition von Azido-Boc-Lysin 107 mit dem Oxanorbornadien-funktionalisierten
Alginat 102; a) H,0.

Auf Grund der erworbenen Erkenntnisse lber den zeitlichen Verlauf der Cycloaddition
(Abb. 48), wurde die Reaktion fir 30 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und
anschlieBend erschépfend dialysiert. 'H-NMR spektroskopische Analysen wiesen die
erfolgreiche Ligation nach. AuBerdem wurde das identische Signalmuster erhalten. Die
Verschiebung der CH,-Einheit in a-Position zum Triazol wurde ebenfalls bei = 4.66 ppm
und 4.55 ppm erhalten; auch die weiteren zu den Methyleneinheiten gehérenden Signale
zeigten jeweils einen doppelten Signalsatz (Abb. 49).

Ferner wurde ermittelt, ob bei Verwendung substéchiometrischer Mengen von 107
nach Dialyse und Gefriertrocknung Uberschiissige Oxanorbornadien-Einheiten weiterhin
intakt vorlagen. Dies wiirde weitere Ligationen ermdglichen, was bereits in Kapitel 6.4.1
angemerkt wurde. Abb. 49 zeigt die *H-NMR Spektren der Reaktion von 102 mit 0.5 bzw.
1.0 Aquivalenten des Ns-Boc-Lysins 107. Die erfolgreiche Ligation konnte in beiden
Spektren anhand der charakteristischen Protonensignale der Boc-Schutzgruppe
identifiziert werden. Bei der Verwendung von einem Aquivalent 107 (Abb. 49, unten)
wurde, im Gegensatz zum Azidopentansdure-Alginat-Konjugat 106, kein vollstandiger
Umsatz erreicht. Es konnte nicht geklart werden, ob diese Beobachtung auf eine
verringerte Lo6slichkeit, resultierend aus der hydrophoben Boc-Schutzgruppe, oder auf
sterische Grunde zurtckzufihren war.

Die '°F-spektroskopische Analyse vom Lysin-dekorierten Alginat 108 bestitigte den

unvollstdndigen Umsatz bei Einsatz eines Aquivalents 107 (Abb. 49, unten).
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Vergleichend zum Konjugat 106 (Abb. 46, unten) wurde ein *F-NMR Datensatz mit
identischem Signalmuster erhalten. Das Konjugat 108 zeigte ebenfalls '°F Resonanzen
bei = -56.1 ppm, -56.8 ppm, -59.1 ppm und -59.2 ppm (Abb. 49, unten).

6 4 2 [PpPm]

0.5 Aq 107

1.0 Aq 107

- 50 - 60 -70 - 80 [ppm]
Abb. 49: 'H-NMR- (oben) und !°F-NMR-Spektren (unten) der Reaktionen von Oxanorbornadien-
funktionalisiertem Alginat 102 mit 0.5 Aq. bzw. 1.0 Aq. Azido-Boc-Lysin 107 in D,0.

Dies bedeutet, dass, unabhdngig von der Natur des Azido-Derivats, ein identischer
Satz von Cycloadditionsprodukten gebildet wurde. RUTIES und Mitarbeiter beschrieben die

Bildung von zwei regioisomeren Triazolen als Hauptprodukte, sowie von einem

118



Polymer-Peptid Biokonjugate: bioorthogonale Ligation

Furanderivat als Nebenprodukt (Kapitel 1.5.2).”" Damit sollten sich die beiden
regioisomen Cycloadditionsprodukte cis-110a und trans-110b und das Furanderivat 111
Uber die 1°F-NMR Spektroskopie zuordnen lassen.

Schema 45 zeigt den von RUTIES postulierten Reaktionsmechanismus,”™ der die Bildung
der drei genannten Produkte durch einen unterschiedlichen chemo- bzw. regioselektiven

Angriff erklart.
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Schema 45: Mdgliche Produkte der Oxanorbornadien-mediierten Ligation am Alginat 102 in
Abhangigkeit vom chemo- und regioselektiven Angriff des Azido-Derivats 107; a) H,O.

6.4.2.4 Umsetzung mit Azido-cRGDfK

AbschlieBend wurde die Metall-freie Ligation des bioaktiven Azido-Pentapeptids 82
verfolgt. Die Reaktion des cRGD-Peptids mit dem Oxanorbornadien-System wurde bereits
von RUTIES et al. mit niedermolekularen Reaktionspartnern beschrieben,® Die Anbindung

an ein Biopolymer Uber eine Metall-freie Cycloaddition ist bis heute nicht publiziert. Einen
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vergleichbaren Ansatz verdffentlichten DE FOREST et al., indem sie die RGD-Sequenz an
ein modifiziertes Polypeptid Uiber die Thio-Click Reaktion ligierten.™®

Die Ligation des cRGD-Peptids 82 erfolgte an Alginat 102 mit einem 30%igen
Funktionalisierungsgrad. Eine hohere Belegung mit cRGD setzt die Ld&slichkeit des
Polymer-Konjugats 112 in Wasser sehr stark herab. Damit die Reaktion rasch und mit
vollstdndigem Umsatz verlaufen konnte, wurde das cRGD 82 im Uberschuss eingesetzt.
Das mit der Oxanorbornadien-Einheit funktionalisierte Alginat 102 konnte erfolgreich

wenn auch nicht vollstandig mit den RGD-Peptiden 82 versehen werden (Abb. 50)
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Schema 46: Cycloaddition des Azido-cRGDfKs 82 an das Oxanorbornadien-funktionalisierte
Alginat 102; a) H,0.

Alle weiteren cRGD-Alginat Konjugate, auch jene, die flr die biologischen
Untersuchungen verwendet wurden (Kapitel 6.6.3), wurden nach diesem Protokoll
hergestellt. Der Konjugationsnachweis erfolgte wiederum !H-NMR- und !°F-NMR-
spektroskopisch. Im 'H-NMR Spektrum konnte das Pentapeptid anhand der aromatischen
Signale der Phenylalanineinheit (Phe) und den Methyleneinheiten des Arginins (Arg)
nachgewiesen werden (Abb. 10; vgl. auch Abb. 43).
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Abb. 50: 'H-NMR- (oben) und '°F-NMR-Spektrum (unten) der Reaktionen von Oxanorbornadien
funktionalisiertem Alginat 102 mit dem Azido-cRGDfK 82 in D,0.

Im Vergleich zu den Ligationen der Azido-Pentansaure 105 (Abb. 46) und des Azido-
Boc-Lysins 107 (Abb. 49), wurde ein anderes Signalmuster mit geringen Abweichungen
in den Signalverschiebungen erhalten. Nicht umgesetzte Oxanorbornadiene wurden durch
das charakteristische °F-Signal bei = -62.3 ppm identifiziert. Die '°F Signale bei J=
-56.1 ppm, -56.8 ppm, und -57.5 ppm lieBen sich den Reaktionsprodukten zuordnen. Die
sterisch anspruchsvollen cRGD-Peptide beeinflussen die Signallagen und fiihren zu einer
veranderten Zahl an Reaktionsprodukten.

Ferner wurde der Reaktionsverlauf, wie in Kapitel 6.4.2.2 (Abb. 47) beschrieben, Uber
die Entstehung des Furans durch 'H-NMR-spektroskopische Analyse verfolgt. Um die
Loslichkeit des Konjugats 112 zu garantieren, wurde Alginat 102 mit einer 30%igen
Oxanorbornadien-Funktionalisierung verwendet und 0.5 Aquivalente cRGD 82 zugesetzt.

Dieses substdichiometrische Verhaltnis flihrte dazu, dass nur die Halfte der
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Norbornadien-Einheiten umgesetzt wurden. Wie Abb. 51 zeigt, wurden mit
fortschreitender Reaktionszeit keine weiteren Veranderungen in den Signalintensitdten
detektiert, so dass von einer vollstéandig verlaufenden Ligation ausgegangen werden

kann.
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Abb. 51: Vverlauf der Ligation des cRGDs 82 an 102; dargestellt anhand der Signalintensitaten
des Oxanorbornadien-Systems (abnehmend) und des analog dazu gebildeten Furans (zunehmend)
Uber die Zeit (bestimmt an je einem charakteristischen Proton beider Verbindungen, Furan &=
7.47 ppm und Oxanorbornadien 6= 5.76 ppm).

Der Kurvenverlauf deutet zu Beginn der Reaktion einen schnellen Umsatz an. Nach ca.
vier Tagen (250 Stunden) wird dann ein nahezu konstanter Wert erreicht. Im Vergleich
zu den vorher untersuchten Cycloadditionen (Kapitel 6.4.2.2 und 6.4.2.3) verlangerte

sich die Reaktionsdauer merklich von einem auf drei Tage.

6.5 Analyse der Produkte der Oxanorbornadien-mediierten Cycloaddition

Uber niedermolekulare Modelle

Die Produkte der Metall-freien Cycloaddition am Alginat konnten auf makromolekularem
Level nicht eindeutig identifiziert und zugeordnet werden. Deshalb sollten
niedermolekulare Modellsubstanzen préapariert werden und diese mit Hilfe der °F-NMR-
Spektroskopie durch Vergleich zugeordnet werden. Dazu wurden die beiden
regioisomeren Triazole cis-110a und trans-110b, sowie das als Nebenprodukt
entstehende Furan 111, in Form der entsprechender Monosaccharide synthetisiert und
anschlieBend analysiert (Schema 48 und Schema 50). Die °F-NMR Spektren der
Monosaccharid-Derivate sollten anschlieBend mit den Daten der Alginat-Konjugate 106
und 108 verglichen werden (Abb. 49 und Abb. 50). Die Galacturonsaure diente als
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monosacharidisches Modell fir die Uronsdauren des Alginats. Hierflir musste
Methyl(allyloxy-B-D-galactopyranosid)uronat 113 nach einer Vorschrift von Voss et al.

synthetisiert werden.*’

6.5.1 Synthese Oxanorbornadien-funktionalisierter Galacturonsaure

Die Funktionalisierung des Galactopyranosids 113 mit der Oxanorbornadien-Einheit
gelang ebenfalls Gber das mit Ethylendiamin verlangerte Derivat 101. Die Synthese von
101 ist Schema 40 zu entnehmen. Damit die Kupplung unter den etablierten
Bedingungen Uber das primare Amin der Verbindung 101 erfolgen konnte (Kapitel 6.2.1,
Schema 41), wurde das Methyluronat 113 zuvor verseift. Die Verseifung des
Methylesters 113 erfolgte in wdssrigem Medium unter Zugabe von Lithiumhydroxid.
AnschlieBend konnte 1-Allyl-B-b-Galacturonsaure 114 mit dem Oxanorbornadien-System

101 derivatisiert werden.

O OH OH OH HO OH
113 114 115 OH

Schema 47: \Verseifung von Methyluronat 113 wund anschlieBende Synthese des
Oxanorbornadien-funktionalisierten Galactopyranosids 115; a) LiOH, H,O; b) DIPEA, TBTU, 101,
H,O0.

Sowohl die Verseifung als auch die nachfolgende Funktionalisierung wurden per
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie nachgewiesen. Zur Aktivierung der
Carbonsaure 114 wurde O-Benzotriazol-1-yI-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
Tetrafluoroborat ,TBTU" eingesetzt. Komplexe Kupplungsreagenzien wie ,TBTU" vereinen
die Eigenschaften eines Carbodiimids mit denen eines Benzotriazols wodurch eine hdhere
Reaktivitat erreicht und die Gefahr von Umlagerungen verringert wird. Die Isolierung von

115 erfolgte abschlieBend per praparativer HPLC.

6.5.2 Umsetzung Oxanorbornadien-funktionalisierter Galacturonsaure mit

Azidopentansaure

Um vergleichbare Ligationsprodukte zu generieren, wurde die funktionalisierte
Galacturonsaure 115 ebenfalls mit Azidopentansdure 105 umgesetzt (Schema 48). Die
Metall-freie Cycloaddition fand somit unter gleichen Reaktionsbedingungen wie im Falle

des Polymers statt (vgl. Schema 43).
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116
trans

Schema 48: Erwartete Produkte 116 und 117 nach Umsetzung des mit Oxanorbornadien
funktionalisierten Galactopyranosids 115 mit Azidopentansaure 105; a) H,0, 105.

Nach dreitagiger Reaktionzeit wurde die Mischung per praparativer HPLC gereinigt und
die Fraktionen anschlieBend NMR spektroskopisch untersucht. Die Daten der 'H- und 3C-
NMR Spektren, sowie die HQSC- und HMBC-Korrelationen ermdglichten es, die zwei

isolierten Fraktionen den Verbindungen 116 und 117 zuzuordnen.
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Abb. 52: 'H-NMR Spektren der isolierten Triazole 116 und 117 in D,0. Das 5-Trifluoromethyl-
1,2,3-triazol 116 konnte dem cis-Isomer und das 4-Trifluoromethyl-1,2,3-triazol 117 dem trans-

Isomer zugeordnet werden.
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Die beiden regioisomeren Triazole unterschieden sich in den Protonen- bzw.
Kohlenstoff-Spektren in nur einer Position signifikant. Aus Abb. 52 wird deutlich, dass nur
die Protonen der Methyleneinheit in a-Position zum Triazol eine deutliche Abweichung
aufweisen. Im Vergleich zum cis-Isomer 116 J= 4.60 ppm liegt das verschobene Signal
fir das trans-Isomer 117 bei &= 4.49 ppm. Im °F-NMR-Spektrum konnte das Signal bei
J= -56.3 ppm dem cis-Regioisomer 116 und das trans-Regioisomer 117 dem Signal bei
o= -59.3 ppm zugeordnet werden (Abb. 53 D+E). Beide Signale korrelieren sehr gut mit
denen der Alginat-Konjugate der Azidopentansdaure 106 bzw. des Azido-Boc-Lysins 108
(Abb. 53 B+C).

F

T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T | T T T T |

- 50 - 55 - 60 -65 [ppm]

Abb. 53: °F-NMR Spektren in D,O: A) Oxanorbornadien-funktionalisiertes Alginat 102; B)
Alginat-Konjugat 108 mit 0.5 Aquivalenten Azido-Boc-Lysin; C) Alginat-Konjugat 106 mit 1.0
Aquivalenten Azidopentansdure; D) cis-Triazol des Galactopyranosids 116; E) trans-Triazol des
Galactopyranosids 117; F) Furanderivat 124.

Somit konnten zwei der vier Cycloadditionsprodukte mit Hilfe der °F-NMR
Spektroskopie identifiziert und zugeordnet werden. Die beiden Signale bei o= -56.3 ppm
116 und 5= -59.3 ppm 117 entsprachen den beiden cis bw. trans Triazolisomeren 110a
und 110b.

6.5.3 Synthese von 3-Trifluoromethylfuran Derivaten

Zwei der vier Signale, bei = -56.8 ppm und -59.2 ppm sind bis dato noch nicht

identifiziert. Anlehnend an die Resultate von RUTIES et al.”* und der Hypothese, dass ein
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Azid-Angriff an die sterisch ungehinderte, aber elektronenreichere Doppelbindung
alternativ erfolgen kann, was zur Bildung eines Furan-haltigen Konjugats flihren wirde
(Schema 45), wurde ein analoges Modellfuran synthetisiert. Als Ausgangsverbindung
wurde das 3-(Trifluoromethyl)-4-ethoxycarbonylfuran 120 nach einer Vorschrift von
NEzIS et al. hergestellt.”® Die Synthese von 120 erfolgte durch Umsetzung des
Oxanorbornadienethylesters 118 mit Tetraphenylcyclopentadienon 119 in einer
Reaktionskaskade basierend auf einer DIELS-ALDER und einer Retro-DIELS-ALDER Reaktion.
Tetraphenylbenzol 121 wurde dabei als Nebenprodukt gebildet, welches sich

saulenchromatographisch vom Produkt 120 abtrennen lieB.

oF 0 o Ph
QRIS ST
+ +
o_- Ph —— U e
S Ph Ph
Ph ( Ph
118 119 120 121

Schema 49: Synthese des 3-(Trifluoromethyl)-4-ethoxycarbonylfurans 120 analog zur Vorschrift

von NEezis et al.*8;

; a) Toluol, pw.

Mit dem Ziel, eine mdglichst ideale Modellsubstanz zum Furan-Konjugat des Alginats zu
generieren (Verbindung 111, Schema 45), wurde das Furanderivat 120 im
nachfolgenden Schritt verseift und anschlieBend mit N-Boc-geschitztem Ethylendiamin

99 verlangert.

0] 0

| | b) CFs
0 a) o 7
—_—
O CF3 OH CF3 \/\NHBOC

( 120 122
Schema 50: Uberfilhrung von 120 in die freie Carbonsdure 122 und anschlieBende Verldngerung
in das Furanderivat 123; a) LiOH,q, THF; b) DIPEA, PyAOP, DMF, 99.

Die Aktivierung der Carbonsaure 122 wurde mit 7-(Azabenzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidinophosphonium Hexafluorophosphat ~PyAOP" erreicht, ein
Phosphoniumanalogon des bereits eingesetzten ,TBTU"s. AbschlieBend wurde die Boc-
Schutzgruppe durch saure Katalyse entfernt und das wasserlésliche Amin 124

freigesetzt.

158 A, Nezis, J. Fayn, A. Cambon, J. Flour. Chem. 1991, 53, 197-299.
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Schema 51: Entfernung der Boc-Schutzgruppe zur Freisetzung des verlangerten Furanderivats
124; a) CH,Cl,, TFA.

Die nicht literaturbekannten Furanderivate 122-124 wurden vollstandig charakterisiert
und zusatzlich °F-NMR-spektroskopisch vermessen. Ein, den Datensétzen der Alginat-
Konjugate 106 und 108 (Abb. 53 B,C) vergleichbares Signal, konnte fir das
Ethylendiamin-verlangerte Furan 124 gefunden werden (Abb. 53 F). Das wasserldsliche
Furanderivat 124 zeigte eine identische Verschiebung im !°F-NMR Spektrum, wie die
nicht zugeordneten Signale in den Alginat-Konjugaten 106 und 108 bei o= -59.1 ppm.
Damit konnte die Bildung und Existenz des Alginat-gebundenen Furan-Konjugats 111

belegt werden (Schema 45).

6.5.4 Zusammenfassung

Mit Hilfe von Modellsubstanzen und der !°F-NMR Spektoskopie konnten drei der vier
Cycloadditionsprodukte der Alginat-Konjugate 106 und 108 identifiziert werden (Abb.
53)."™° Die Synthese der regioisomeren Galacturonsaurederivate 116 und 117 erlaubte
es, die Signale bei J= -56.3 ppm und -59.3 ppm den beiden cis- bzw. trans-
regioisomeren Triazolen 110a und 110b am Alginat zuzuordnen. Desweiteren wurde das
Signal bei J= -59.1 ppm als dem Furan-Konjugat 111 zugehdrig identifiziert. Das
Postulat, dass der chemoselektive Angriff des Azids die Cycloadditionsprodukte 110a und
110b bzw. 111 generiert, konnte somit nachgewiesen werden (Schema 45). Das Signal
bei &= -56.7 ppm im °F-NMR Spektrum konnte bisher keinem Produkt zugeordnet
werden. Auf welchem Reaktionsweg eine weitere Polymer-gebundene und
fluorsubstituierte Verbindung entstehen kdnnte und welche Struktur ihr zugewiesen
werden kann, konnte nicht aufgeklart werden.

Die Intensitdten der Signale geben Aufschluss (ber das Produktverhdltnis der
Cycloadditions-Konjugate 106 und 108 (Abb. 53 B,C). In beiden Fdllen wurde das cis-
Reioisomer 110a mit ca. 35% gebildet. Die benachbarten Signale des trans-
Regioisomers 110b und des Furanderivats 111 ergeben zusammen 55% (im Verhaltnis
von ca. 1:1) und die nicht bekannte Verbindung wurde mit einem Anteil von ca. 10%
gebildet. Im Vergleich zu den Ergebnissen von RUTIES und Mitarbeitern,” die die Bildung
des Furan-Konjugats 111 auf niedermolekularer Ebene in nur ca. 5% der Falle erhielten,
anderte sich dieses Verhaltnis auf makromolekularer Ebene deutlich. Dies kann auf

Knaulungen des Polymers in Losung und den daraus resultierenden sterisch verdnderten

159 A, Krause, A. Kirschning, G. Drager, Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5547-5553.
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Anspriichen zuriickzufiihren sein. Deshalb erfolgte der Angriff des Azids am elektronisch
ungeeigneteren Olefin des Oxanorbornadien-Bicyclusses wesentlich haufiger.

Das von Rutjes entwickelte Oxanorbornadien-System wurde erfolgreich auf das
Biopolymer Alginat Ubertragen und damit erstmals auf makromolekularer Ebene
angewandt. Die Cycloadditionsprodukte der am Polymer durchgefiihrten Ligation wurden
identifiziert und somit die Ergebnisse, die die Autoren auf niedermolekularer Level

erhielten,”°** pestatigt.

6.6 Herstellung Triazol-ligierter Alginat-RGD Hydrogele: Sequentielle

versus Doppelte Click Strategie

Das Kapitel 1.5 beschrieb verschiedene Techniken, wie Makromolekile untereinander z.B.
per Click-Reaktionen vernetzt oder mit bioaktiven Verbindungen versehen werden
kdénnen. Sehr komplexe Konjugate werden zunehmend durch Kombination mehrerer

Click-Prozesse aufgebaut, die in Reihe” oder parallel®

durchgefihrt werden. Einige Arten
multipler Click-Reaktionen wurden bereits in Kapitel 1.5.5 naher vorgestellt.

Nachdem in Kapitel 6.4 die erfolgreiche Oxanorbornadien-mediierte Ligation am Alginat
erfolgreich vorgestellt wurde, und im darauf folgenden Kapitel 6.5 detailliert die
dazugehoérige Analyse beschrieben wurde, war die Praparation bioaktiver Hydrogele der
nachste Schritt. Das Herstellungsverfahren sollte analog zu den Imin-gebundenen und
mit cRGD-dekorierten Alginat-Hydrogele erfolgen (Kapitel 6.3.5). Folglich wurde die
Konjugation des Pentapeptids 82 (iber die Metall-freie 1,3-dipolare Cycloaddition und der
in situ Gelierungsprozess durch die Hydrazonbildung angestrebt.”*’ In den folgenden
Kapiteln werden unterschiedliche Strategien vorgestellt, wie beide Reaktionen fiir eine
effektive Herstellung von Hydrogelen kombiniert werden kénnen. Grundlage fir die
Realisierung der gewinschten Kombinationsvielfalt sind die gewahlten, hoch
chemoselektiv  verlaufenden  Reaktionen. Die Metall-freie Ligation bendtigt
Oxanorbornadien-, der Vernetzungsschritt hingegen Aldehydo-funktionalisiertes Alginat.
Dabei kdnnen beide funktionelle Gruppen im Alginat unabhangig voneinander, orthogonal
eingefiihrt werden, was ebenfalls flr die sich anschlieBenden Triazol- und Hydrazon-Click

Prozesse gilt.

6.6.1 Doppelte Click Strategie

cRGD-dekorierte Alginat-Hydrogele konnten Uber die doppelte Click-Strategie in nur zwei
Eintopfschritten hergestellt werden. Im ersten Schritt wurden gleichzeitig das
Oxanorbornadien-System wie auch die Aldehydo-Funktionalitaten in das Polysaccharid

eingefiihrt (Synthese siehe Kapitel 5.1 und 6.4.1). Nach Dialyse und Lyophilisation

160 p, Laverman, S, A. Meeuwissen, S. S. van Berkel, W. J. G. Oyen, F. L. van Delft, F. P. J. T. Rutjes, O. C.

Boerman, Nucl. Med. Biol. 2009, 36, 749-757.
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konnte das Oxanorbornadien-funktionalisierte Aldehydo-Alginat 125 erhalten werden.
Die Alginat-Komponente 125 erlaubte die Durchfihrung einer sich anschlieBenden
Metall-freien 1,3-dipolaren Cycloaddition mit nachfolgender Hydrazon-vermittelter
Hydrogelierung in einem Schritt. Beide Click-Prozesse verliefen in einem Reaktionsansatz
ohne Isolierung des Zwischenprodukts und entsprachen damit formal einer Double-Click
Reaktion (Schema 52).
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@ N\/\H
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+* OH OH
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OH
/O O “0
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NaO,C" k;ﬁ\N/ 00
cRGDfK o o o 5 ©e
\N 3 NaO,C” Y~ TOH
N \ N\/\H . 7[*
N o" OH

126
Schema 52: Die Oxidation und Funktionalisierung des Alginats mit dem Oxanorbornadien-System
lieferte 125. Die anschlieBend im Sinne eines Double-Click Prozesses durchgefiihrten Reaktionen
ergaben das cRGD-dekorierte Alginat-Hydrogel 126; a) H,0, NalO,, DIPEA, EDC; HOBt, 101; b)
H,0, Azido-cRGD 82, Hydrazido-Alginat,, 55.

Der Nachweis der erfolgreichen Einfihrung beider Funktionalitaten im Double-Click
Vorldufer 125 erfolgte per 'H-NMR Spektroskopie (Abb. 54). Abh&ngig von den
zugesetzten Aquivalenten von Oxanorbornadien 101 und Natriumperiodat, konnten beide
Derivatisierungsgrade unabhangig voneinander eingestellt werden. Somit war es mdglich,
sowohl den Grad der Dekoration, als auch die Gelierungsdauer/Stabilitat der nachfolgend
gebildeten Hydrogele 126, vor dem eigentlichen Click Prozess einzustellen. Fir die
Praparation stabiler cRGD-dekorierter Hydrogele 126 wurde die Alginat-Komponente 125
mit 30%iger Oxanorbornadien-Funktionalisierung und 100%igem Oxidationsgrad
hergestellt.

Eine Einschrankung des Double-Click Prozesses ist, dass das eingesetzte Azido-Derivat

keine weiteren nukleophilen Positionen im Molekll besitzen sollten. Nukleophile, die
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potentiell mit den Aldehyden des Alginats reagieren kénnten, wiirden die nachfolgende
Hydrogelierung unterbinden. Eine Konkurrenzsituation zum Angriff des Hydrazides sollte
daher vermieden werden. Dadurch ist die Wahl der bioaktiven Azido-Derivate
grundsatzlich eingeschrankt. Im Fall des eingesetzten cRGDs 82 stellt dies aber keine
Hirde dar, da die Nukleophilie der basischen Guanidineinheit in Wasser nur sehr gering

ist.

6 4 2 [ppm]
Abb. 54: 'H-NMR Spektrum des Oxanorbornadien-funktionalisierten Aldehydo-Alginats 125 in
D,0.

Die per Double-Click hergestellten Gele 126 wurden fir biologische Studien nicht
eingesetzt. Die Herstellung der Gele erweist sich als sehr effektiv, besitzt aber einige
praparative Nachteile. Die Gelierung erfolgt direkt nach Konjugation der RGD-Peptide,
was bedeutet, dass alle wassrigen Losungen bereits in gelierungsfahigen Konzentrationen
eingesetzt werden miussen. Flr biologische Untersuchungen ist es aber essentiell, alle
nicht kovalent gebundenen RGD-Moleklile zu entfernen (Kapitel 6.3.1). Folglich musste
die Reaktionslésung nach der Ligation zunachst dialysiert werden. Dieser Dialyseschritt
fihrte dazu, dass die gewiinschten Konzentrationen nicht mehr gegeben waren und das
Polymer erneut gefriergetrocknet werden musste. AnschlieBend musste das lyophilisierte
RGD-dekorierte Aldehydo-Alginat 125 wieder in H,O geldst werden, um durch Zugabe
von Hydrazido-Alginat 55 geliert zu werden. Aus dem synthetischen Eintopfprozess
wurde somit im prdparativen Sinne ein zweistufiges Verfahren. Die RGD-dekorierten
Alginat-Gele 126 konnten grundsatzlich Uber die Double-Click Synthese erfolgreich
hergestellt werden; flir nachfolgende biologische Tests war dieses Praparationsverfahren

jedoch unvorteilhaft.
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6.6.1.1 Oxidationsempfindlichkeit des Oxanorbornadiensystems

Die Einfihrung der Aldehyde in das Polysaccharid erfolgte durch Oxidation mit NalO4. Fir
die Synthese des Oxanorbornadien-funktionalisierten Aldehydo-Alginats 125 war somit
die Stabilitat des Oxanorbornadien-Systems gegeniber dem milden Oxidationsmittel
Natriumperiodat erforderlich. Die Bestandigkeit von 98 gegenliber NalO, unter neutralen,
wassrigen Bedingungen wurde sowohl massenspektrometrisch, als auch NMR-
spektroskopisch Uberprift. Das Oxanorbornadien-funktionalisierte Aldehydo-Alginat 125

konnte daher in einem Eintopf-Protokoll hergestellt werden.

6.6.2 Sequentielle Click Strategie

Neben der Double-Click Strategie wurde auch die Sequential-Click Strategie zur
Herstellung bioaktiver Alginat-Gele genutzt. Im Gegensatz zum vorherigen Doppel-Click
Protokoll, benétigt diese Methode insgesamt drei statt zwei Syntheseschritte. Zunachst
wird Alginat mit dem Oxanorbornadien funktionalisiert, dialysiert und gefriergetrocknet,
wodurch Verbindung 102 generiert wird. AnschlieBend wird die erste Click-Reaktion, die
1,3-dipolare Cycloaddition, unter Zugabe von Azido-cRGD 82 durchgefiihrt. Die Reaktion
konnte per 'H-NMR Spektroskopie verfolgt werden. Nach drei Tagen war der Umsatz
vollstéandig (vgl. Abb. 51) und das Alginat wurde durch Zugabe von Natriumperiodat
oxidiert. Dieser zweistufige Eintopf-Prozess generiert die gelierfédhige, mit cRGD-
dekorierte Aldehydo-Alginat Komponente 127 (Abb. 55 und Schema 53).

cRGDfK o ;o Alg
\N CF3H 3 o .0
N K\«N\/\Hm
o OH
N 3 3T
33
2 1
1 U EDC Arg
2
il H,0
| T T T é T T T 4|. T T T é T T [;pm]

Abb. 55: 'H-NMR Spektrum des cRGD-dekorierten Aldehydo-Alginats 127 in D,0.

Die Hydrogelierung erfolgt durch Zugabe der in Wasser gelosten Hydrazido-Alginat
Komponente 55. Die zweite Click-Reaktion, die Bildung des Hydrazons, resultiert in der
Vernetzung der Polymerketten und somit in der Hydrogelierung (Schema 53).
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Schema 53: Zuerst wird Alginat 19 mit dem Oxanorbornadien-System 101 funktionalisiert.
AnschlieBend wird Azido-RGD 82 Metall-frei an Verbindung 102 konjugiert und in situ zum
Aldehydo-Alginat 127 oxidiert. Die Gelierung 126 erfolgt durch Zugabe der in Wasser geldsten
Hydrazido-Alginat Komponente 55; a) DIPEA, EDC; HOBt, 101, H,0; b) Azido-cRGD 82, NalQ,,
H,0; c) Hydrazido-Alginat,q 55.

Das mit cRGD dekorierte Alginat-Hydrogel 126 konnte somit in zwei nacheinander
geschalteten Click Prozessen erzeugt werden. Auch bei diesem Ansatz lieB sich die
Dekorationsdichte an cRGD durch den Grad der Oxanorbornadien-Funktionalisierung und
die Gelierung durch den Oxidationsgrad steuern.

Als Einschrankung flr die Sequential-Click Methode ist zu beriicksichtigen, dass die
konjugierten bioaktiven Verbindungen keine oxidationsempfindlichen Positionen
aufweisen dirfen, da die Ligation vor der Natriumperiodat mediierten Oxidation erfolgt.
Im Falle des eingesetzten cRGDs 82 war dies nicht problematisch, da hier keine
oxidationsempfindlichen Positionen oder Funktionalitaten vorhanden sind.

Diese schrittweise Herstellung von RGD-dekorierten Hydrogelen erwies sich flr

biologische Studien als wesentlich praktischer. Die gelierungsfahigen Aldehydo- und

132



Polymer-Peptid Biokonjugate: bioorthogonale Ligation

Hydrazido-Komponenten des Alginats konnten auf konvergentem Wege synthetisiert
werden. Sie wurden anschlieBend dialysiert, sterilisiert und gefriergetrocknet. Der letzte
Schritt, die in situ Hydrogelierung, erfolgte durch Lésen von 127 im wassrigen Medium

unter Zugabe des Hydrazido-Alginats 55.

6.6.3 Biologische Evaluierung Triazol-ligierter Alginat-cRGD Hydrogele

Die RGD-dekorierten Alginat-Hydrogele 126 wurden fiir die biologischen Studien gemaRB
dem bereits entwickelten Protokoll vorbereitet (Kapitel 6.3.6). Alle Zelltests wurden von
J. DAHLMANN in der Arbeitsgruppe GRUH im LEBAO, Medizinische Hochschule Hannover,
durchgefihrt. Die Herstellung der Gele erfolgte nach dem sequenziellen Click Prozess.
AnschlieBend wurde eine Zellmischung, isoliert aus neonatalen Rattenherzen, auf den
vollstédndig gelierten Gelen ausgesiedelt.

Zur Herstellung der cRGD-dekorierten Alginat-Hydrogele 126 wurde die Aldehydo-
Komponente 102 mit 30%iger Oxanorbornadien-Funktionalisierung bei vollstandiger
Oxidation gewahlt. Dabei wurde die Dekorationsdichte an cRGD variiert, um den
quantitativen Einfluss des Peptids auf die Zelladhasionsrate zu bestimmen. Abb. 56 zeigt
das Verhalten der Zellmischungen in Abhangigkeit von der Anzahl ligierter cRGD-
Molekile nach dreitagiger Kultivierung.

Die in Abb. 56 angegebenen Anteile der RGD-Peptide in den Hydrogelen basieren auf
den maximal mdglichen Belegungsgraden. Fir die Berechnung wurde von vollstédndigen
Umsatzen bei der Metall-freien Cycloaddition ausgegangen. Die Zellfarbungen erfolgten
Uber drei unterschiedliche Immunfluoreszenzfarbstoffe. Fibroblasten wurden griin durch
Proylhydroxylase 4 (rPH4), Cardiomyocyten wurden rot durch Titin-Antikérper und
Zellkerne wurden blau durch DAPI gefarbt. Im Fall des Blanks und der RGD-
Belegungsdichte von 1:10.000 wurden ausschlieBlich abgekugelte Zellen detektiert, was
bedeutet, dass bei diesen Probekérpern keine Zellen auf der Oberfldche der Gele
adharent wurden. Ein ahnliches Verhalten wurde im Fall der Imin-ligierten RGD-
Hydrogele erhalten (Kapitel 6.3.6). Mit steigendem Anteil konjugierter cRGD-Molekiile,
1:1.000 bis 1:50, wurden vermehrt Zellen in einer lang gestreckten Morphologie
nachgewiesen (Abb. 56). Dies gibt Anlass zu der Vermutung, dass, aquivalent zur Anzahl
konjugierter RGD-Molekiile die Menge adharenter Zellen steigt.

Diese Verhaltensweisen belegen zum einen die grundsatzliche Aktivitat der Triazol-
ligierten cRGD-Peptide. Zum anderen konnte eine Korrelation zwischen der Zahl
konjugierter RGD-Moleklile und der Zahl adharenter Zellen gefunden werden.
Unabhangig von einer absoluten Zellzahlung konnte eine RGD-vermittelte Anlagerung der
Zellen erreicht werden. Die Art der chemischen Ligation sowie auch der
Hydrogelierungsprozess hatten weder auf die zelladhdsive Aktivitat der cyclischen RGD

Molekile noch auf die Vitalitat der Zellen negativen Auswirkungen.'®*
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Abb. 56: Zellmischungen aus Fibroblasten und Cardiomyocyten, ausgesiedelt auf cRGD
dekorierten Alginat-Hydrogelen 126, gezeigt im Fluoreszenzmikroskop; Alginat-Gel ohne cRGD
»Blank™; cRGD ligiert an jede 10.000ste monomere Einheit des Alginatstranges; cRGD ligiert an
jede 1.000ste monomere Einheit des Alginatstranges; cRGD ligiert an jede 100ste monomere
Einheit des Alginatstranges; cRGD ligiert an jede 50ste monomere Einheit des Alginatstranges
(Rot: Titin, Griin:rPH4, Blau: DAPI). MaBstabsskala: 100 ym.*®*

Im Vergleich zu den Imin-konjugierten RGD-Gelen 97 waren hier deutlich mehr
adharente Zellen erkennbar, bei gleicher Anzahl theoretisch konjugierter RGD-Moleklile.
Dies ist wahrscheinlich auf die Umsdtze in den jeweiligen Ligationsreaktionen

zurickzufihren. Die 1,3-dipolare Cycloaddition lief nachweislich mit sehr hohen

181 A. Krause, J. Dahlmann, L. Méller, I. Gruh, A. Kirschning, G. Drager, 2012, in Vorbereitung.
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Umsatzen ab (Abb. 50 und Abb. 51), die Imin-konjugierten Peptide unterlagen dagegen
wdhrend des Dialyseprozesses der partiellen Hydrolyse. Diese Vermutung schien sich in
den Zelltests zu bestdtigen. Bei theoretisch identischen RGD-Belegungsgraden, war die
Zahl adharenter Zellen im Fall der Metall-freien Cycloaddition wesentlich héher (Abb. 44
und Abb. 56). Demzufolge ist die irreversible, Metall-freie Cycloaddition mit dem
Oxanorbornadien-System gegeniber der reversiblen, hydrolysierbaren Imin-Ligation zu

bevorzugen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

7.1 Zusammenfassung

Das Thema der Arbeit behandelte die Herstellung von ,intelligenten®, bioaktiven
Hydrogelen flr das tissue engineering im Rahmen der Regenerativen Medizin. Die
entwickelten Gele wurden als Geristmaterial fir die komplexe, dreidimensionale
Zellkultivierung eingesetzt. Als Gerlistmaterial wurden native Makromolekiile gewahlt,
wobei der Fokus in dieser Arbeit auf das Biopolymer Alginat gerichtet war. Ein
synthetischer Schwerpunkt lag auf den Gelierungsprozessen, Uber die die kovalente
Vernetzung der Polymerstrange erfolgte. Ferner fokussierte sich die Arbeit auf die
Dekoration der Polymere und die gezielte Einflihrung bioaktiver Molektile. Neben Alginat
wurden Hyaluronsaure und Gelatine verwendet, letztere wurden bereits in der
Dissertation von L. MOLLER bearbeitet.®

Initial wurde die durch UV-Strahlung induzierte, radikalische Vernetzung der Polymere
angestrebt. Neben Alginat wurden auch Hyaluronsdure und Gelatine mit methacrylischen
Substraten modifiziert. Aus diesen wurden Gele bestehend aus einem Material wie auch
diverse Blends durch Mischen der Polymere erzeugt. Die rapide verlaufenden
Kettenpolymerisationen lieferten in wassrigen Medien Hydrogele mit sehr engmaschigen,
kleinporigen Netzwerken, wie REM Aufnahmen belegten. Die physikalische
Charakterisierung offenbarte, dass alle drei Biopolymere unterschiedliche Eigenschaften
besaBen. Diese Diversitat ermdglichte es, Gele mit individuellen Charakteristika,
insbesondere auch synergistische Effekte, durch gezielte Zusammensetzungen zu
kreieren. Ferner gaben mechanische Messungen (ber verschiedene Belastungstests
detaillierte Informationen bezlglich der Stabilitédt sowie der Elastizitat der Biopolymere,

sowie den aus diesen generierten Gel-Kompositen.

0 _0O 2
H om
1%
HyaIuronééure 51 Gelatine 52 Alginat 45

Abb. 57: Herstellungsprozess der radikalisch vernetzten Hydrogele (oben), realisiert durch
Verknipfung der methacrylierten Biopolymere Hyaluronsdaure 51, Gelatine 52 und Alginat 45

(unten).
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Insgesamt wurde ein modulares System aufgebaut, was es erlaubte, methacrylische
Gele mit individuellen Merkmalen flir eine gezielte Gewebekultivierung herzustellen. Auf
Grund des hohen Energieeintrags bei der Bestrahlung und der Prasenz hoch reaktiver
Radikale wahrend der Vernetzung, erfolgte die biologische Bewertung erst nach der
vollstédndigen Gelierung. In vitro Tests mit Zellmischungen, isoliert aus neonatalen
Rattenherzen, zeigten sehr gute Biokompatibiltdten aller Gele an. Die gewilnschte
Adhasion wurde jedoch nur fiir Gele basierend auf Gelatine beobachtet. Die Migration der
Zellen in das kleinporige Netzwerk konnte in keinem der praparierten Gel nachgewiesen
werden.

Fir die Bereitstellung einer zweiten Generation von Gelen wurde ein verbessertes
Verfahren entwickelt, welches die Gelierung in Gegenwart der Zellen ermdglichte. Dieses
Zwei-Komponenten-System erlaubte es, die Zellen vor der Gelbildung homogen in den
wassrigen Polymer-Lésungen zu verteilen. Als kovalente, in situ Vernetzungsstrategie
wurden verschiedene Reaktionen untersucht, wobei sich die Hydrazon-vermittelte
Verknlpfung als herausragend erwies. Die Bildung der Hydrazone beruhte auf spontan
ablaufenden Kondensationsreaktionen zwischen Aldehydo- und Hydrazido-
funktionalisierten Polymeren. Dieses Gel-System konnte sowohl auf Alginat wie auch auf
Hyaluronsaure uUbertragen werden, was wiederum den Zugang zu einem modularen
System eroffnete. Die Einfihrung der Hydrazide erfolgte (ber eine neuartige
Reaktionsflihrung, wahrend die Aldehyde Uber ein bereits etabliertes Verfahren erzeugt
wurden. Die finale Gelierung erfolgte ohne Zugabe weiterer Additive, direkt nach Mischen

beider Komponenten in wassrigen Medien.
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Abb. 58: Herstellungsprozess des in situ gelierenden Hydrogel-Systems, basierend auf Reaktionen
zwischen Aldehydo- 53 und Hydrazido- 55 modifizierten Polymer-Komponenten, die eine kovalente

Hydrazon-Vernetzung generieren, beispielhaft gezeigt am Polysaccharid Alginat.

Zusatzlich wurde die Bildung des Hydrazons auf niedermolekularer Ebene anhand von

Modellreaktionen an Derivaten der Galacturonsaure analysiert. Hier konnte Uber die
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HSQC-Methode der NMR-Spektroskopie das Gleichgewicht zwischen Aldehyd und
Hydrazon bei neutralem pH-Wert mit einem Verhaltnis von 3:1 bestimmt werden. Analog
zu den radikalisch erzeugten Gelen, wurde diese zweite Generation von Hydrogelen
ebenfalls physikalisch charakterisiert. Die mechanischen Messungen dokumentierten
wiederum spezifische Eigenschaften beziglich Rigiditdt und Elastizitdt flr die beiden
Polysaccharide. Die Gelierungsdauer unterscheidet sich in Abhangigkeit von der
jeweiligen Gel-Zusammensetzung in geringem MaBe. Die Quellwerte deckten auf, dass
alle Gele ein konstantes Volumen innerhalb weniger Stunden erreichten, ohne ihre
urspriingliche Form zu verandern. Biologische Studien mit Zellmischungen aus
neonatalen Rattenherzen belegten, dass die Mehrzahl der Zellen ihre Vitalitat tGber den
gesamten in situ Gelierungsprozess bewahrten (Life-Dead Assay). Die Zelladhasion fand
auch bei diesem System nur in Gegenwart von Proteinen statt. Unter Zugabe von
Collagen konnten komplexe Myokardien (BCTs) innerhalb von 14 Tagen kultiviert und die
aktiven wie auch passiven Krdfte des Muskels im Bioreaktor bestimmt werden. Ferner
wurde die Bereitstellung der Polymer-Komponenten flir ein steriles, effektives
myocardiales tissue engineering optimiert. Langzeitstudien mit Fluoreszenz-markierten
Gelen in haarlosen Mausen belegten dariber hinaus eine vollstandige in vivo
Biokompatibilitat. Ein enzymatischer oder hydrolytischer Abbau der Gele konnte bei
diesen Tests aber nicht ermittelt werden.

Damit die Zelladhdsion auch ohne Zugabe von Collagen erfolgt, wurden im Folgenden
cyclische RGD-Peptide eingesetzt. Diese wurden Uber verschiedene Ligationsstrategien
kovalent an Alginat gebunden. Ein erster Ansatz basierte auf Imin-gebundene RGD-
Alginat-Hydrogele, die per in situ Verfahren gebildet wurden. Zelltests mit
Cardiomyocyten visualisierten die erfolgreiche Adhasion und lieferten damit ein proof of
principle des Konzeptes. AnschlieBend wurde eine irreversible, kovalente Konjugation am
Polymer etabliert. Dazu wurde das Alginat mit dem Oxanorbornadien-System
funktionalisiert 102 und Azido-RGD 82 in einer Metall-freien 1,3-dipolare Cycloaddition
an dieses ligiert. Diese bioorthogonale Reaktion konnte erstmals auf makromolekularer
Ebene realisiert und der Verlauf der Cycloaddition in Echtzeit per 'H-NMR Spektroskopie
in D,O verfolgt werden. Die Analyse der gebildeten Ligationsprodukte am Polymer
erfolgte anhand von Modellreaktionen mit addquaten Monosacchariden. Mit Hilfe der *°F-
NMR Spektroskopie konnten zwei regioisomere Triazole cis-110a und trans-110b als
Hauptprodukte und ein Furanderivat als Nebenprodukt identifiziert werden.

Als nachstes galt es, die Metall-freie Ligation mit der kovalenten in situ Hydrazon-
Gelierung in Einklang zu bringen. Beide Reaktionen werden nach aktueller Literatur als
Click Reaktionen betitelt.””*®" Die Chemoselektivitdt der Cycloadditions- sowie der
Kondensations-Reaktion, erlaubte es, die Prozesse variabel als Double- oder Sequential-
Click durchzufihren. Der Double-Click generierte RGD-dekorierte Alginat-Hydrogele in

zwei orthogonalen Eintopfsynthesen. Die sequentielle Reaktionsfiihrung beinhaltete drei
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statt zwei Schritte. Bei dieser Strategie erfolgten Dekoration und Vernetzung
nacheinander. Flr biologische Studien erwies sich die letztere Methode als wesentlich
praktischer, so dass Adhasionstudien mit RGD-funktionalisierten Gelen, generiert Uber
den Sequential-Click, durchgefihrt wurden. Diese Untersuchungen belegten das
erfolgreiche Anheften der Zellen an die Gel-Oberflachen, wobei die Anzahl adharenter
Zellen in etwa linear zur eingesetzten Menge der RGD-Peptide stieg. Im Vergleich zu den
hydrolysierbaren Imin-Konjugaten, lieferten die Triazol-gebundenen RGD-Peptide

wesentlich bessere Resultate.
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Schema 54: Herstellung der RGD-dekorierten Alginat-Hydrogele 126 (iber den Double-, wie auch
den Sequential-Click Ansatz. Die Metall-freie Cycloaddition am Oxanorbornadien-funktionalisierten

Alginat 102 bzw. 125 resultierte in der Bildung zweier regioisomerer Triazole 110a und 110b.
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7.2 Ausblick

Die Resultate der biologischen Tests zeigten, dass im Falle der radikalisch vernetzten
Hydrogele ein Einwachsen der Zellen in das Innere nicht mdglich ist, da die
engmaschigen Netzwerke der Gele in ihren Dimensionen zu klein waren. Die Verwendung
einer energiereichen UV-Quelle mit breitem Spektrum erzeugte eine Vielzahl reaktiver
Radikale. Diese losten parallel verlaufende Kettenreaktionen aus, was zu einem auBerst
hohen Vernetzungsgrad flihrte.

Ein aktuell sehr vielversprechendes Forschungsfeld, die lasergesteuerte
Photovernetzung, sollte diese Problematik umgehen. Diese sogenannte 2-Photonen-
Polymerisation ,,2PP" erlaubt den gezielten Aufbau drei-dimensionaler Netzwerke, da nur
wenige Radikale lokal durch kurzpulsige Laser gebildet werden. Dadurch wird es mdglich,
Festkorper in unzahligen, definierten Porenstrukturen und GréBen zu generieren. Die
Verwendung dieser Technik erfolgte in Kooperation mit dem Laserzentrum Hannover.
Dort konnte bereits gezeigt werden, dass Gelatine-Gele in einer komplexen drei-
dimensionalen Struktur aufgebaut werden koénnen.* Die gezielte Vernetzung
methacrylierter Alginate wirde die Mdglichkeit bieten, diese ebenfalls definiert
aufzubauen. Ein weiterer Ansatz, strukturierte Gelnetzwerke zu erhalten, kénnte Uber
den Lyophilisations-Prozess erreicht werden. Hier ware die Herstellung von Cryogelen
denkbar, in denen Poren durch das gezielte Auftauen gefrorener Hydratcluster gebildet
werden.

Ebenfalls kénnten weitere bioabbaubare Polymere in die Gele implementiert werden.
Ein enzymatischer Abbau sollte es den Zellen dann ermdglichen, das sie umgebende
Gelmaterial teilweise zu degradieren, um so eine eigene Matrices zu produzieren.

Bezliglich des in situ gelierenden Systems sollte das Augenmerk auf eine drei-
dimensionale Zellkultivierung der RGD-dekorierten Gele gelegt werden. Aktuell konnte
die RGD-induzierte Zelladhasion nur im zwei-dimensionalen System erreicht werden.
Analog zu den Ergebnissen des myocardialen tissue engineerings unter Zugabe von
Collagen, ist auch im Falle der RGD-dekorierten Gele die Kultivierung autonom
kontrahierender Myokardien zu verfolgen. Da die RGD-Sequenz spezifisch die Adhasion
der Zellen auslést, sind weitere Signalfaktoren fiir eine komplexe Gewebebildung nétig.
Hier koénnte die Ligation weiterer, spezieller Faktoren Abhilfe schaffen, die die
Zellmigration und/oder die Vaskularisierung der Gewebe unterstiitzen. Insbesondere
Faktoren, wie die der VEGF-Familie, kdnnten wichtige Fortschritte liefern. Diese kdénnten
ebenfalls Uber das etablierte Oxanorbornadien-System an das Alginat ligiert werden.

Natlrlich kédnnten neben den bereits evaluierten Vernetzungs- und Ligations-Strategien
weitere kovalente Bindungstypen untersucht werden. Besonders Verknipfungen, die

unter physiologischen Bedingungen abgebaut werden, kdnnten das Ziel resorbierbarere
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Gele zu erhalten, vermehrt in den Fokus bringen. Als ein sehr vielsprechender Ansatz gilt
der enzymatische Abbau von Polymeren tber Metalloproteasen.”

Abb. 57 zeigt eine Ubersicht (ber die in dieser Arbeit bereits untersuchten
(Verbindungen 33-126) und, basierend auf diesen Derivaten, weitere mdgliche
Ligations- und Verknipfungsreaktionen.
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Abb. 59: Ubersicht der bereits realisierten Ligationen und Verkniipfungen am Alginat
(Verbindungen 33-126) und den in Zukunft denkbaren Reaktionsstrategien.
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8 Experimenteller Teil
8.1 Allgemeines

8.1.1 Verwendete Gerate

Kernresonanzspektroskopie (NMR): Alle 'H-NMR- und '3C-NMR-Spektren wurden
bei Raumtemperatur mit den Geraten DPX-200 (200 MHz), Advance-400 oder DPX-400
(400 MHz) der Firma BRUKER, Karlsruhe (Deutschland) gemessen. Die jeweiligen
deuterierten Lésungsmittel sind den analytischen Daten zu entnehmen, wobei diese in
allen Fallen von DEUTERO, Kastellaun (Deutschland) bezogen wurden. Die chemischen
Verschiebungen (9) sind in parts per million (ppm) im Vergleich zum Restprotonensignal
des deuterierten Losungsmittels und die Kopplungen (J) der Signale sind in Hertz (Hz)
angegeben. In den 'H-NMR-Spektren ist die Multiplizitdt der Signale in Klammern
mitangegeben und ist wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, bs = breites Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, g = Quartett und m = Multiplett. In den '3C-NMR-Spektren ist der
Bindungsgrad der Kohlenstoffkerne ebenfalls in Klammern angegeben und wie folgt
abgekirzt: p = primar, s = sekundar, t = tertidar und q = quartar. Die Anzahl der an den
jeweiligen Kernen vorhandenen Wasserstoffatome wurde nach der DEPT 135 Methode
bestimmt. Sofern nétig wurden zusatzliche NMR Experimente wie !H-H-
Korrelationsspektren (COSY) oder !H-'3C-Experimente (HMQC, HMBC, HSQC)
durchgefiihrt. Die Nummerierungen der Wasserstoff- und Kohlenstoffatome in den NMR-

Daten wurden pragmatisch festgelegt.

Hochdruckchromatographie (HPLC): Praparative HPLC-Chromatographie wurde mit
der Anlage MERCK HITACHI LaChrom (Pumpe: L-7150, Interface D-7000 und einem Diode-
Array-Detektor L-7450 {A = 220-400 nm}) betrieben. Dabei wurde als stationare Phase
eine C-18-PpaTrentec Reprosil 120 C 18 AQ (5 mm, 250 mm Durchmesser: 25 mm)

Saule verwendet.

Massenspektrometrie (MS): Hochaufgeléste Massenspektren (HRMS) wurden mit
einem MICROMASS LCT (Manchester, UK) mit Lock-Spray-Einheit gemessen. Die
Injektion erfolgte im Loop-Modus in einer HPLC-Anlage der Firma WATERS (Alliance
2695, Milford, USA). Alternativ wurden die Messungen an einer Acquity-UPLC Anlage
(WATERS) gekoppelt mit einem QTOF Premier Massenspektrometer (WATERS) im Lock-
Spray-Modus gemessen. Die lonisierung erfolgte durch Elektrospray-Ionisation (ESI).
Angegeben sind die berechnete und die gefundene Masse. Des Weiteren wurden
Massenspektren von solchen Verbindungen die nicht (ber eine ESI-Analytik vermessen
werden konnte mit einem Gerdt des Typs FINNIGAN MAT 312 (EI) bei einem

Ionisierungspotential von 70 eV aufgenommen.
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Mikrowellengerdt: Mikrowellenreaktionen wurden mit einer Discover S-Class
Mikrowelle der Firma CEM GMBH (Kamp-Lintfort, Deutschland) mit einer maximalen
Leistung von 300 Watt durchgefihrt.

IR-Spektroskopie: IR-Spektren wurden mit einem ATR-FT-IR Spektrometer (vector

22) von BRUKER gemessen.

Photochemie: Als UV-Lichtquelle fir Polymerisationsreaktionen wurde eine
Niederdruck-Quecksilberlampe TNN 15/32 mit einer Leistung von 15 W und einer

Spannung von 55 V verwendet, die Licht bei 254 nm emittiert.

Sadulenchromatographie: Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma
MACHEREY-NAGEL (Diren, Deutschland) KorngréBe: 40-63 ym unter leichtem Uberdruck
durchgefihrt. Die verwendeten Lésungsmittel wurden einfach destilliert; das

Eluentenverhaltnis ist in den jeweiligen Versuchsvorschriften angegeben.

Diinnschichtchromatographie (DC): Analytische Chromatographie wurde mit
Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien 60 Fys4 (MERCK, Darmstadt, Deutschland)
Schichtdicke: 0.2 mm durchgefiihrt. Die Indikation erfolgte mittels UV-Licht bei einer
Wellenlange von A= 254 nm oder durch Farbung mit Kaliumpermanganat-, Ninhydrin-,

Iod- und Cer(1V)-tauchreagenzien und anschlieBender Warmezufuhr.

Schmelzpunkte: Schmelzpunkte wurden mit dem Heiztischmikroskop Optimelt der

Firma SRS (STANFORD RESEARCH SYSTEMS, Sunnyvale, USA) bestimmt.

Elementar Analysen (CHN): Elementaranalysen mit einem Vario EL Gerat
(ELEMENTAR ANALYSENSYSTEME, Deutschland) durchgefihrt.

Gefriertrocknung: Die Lyophilisation der Polymere erfolgte durch Sublimation
gefrorener wassriger Polymerlésungen mit dem Gerat Alpha 2-4 (CHRisT, Clausthal,
Deutschland).

Dialyse: Die Dialyse der Polymere erfolgte in den Dialyseschlauchen Visking (CARL
RoOTH, Deutschland) mit einer Ausschlussgrenze MWCO von 14.000 g/mol.
8.1.2 Verwendete Chemikalien

Losungsmittel: Alle verwendeten Losungsmittel besaBen pro analysi Qualitat und
wurden Uber Molekularsieb (4 &) gelagert. Ferner wurde ausschlieBlich demineralisiertes

Wasser verwendet.
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Deuterierte Losungsmittel: Zur Messung der NMR-Spektren wurden die vollstéandig
deuterierten Losungsmittel Wasser, Chloroform, Dimethylsulfoxid und Methanol

verwendet. Deuterochloroform wurde Gber Natrium gelagert.

Chemikalien: Die Polysaccharide Natrium Alginat -low-viscosity- und Natrium Alginat
-very low viscosity- wurden von ABCR und Propylenglykol-Alginat von
spectrumchemicals (Gardena, CA, USA) bezogen. Alle weiteren verwendeten Chemikalien

waren bei den Firmen Acros Organics, Fluka und Aldrich kommerziell erhaltlich.

8.1.3 Grundsatzliches zur praparativen Durchfiihrung

Alle Reaktionen der Alginate wurden als 1%ige (w/v) Losungen angesetzt. Um homogene
Gemische zu erhalten, wurden die Alginate unter starkem Rihren gelést und
anschlieBend bei 50°C bis zur vollstandigen Homogenitat temperiert. Synthesen, die
unter Zugabe von Kupplungsreagenzien verliefen, wurden nach folgendem Muster
durchgefihrt. Zuerst wurden die Reaktionslésungen durch Zugabe von Pufferreagenzien
oder Basen auf einen gewinschten pH-Wert gebracht, anschlieBend wurde das
Kupplungsreagenz und, sofern vorhanden, das Co-Aktivierungsreagenz zugegeben. Nach
einstindigem Rihren und Bildung des Aktivesterintermediates wurde das eigentliche
Nukleophil zugegeben. Die Beendigung der Reaktion, inklusive Reinigung, erfolgte durch
Fallen der wassrigen Polymerlésung in organischem Solvens. Nach Sedimentation oder
ggf. nétiger Zentrifugation des Polymers wurde dieses vom organischen Solvens getrennt
und wiederum in destilliertem Wasser gel6ést. AbschlieBend erfolgte die Dialyse gegen
wassrige Natriumchlorid-Lésung und/oder destilliertem Wasser Uber mehrere Tage, bei
mindestens dreimal taglichem Wechsel des Dialysemediums. Die Trocknung der Polymere
erfolgte durch Lyophilisation. Sofern im Text nicht anders erwahnt, wurde das Natrium
Alginat —very low-viscosity- eingesetzt.

Zur radikalischen Polymerisation methacrylierter Polymere wurde eine 1%ige
Initiatorlésung durch Lésen von Irgacure 2959 (11.4 mg) in Hy04est. (1170 mL)
hergestellt.

8.1.4 Analytische Methoden

Die Analytik der durchgefiihrten Reaktionen erfolgte mit Hilfe der 'H-NMR- oder IR-
Spektroskopie. Auf Grund der hohen Viskositdt des Alginats und dessen Derivaten
(Léslichkeit: ca. 3 mg in 1 mL D,0) konnten lediglich *H-NMR Spektren erhalten werden.
Fir eine !3C-spektroskopische Analyse wurden Substanzmengen benétigt, die die
Viskositat der Ldsung so stark erhéhten, dass die Relaxationszeiten zwischen den
einzelnen Pulsen zu gering wurden. Eine Verringerung der Pulsfrequenz brachte keine

entscheidenden Verbesserungen. Verbindungen mit charakteristischen Infrarot (IR)-
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Schwingungen konnten via Infrarot-Spektroskopie verifiziert werden. Um kovalente
Bindungen nach Modifizierung der Biopolymere zu validieren, wurden alle Proben vor der
Analyse in einem organischen Loésungsmittel geféllt und anschlieBend intensiv,
mindestens drei Tage bei taglichem dreimaligen Wasserwechsel, gegen destilliertes
Wasser dialysiert.
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8.4 Synthesen der Verbindungen 23 bis 127

8.4.1 Synthese des Alginat-Aktivesters 23

*
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Zu einer homogen Ldsung von Natrium Alginat 19 (50.0 mg, 0.25 mmol, 1.0 Aq) in
H,Ogest. (5 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (62 pL, 0.38 mmol, 1.5 Ag.), 1-
Hydroxybenzotriazol-Monohydrat  (34.1 mg, 0.25mmol, 1.0 Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (72.6 mg, 0.38 mmol, 1.5 Aq)
zugegeben und fir 1 h gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol
(20 mL) gefdllt, gegen H,04e. dialysiert und abschlieBend Iyophilisiert. Das
funktionalisierte Alginat 23 (45.8 mg, 0.19 mmol, 79%) wurde in Form eines farblosen,
watteartigen Polymers erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.20-3.11
(m, 2H, H-6), 2.91-2.86 (m, 6H, H-7), 1.93-1.86 (m, 4H, H-4, H-5), 1.35 (q, *J, 4 = 7.04
Hz, 2H, H-3), 1.08 (t, *J, 4 = 7.03 Hz, 3H, H-2) ppm.

8.4.2 Synthese von N-(Mercaptoethyl)-propionamid 30

Q o @ SH 2 H\/‘\ 2 S\/1\
+ ~_SH ——» +
\)J\OH CIHN ) /\g/ z o T /\g ;  NH:
29 28 30 31

Propionsdure 29 (99 pL, 1.35 mmol, 1.0 Aq) wurde in Dichlormethan (15 mL) gelést,
Triethylamin (411 pL, 2.97 mmol, 2.2 Aqg), 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (310 mg,
2.03 mmol, 1.5 Aqg) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid
(520 mg, 2.7 mmol, 2.0 Ag) zugegeben und die Lésung fiir 1 h geriihrt. Zu dieser
Mischung wurde 2-Aminoethan-1-thiol 28 (153 mg, 1.35 mmol, 1.0 Ag) gegeben und
diese flr weitere 10 h gerihrt. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend mit Diethylether
(10 mL), 1M wassriger HCI-Lésung (1 mL) und H,Ogest. (5 mL) versetzt. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase wiederholt mit Dichlormethan (je 5 mL)
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet

und bei vermindertem Druck die Lésungsmittel entfernt. Es wurde ein Feststoffgemisch
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von N-(2-Mercaptoethyl)-propionamid 30 und Thiopropionsdure-(2-aminoethyl)ester 31
(115.6 mg, 0.87 mmol, 64%) in einem 1:2 Verhaltnis erhalten.

N-(2-Mercaptoethyl)-propionamid 30:

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm): J = 3.44 (t, *J 4 =6.66 Hz, 2H, H-2),
2.97 (t, °J = 6.83 Hz, 2H, H-1), 2.21-2.16 (m, 2H, H-3), 1.12-1.06 (m, 3H, H-4) ppm.
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CsH;;NOSNa™: 156.0459 [M+Na]*, gefunden 156.0456.

Thiopropionsaure-(2-aminoethyl)ester 31:

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl5 = 7.26 ppm): d= 3.28 (m, 2H, H-2), 2.79 (t, *Jyu =
6.66 Hz, 2H, H-1), 2.17-2.12 (m, 2H, H-3), 1.09-1.05 (m, 3H, H-4) ppm. HRMS (ESI)
m/z berechnet fiir CsH;;NOSNa*: 156.0459 [M+Na]*, gefunden 156.0456.

8.4.3 Funktionalisierung von Alginat mit Ethylendiamin 32
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Zu einer homogen Ldsung von Natrium Alginat 19 (50.0 mg, 0.25 mmol, 1.0 Aq) in
H,Ogest. (5 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (62 pL, 0.38 mmol, 1.5 Aq.), 1-
Hydroxybenzotriazol-Monohydrat (34.1 mg, 0.25 mmol, 1.0 Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (72.6 mg, 0.38 mmol, 1.5 Aq)
zugegeben und fir 1 h gerihrt. In diese Reaktionslésung wurde Ethylendiamin (25.4 L,
0.38 mmol, 1.5 Aq) getropft und die Mischung weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (20 mL) gefallt, gegen H>0qest.
dialysiert und abschlieBend Iyophilisiert. Das Amino-funktionalisierte Alginat 32
(40.8 mg, 0.17 mmol, 67%) wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers
erhalten.

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,O = 4.79 ppm): J = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.66-3.54
(m,2H, H-2), 3.23-3.17 (m, 2H, H-3) ppm.
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8.4.4 Funktionalisierung von Alginat mit 3-Azido-pentamin 33

* *

H
o OH 0 1 0}
®e . CHICN
© o NaO0,C" Y ~OH oNa0C™ Vo
Na O,Co_ 0.0 — /2\/2\ \ 0.0
. H U
O:qOH N3 3 O\\\ OH
* OH * OH
19 33

Zu einer homogen Lésung von Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) in
H,Ogest. (10 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (208 uL, 1.26 mmol, 2.5 Aqg.), 1-
Hydroxybenzotriazol-Hydrat (156.0 mg, 1.02 mmol, 2.0 Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (244.5 mg, 1.26 mmol, 2.5 Aq)
zugegeben und flir 1 h geridhrt. Zu dieser Mischung wurden 3-Azido-pentamin (75 pL,
0.75 mmol, 1.5 Aq) getropft und weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL) gefallt, gegen H,Ogc. dialysiert
und abschlieBend lyophilisiert. Das Azido-funktionalisierte Alginat 33 (95.2 mg,

0.33 mmol, 65%) wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.45 (m, 1H,
H-2), 3.34 (m, 1H, H-2), 3.27 (m, 1H, H-2), 3.20 (m, 1H, H-2), 2.04 (m, 1H, H-3), 1.88
(m, 1H, H-3) ppm; APX-IR 2106 cm™ (m, Ns); Elementar-Analyse: gef. C: 33.3%,
H:5.4%, N:5.7%, ber. C: 41.5%, H: 5.9%, N: 19.3%.

8.4.5 Funktionalisierung von Alginat mit 2-Aminoethan-1-thiol 34

Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in MES-Pufferlésung
(10 mL: 0.5 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure-Hydrat und 5 mM Natriumchlorid)
homogen geldst. Dazu wurden 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (156.0 mg, 1.02 mmol, 2.0
Aq) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (244.5 mg,
1.26 mmol, 2.5 Aq) zugegeben und fir 1 h geriihrt. Zu dieser Mischung wurden 2-
Aminoethan-1-thiol (68.8 mg, 0.61 mmol, 1.2 Ag) gegeben und weitere 24 h bei

Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL)

148



Experimenteller Teil

gefallt, gegen H,0qc.. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das sowohl Thio- als auch
Amino-funktionalisierte Alginat 34 (85.6 mg, 0.36 mmol, 71%) wurde in Form eines

farblosen, watteartigen Polymers erhalten

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,O = 4.79 ppm): J = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.36-3.4 (m,
2H, H-2), 3.22-3.18 (m, 2H, H-2), 2.92-2.89 (m, 2H, H-2), 2.88-2.86 (m, 2H, H-2) ppm.

8.4.6 Funktionalisierung von Alginat mit 3-Buten-1-amin-Hydrochlorid 35
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in MES-Pufferlésung (10 mL,
0.5 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdaure-Hydrat und 5 mM Natriumchlorid) homogen
gelést. Dazu wurden 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (156.0 mg, 1.02 mmol, 2.0 Aq) und
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (244.5 mg, 1.26 mmol, 2.5
Aq) zugegeben und diese Ldsung fiur 1 h geriihrt. Zu dieser Mischung wurden 3-Buten-1-
amin (53.4 mg, 0.75 mmol, 1.5 Aq) gegeben und weitere 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL) gefallt, gegen H;Ogest.
dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das modifizierte Alginat 35 (95.6 mg,

0.42 mmol, 82%) wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): d = 5.85 (m, 1H, H-3), 5.17 (m, 1H, H-
2a), 5.11 (m, 1H, H-2b), 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.36-3.34 (m, 2H, H-5), 2.34-2.25 (m,
2H, H-4) ppm; Elementar-Analyse: gef. C: 32.8%, H:5.4%, N:1.1%, ber. C: 49.2%,
H: 5.8%, N: 5.8%.
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8.4.7 Funktionalisierung von Alginat mit Propargylamin 36
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Zu einer homogen Lésung von Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) in
H>O4est. (10 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (208 puL, 1.26 mmol, 2.5 Aq.), 1-
Hydroxybenzotriazol-Hydrat (156.0 mg, 1.02 mmol, 2.0 Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (244.5 mg, 1.26 mmol, 2.5 Aq)
zugegeben und flir 1 h gerihrt. Zu dieser Mischung wurde Propargylamin (48 L,
0.75 mmol, 1.5 Aq) getropft und weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL) geféallt, gegen H,O4es. dialysiert
und abschlieBend lyophilisiert. Das modifizierte Alginat 36 (101.8 mg, 0.48 mmol, 94%)

wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): d = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 2.73 (m, 1H,
H-2), 2.64 (m, 1H, H-2), 1.89 (m, 1H, H-3) ppm; Elementar-Analyse: gef. C: 33.8%,
H:5.2%, N:1.5%, ber. C: 49.2%, H: 5.8%, N: 5.8%.

8.4.8 Herstellung von N-Boc-Lysinmethylester-funktionalisiertem Alginat 39
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in MES-Pufferldsung
(10 mL: 0.5 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdaure-Hydrat und 5 mM Natriumchlorid)
homogen geldst. Zu der Lésung wurden N-Hydroxysuccinimid (58.0 mg, 0.51 mmol, 1.0
Aq) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (96.5 mg,
0.51 mmol, 1.0 Aqg) =zugegeben, fiir 1h geriihrt und anschlieBend N-Boc-L-
Lysinmethylester-Hydrochlorid (150.5 mg, 0.61 mmol, 1.2 Aq) zugegeben und weitere
24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol

(30 mL) geféllt, gegen H,04est. dialysiert und abschlieBend Iyophilisiert. Das Lysin
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dekorierte Alginat 39 (92.0 mg, 0.022 mmol, 43%) wurde in Form eines farblosen,

watteartigen Polymers erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.21-3.10
(m, 5H, H-2, H-6, H-5), 2.90 (s, 3H, H-8), 1.43 (s, 9H, H-7), 1.22-1.18 (m, 4H, H-3, H-
4) ppm; Elementar-Analyse: gef. C: 35.0%, H: 5.6%, N: 3.1%, ber. C: 51.9%, H:
7.4%, N: 6.1%.

8.4.9 Synthese des Alginat Tetrabutylammonium-Salzes 40
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Amberlit IR-120 H* (100 mL) wurde mit Methanol, H;Ogest. UNd erneut mit Methanol bis
zur Farblosigkeit des Filtrats gewaschen. AnschlieBend wurde Natronlauge (1n, 1000 mL)
zugegeben und mit H,04e. bis zur Neutralitdt des Filtrats gewaschen. Die Beladung des
Ionentauschers erfolgte mit 10-fachem  Mengeniberschuss an  Tetrabutyl-
ammoniumbromid. TBA-Bromid (10.0 g) wurde zusammen mit dem gereinigten Harz
(100 mL) in HyOgest. (100 mL) gegeben und die Suspension fir 24 h gerihrt. Der
Ionentauscher wurde filtriert und bis zur Farblosigkeit des Filtrats mit H,Oget. gesplilt.
Nachfolgend wurde Natrium Alginat 19 (1.0 g, 5.05 mmol) in Hy04est. (100 ML) geldst,
der beladene Ionentauscher in die Lé6sung gegeben und die Suspension flr 24 h gerihrt.
Nach Filtration des Ionentauschers wurde dieser wiederholt mit H,;O4est. gespllt und die
erhaltene wassrige Losung lyophilisiert. Es wurde das Tetrabutylammoniumbromid-Salz

des Alginats 40 (1.03 g, 3.00 mmol, 60%) als farbloses, watteartiges Polymer erhalten.
1H-NMR (400 MHz, D,0O, H,O = 4.79 ppm): d = 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.21 (t, 3J =

8.36 Hz, 2H, H-5), 1.70-1.59 (m, 2H, H-4), 1.41-1.32 (m, 2H, H-3), 0.94 (t, *J,, 4 = 7.34
Hz, 3H, H-2) ppm.
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8.4.10 Funktionalisierung von Alginat mit Aminoethylmethacrylat 45 in MES-
Puffer
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in MES-Pufferlésung (10 mL,
0.5 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdaure-Hydrat und 5 mM Natriumchlorid) homogen
geldst. Dazu wurden 1-Hydroxybenzotriazol-Monohydrat (68.3 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq)
und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (145.2 mg, 0.75 mmol,
1.5 Aq) zugegeben und fiir 1h geriihrt. Zu dieser Mischung wurden unterschiedliche
Aquivalente von Aminoethylmethacrylat gegeben (siehe Tabelle 3) und die erhaltene
Lésung fir weitere 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde
langsam in Ethanol (30 mL) gefallt, gegen H,04 dialysiert und abschlieBend
lyophilisiert. Das methacrylierte Alginat 45 (115.0 g, 0.37 mmol, 72%) wurde in Form

eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,O = 4.79 ppm): & = 6.15 (m, 1H, H-2a), 5.76 (m, 1H, H-
2b), 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.17-3.07 (m, 4H, H-4, H-5), 1.94-1.86 (m, 3H, H-3) ppm.

8.4.11 Funktionalisierung von Alginat mit Aminoethylmethacrylat 45
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Zu einer homogen Lésung von Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) in
H,Ogest. (10 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (125 pL, 0.75 mmol, 1.5 Aq.),
1-Hydroxybenzotriazol-Monohydrat  (68.3 mg, 0.51 mmol, 1.0Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (145.2 mg, 0.75 mmol, 1.5 Aq)
zugegeben und fir 1 h gerihrt. Zu dieser Mischung wurden variierende Mengen von 2-
Aminoethylmethacrylat-Hydrochlorid (Tabelle 7) gegeben und weitere 24 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL)
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gefallt, gegen H,O4cs. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das methacrylierte Alginat
45 (105.3 mg, 0.33 mmol, 66%) wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers

erhalten.

Tabelle 7: Eingesetzte Mengen von Aminoethylmethacrylat 44.

Aquivalente Molzahl [mmol] Masse [mg]
2.00 1.01 167.3
1.20 0.61 101.0
1.00 0.51 84.5
0.50 0.25 41.4
0.45 0.23 38.1
0.23 0.12 19.9
0.20 0.10 16.5

'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 6.16 (m, 1H, H-2a), 5.74 (m, 1H, H-
2b), 4.95-3.60 (m, 7H, H-1), 3.24-3.12 (m, 4H, H-4, H-5), 1.96-1.92 (m, 3H, H-3) ppm.

Entsprechend der eingesetzten Menge an AEMA 44 anderte sich das integrale

Verhdltnis der Protonen des Alginatriickgrats zur Aminoethylmethacrylateinheit.

8.4.12 Funktionalisierung von Propylenglykol-Alginat mit Aminoethylmethacrylat
47
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Zu einer homogen Ldsung von Propylenglykol Alginat 46 (100.0 mg, 0.43 mmol, 1.0
Aq) in HyOgest. (10 mL) wurden N,N-Diisopropylethylamin (106 pL, 0.64 mmol, 1.5 Aq.),
1-Hydroxybenzotriazol-Monohydrat  (57.8 mg, 0.43 mmol, 1.0 Aqg) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (122.9 mg, 0.64 mmol, 1.5 Aq)
zugegeben und fir 1 h gerihrt. Zu dieser Mischung wurde 2-Aminoethylmethacrylat-
Hydrochlorid 44 (71.2 mg, 0.43 mmol, 1.0 Aq) gegeben und die Lésung weitere 24 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (30 mL)

gefallt, gegen H,O4es. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das methacrylierte
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Propylenglykol Alginat 47 (95.8 mg, 0.33 mmol, 78%) wurde als farbloses, watteartiges

Polymer erhalten.
1H-NMR (400 MHz, D,0, H.O = 4.79 ppm): d = 6.14 (m, 1H, H-2a), 5.71 (m, 1H, H-
2b), 4.95-3.50 (m, 9H, H-1), 3.22-3.14 (m, 4H, H-4, H-5), 1.94-1.87 (bs, 3H, H-3),

1.26-1.10 (m, 3H, H-6) ppm.

8.4.13 Hydrogele aus methacryliertem Alginat 50
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Methacryliertes Alginat 45 (95.8 mg) wurde in 1%iger wassriger Initiator-Losung
(100 pL) durch Temperieren fir 1 h bei 50°C bis zur Homogenitat gelést. Die erhaltene
polymere 3%ige Lésung wurde in Culturewells” mit einem Lochdurchmesser von 3 mm
pipetiert und anschlieBend fir 30 Min. mit ultraviolettem Licht einer Quecksilberlampe
bestrahlt. Die gebildeten Hydrogele wurden aus den Culturewells’ entfernt und

lyophilisiert.
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8.4.14 Hydrogele aus den methacrylierten Biopolymeren: Alginat 45,

Hyaluronsaure 51 und Gelatine 52
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Methacryliertes Polymer (3 mg) wurde in 1%iger wassriger Initiator-Lésung (100 pL)
durch temperieren fiir 1 h bei 50°C geldst. Die homogenen 3%igen Lésungen wurde in
Culturewells” mit einem Lochdurchmesser von 3 mm pipetiert und anschlieBend fiir
30 Min. mit ultraviolettem Licht einer Quecksilberlampe bestrahlt. Die Zusammensetzung
der jeweilig hergestelleten Blends wurde durch Einwaage der Polymere bestimmt. Die

gebildeten Hydrogele wurden aus den Culturewells” entfernt und lyophilisiert.

8.4.15 Herstellung von Aldehydo-Alginat 53
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol) wurde in H,O4est. (10 mL) bis zur
Homogenitat geldést. Dazu wurden unter Lichtausschluss variierende Mengen (Tabelle 8)
von Natriumperiodat zugegeben und die Reaktionslésung 24 h gerihrt. Die Lésung wurde
fir 3 Tage gegen H,O4. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das oxidierte Alginat
53 (95.0 mg, 0.48 mmol, 94%) wurde in Form eines weiBen, watteartigen Polymers

erhalten.
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Tabelle 8: Eingesetzte Mengen von NalO,4 per 100 mg Natrium Alginat 19.

Aquivalente Mohlzahl [mmol] Masse [mg]
0.15 0.07 16.2
0.25 0.12 26.7
0.50 0.25 53.5
0.75 0.37 80.2
1.00 0.51 107.0
3.00 1.53 320.8
6.00 3.06 641.7

1H-NMR (400 MHz, DO, H,0 = 4.79 ppm): J = 5.51-4.95 (m, 2H, H-2), 4.95-3.60
(m, 3H, H-1) ppm.

8.4.16 Herstellung von Hydrazido-Alginat 55
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in H>Ogest. (10 mL) bis zur
Homogenitat geldst. In diese Losung wurden N,N-Diisopropylamin (85 uL, 0.51 mmol,
1.0 Aqg), 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (116.0 mg, 0.75 mmol, 1.5 Aq) und 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (193.5 mg, 1.01 mmol, 2.0 Aq)
gegeben, fir 1 h gertihrt und anschlieBend wurden variierende Mengen (Tabelle 9) von
Hydrazin-Hydrat zugegeben und fir weitere 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. Wahrend
der Reaktion verfarbte sich die Lésung gelb. Die Reaktionsmischung wurde langsam in
Ethanol (30 mL) gefallt, gegen H,04. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert.
Hydrazido-Alginat 55 (90.0 mg, 0.42 mmol, 82%) wurde als farbloses, watteartiges

Polymer erhalten.
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Tabelle 9: Eingesetzte Mengen an N,H4«H,0 per 100 mg Natrium Alginat 19.

Aquivalente Mohlzahl [mmol] Volumen [pL]
0.50 0.25 12.7
1.00 0.51 25.1
3.00 1.53 89.1
6.00 3.06 178.2
16.00 8.16 475.4

1H-NMR (400 MHz, D,O, H,O0 = 4.79 ppm): J = 3.60-4.95 (m, 7H, H-1) ppm;
Elementar-Analyse: gef. Siehe Tabelle 10, ber. C: 40.9%, H: 6.4%, N: 13.7%.

Tabelle 10: Ergebnisse der CHN-Analyse des Hydrazido-Alginats 55.

Aquivalente N,H,*H,0 CNH-Analyse
0.50 C: 33.4%, H: 5.8%, N: 5.1%
1.00 C: 33.4%, H: 5.7%, N: 5.4%
3.00 C: 33.6%, H: 5.6%, N: 5.5%
6.00 C: 34.3%, H: 6.1%, N: 5.9%
16.00 C: 34.6%, H: 6.2%, N: 7.4%

8.4.17 Hydrogele aus Aldehydo-Alginat 53 und Hydrazido-Alginat 55
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen wurden Aldehydo-Alginat 53 (2 mg) und
Hydrazido-Alginat 55 (2 mg) in wassrigem Medium (100 pL) unter Erwarmung und
starkem Schitteln bis zur Homogenitdt gelost. Als wassrige Medien wurden H;Ogest,
isotonische Kochsalzlésung oder Nahrmedium verwendet. Beide Polymerlédsungen wurden

unter Rihren miteinander vermischt. Entsprechend des jeweilig vorliegenden
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Oxidationsgrades der einen Polymerkomponente und des Derivatisierungsgrades der

anderen Komponente variierte die Dauer der Gelierung zwischen einer und zehn Minuten.

8.4.18 Oxidation von Methyl(allyl-4-O-acetyl-B3-D-galactopyranosid)urinat 64

o O 0) O
S0 10
ou — Y1
Y i 1?[/ o073 (ko/\/ " K‘o/\/
0]
63 64

Unter Lichtausschluss wurden Methyl(1-a|IyI,4-O-acetyI-B-D-galactopyranosid)urinat147

63 (50.0 mg, 0.17 mmol, 1.0 Ag) und Natriumperiodat (55.8 mg, 0.26 mmol, 1.5 Aq) in
H,04est. (3 ML) geldst. Nach 30 Min. wurde das Reaktionsgemisch mit Bariumcarbonat
(51.3 mg, 0.26 mmol. 1.5 Aq) versetzt, dieses fiir weitere 30 Min. bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend auf 0°C geklhlt. Die ausgefallenen Bariumsalze wurden
abfiltriert, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und die erhaltene Ldsung
gefriergetrocknet. Das oxidierte Galactopyranosid 64 (52.8 mg, 0.18 mmol, 89%) konnte
als farbloser Feststoffes gewonnen werden, welcher ohne weitere Reinigung in weiteren
Reaktionen eingesetzt wurde. Die Isolierung des oxidierten Galacturonsdurederivates

ohne Zerfall des Moleklles konnte nicht erreicht werden.

'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 8.44 (s, 1H, H-2, H-3), 5.97 (m, 1H,
H-8), 5.37 (dd, *Jg,gey = 16.07 Hz, %Jg9 = 1.71 Hz, 1H, H-9), 5.27 (dd, *Jggz) = 9.05 Hz,
2Joo = 1.19 Hz, 1H, H-9), 4.46 (m, 1H, H-7), 4.49 (d, *J; 2(aa) = 7.85 Hz, 1H, H-1), 4.47
(d, *Js,aaey = 1.02 Hz, 1H, H-5), 4.42 (m, 1H, H-7), 4.28 (dd, *J4 5(ea) = 1.02 Hz, *J4 3(e0) =
3.75 Hz, 1H, H-4), 4.24 (m, 1H, H-7), 3.83 (s, 3H, H-10), 3.74 (dd, *Js 3¢y = 9.90 Hz,
*J3.402e) = 3.41 Hz, 1H, H-13), 3.59 (dd, *J3,3a) = 9.90 Hz, °J; 1aa) = 8.19 Hz, 1H, H-14),
3.38 (s, 3H, C-12) ppm; **C-NMR (100 MHz, D,0): 6= 175.0 (g, C-6), 171.1 (q, C-3,C-
2), 170.5 (q, C-11), 133.4 (t, C-8), 118.8 (s, C-9), 101.4 (t, C-1), 74.1 (t, C-5), 72.1 (s,
C-13), 70.7 (s, C-7), 70.1 (s, C-14), 69.6 (t, C-4), 48.9 (p, C-10), 23.3 (p, C-12) ppm;
HRMS (ESI) m/z berechnet fir Ci,H,00i0Na: 347.0954 [M+Na]*, gefunden 347.0939
[M+Na]*.
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8.4.19 Hydrazido-(1-allyloxy-B-D-galactopyranosid)urinat 66

H
OO Osye NN,
HO o HOu 0
3 7 9
OH OH

65 66

1-Allyloxy-galacturonsduremethylester” 65 (50 mg, 0.202 mmol, 1.0 Aq) wurde in
Methanol (2 mL) geldst, Hydrazin-Hydrat (29uL, 0.605 mmol, 3.0 Aq) zugetropft und die
Lésung fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde filtiert,
mehrmals mit kaltem Methanol gewaschen, in H,Oq4e. geldst und gefriergetrocknet. Eine
Erhéhung der Ausbeute konnte durch Zugabe von Petroleumether zum Filtrat und
nachfolgender Kristallisation gewonnen werden. Hydrazido-Galactopyranosid 66 (29 mg,

0.117 mmol, 58%) wurde in Form eines farblosen Feststoffes gewonnen.

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,0O = 4.79 ppm): d = 6.00 (m, 1H, H-8), 5.39 (dd, *Jians =
17.24 Hz, %J = 1.54 Hz, 1H, H-9), 5.30 (dd, *J4s = 9.73 Hz, ?J= 0.85 Hz, 1H, H-9), 4.49
(d, *J.a = 7.85 Hz, 1H, H-1), 4.43 (m, 1H, H-7), 4.29 (d, *J;c = 1.02 Hz, 1H, H-5), 4.23
(dd, *Jea = 0.68 Hz, 3Jea= 2.73 Hz, 1H, H-4) 4.27 (m, 1H, H-7), 3.72 (dd, 3J,, = 9.90 Hz,
*J.e = 3.41 Hz, 1H, H-3), 3.56 (dd, *J,.= 9.90 Hz, *J,, = 7.85 Hz, 1H, H-2); **C-NMR
(100 MHz, D,0): 5 =168.8 (q, C-6), 133.2 (t, C-8), 118.7 (s, C-9), 101.5 (t, C-1), 74.5
(t, C-5), 72.3 (t, C-3), 70.7 (s, C-7), 70.2 (t, C-2), 69.0 (t, C-4); HRMS (ESI) m/z
berechnet fir CgHigN.OgNa: 271.0906 [M+Na]*, gefunden 271.0893 [M+Nal’;
Elementar-Analyse: ber. C: 43,5%, H: 6,5%, N: 11,3%; gef. 40,2%, H: 6,9%, N:
10.7%.
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8.4.20 Hydrazonbildung zwischen Hydrazido- 66 und Aldehydo- 64

Galacturonsaure

Das Aldehydo-Derivat des Galactopyranosids 64 (20 mg, 0.08 mmol, 1.0 Aq) wurde
mit dem Hydrazido-Derivat des Galactopyranosids 66 (23.3 mg, 0.08 mmol, 1.0 Aq) in
Wasser (5 mL) geldst und fir 1 h gerthrt. Nach Lyophilisation wurde ein weiBer Feststoff
(41.8 mg, 0.08 mmol, 1.0 Aq) isoliert, welcher in deuteriertem Methanol und
deuteriertem Wasser weiter untersucht wurde. Die Identifizierung der Hydrazonbindung

67 wurde mittels HSQC-Spektroskopie erreicht werden.

'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J= 8.38 (s, 1H, H-2, H-3), 8.04 (s, 1H, H-
24), 6.00 (m, 1H, H-22), 5.97 (m, 1H, H-8), 5.39 (dd, Jiyans = 17.24 Hz, 2] = 1.54 Hz,
1H, H-23), 5.37 (dd, *Joge) = 16.07 Hz, 2Jgo = 1.71 Hz, 1H, H-9), 5.30 (dd, *J4 = 9.73
Hz, ?J= 0.85 Hz, 1H, H-23), 5.27 (dd, 3Jo g2y = 9.05 Hz, 2Jgo = 1.19 Hz, 1H, H-9), 4.49
(d, *J.a = 7.85 Hz, 1H, H-20), 4.49 (d, *J1 ey = 7.85 Hz, 1H, H-1), 4.46 (m, 1H, H-7),
4.47 (d, *J5 4ae) = 1.02 Hz, 1H, H-5), 4.42 (m, 1H, H-7), 4.43 (m, 1H, H-21), 4.29 (d, *J.
= 1.02 Hz, 1H, H-19), 4.28 (dd, *J4 5a) = 1.02 Hz, *J43ea) = 3.75 Hz, 1H, H-4), 4.27 (m,
1H, H-21), 4.24 (m, 1H, H-7), 4.23 (dd, *J., = 0.68 Hz, *J.,= 2.73 Hz, 1H, H-18), 3.83
(s, 3H, H-10), 3.74 (dd, *J53aa) = 9.90 Hz, J5 4(aey = 3.41 Hz, 1H, H-13), 3.72 (dd, *Ja =
9.90 Hz, *J,e = 3.41 Hz, 1H, H-17), 3.59 (dd, *J33(a) = 9.90 Hz, °J; 1(aa) = 8.19 Hz, 1H, H-
14), 3.56 (dd, 3J,,= 9.90 Hz, 3J,, = 7.85 Hz, 1H, H-16), 2.15 (s, 3H, H-12) ppm.

160



Experimenteller Teil

8.4.21 Kupfer-katalysierte Click-Chemie: Ligation von 5-Hexinol an Azido-

funktionalisiertes Alginat 73

OH OH
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33 73

Azido-funktionalisiertes Alginat 33 (3 mg, 0.011 mmol, 1.0 Aq) wurde zusammen mit
5-Hexinol (1.2 uL, 0.011 mmol, 1.0 Aq) in einer entgasten Mischung aus H,Ogest. (250 pL)
und tert-Butanol (250 pyL) bis zur Homogenitat gelést. In die Mischung wurde eine 1M
wassrige Natriumascorbat-Lésung (0.22 pL, 1.1 umol, 0.1 Ag) und eine 0.3M Lésung von
Kupfersulfat-Pentahydrat (0.09 pL, 0.366 pmol, 0.03 AqQ) in H;Og4est. (100 pl) gegeben und
diese Mischung 24 h gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (20 mL)
gefallt, zentrifugiert und anschlieBend das Ldsungsmittel dekantiert. Das erhaltene
Polymer wurde in wenig H;O4est. geldst, flir 2 Tage gegen eine wassrige, basische EDTA-
Lésung und abschlieBend gegen H,Oge. dialysiert. Nach Lyophilisation wurde ein in

Wasser schwer l6sliches, blaues Polymer 73 (3.5 mg, 8.75 umol, 79%) erhalten.

8.4.22 Kupfer-katalysierte Click-Chemie: Vernetzung von Azido-

funktionalisiertem Alginat 33 mit Alkino-funktionalisiertem Alginat 36
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Azido-funktionalisiertes Alginat 33 (3 mg, 0.011 mmol, 1.0 Aq) wurde zusammen mit
Alkino-funktionalisiertem Alginat 36 (2.5 mg, 0.011 mmol, 1.0 Ag) in einer entgasten
Mischung aus H;Ogest. (250 pL) und tert-Butanol (250 uL) bis zur Homogenitat geldst. In
die Mischung wurde eine 1M wassrige Natriumascorbat-Lésung (0.22 pL, 1.1 pmol, 0.1
Aq) und eine 0.3M Kupfersulfat-Pentahydrat Loésung (0.09 pL, 0.366 pmol, 0.03 Aq) in
H,04est. (100 pl) gegeben und diese Mischung flir 24 h gerihrt. Zum Abbruch der
Reaktion wurde die hochviskose LOsung langsam in Ethanol (20 mL) getropft, das
Uberstehende Lésungsmittel dekantiert und das sedimentierte Polymer in wenig H,Ogest.
geldst. Nach dreitdgiger Dialyse gegen H,04est. Wurde das Polymer lyophilisiert. Es konnte
ein in Wasser schwer |6sliches, blaues Polymer 74 (4.5 mg, 9.26 umol, 84%) erhalten

werden.

1H-NMR (400 MHz, D,0, H,O = 4.79 ppm): J = 8.33 (m, 1H, H-3), 4.95-3.60 (m,
14H, H-1) ppm.

8.4.23 Funktionalisierung von Alginat mit Cystine und anschlieBender

Disulfidspaltung zum Thiol 77

Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq) wurde in MES-Pufferldsung
(10 mL: 0.5 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure-Hydrat und 5 mM Natriumchlorid) bis
zur Homogenitat gelést. Dazu wurden 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (78.0 mg,
0.51 mmol, 1.0 Ag) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid
(146.5 mg, 0.76 mmol, 1.5 Ag) zugegeben und fiir 1 h geriihrt. L-Cystine-dimethylester-
dihydrochlorid 75 (344.6 mg, 1.01 mmol, 2.0 Aq) wurde zugegeben und die Mischung
weitere 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde die Lésung durch Zugabe
von 2M Natriumhydroxid-Lésung auf einen pH-Wert von 7 gebracht und Dithiothreitol
(466.0 mg, 6.12 mmol, 12.0 Aq) zugegeben. Nach vollsténdiger Zugabe wurde der pH-
Wert der L6ésung abermals mit 2M Natriumhydroxid-L6sung auf einen Wert von 9 erhéht.
Die basische L6ésung wurde wiederum fir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Zur

Beendigung der Reaktion wurde der pH-Wert der Reaktionslésung mit 1M
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Salzsaurelésung auf 5 gebracht. Die saure Reaktionslésung wurde abschlieBend fir
3 Tage gegen H,O4est. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das Thiol-funktionalisierte
Alginat 77 (85.0 mg, 0.30 mmol, 60%) wurde als farbloses, watteartiges Polymer
erhalten.

1H-NMR (400 MHz, D,O, H,0 = 4.79 ppm): J = 4.13 (s, 1H, H-2), 4.95-3.50 (m, 7H,
H-1), 3.41 (m, 1H, H-3), 3.38 (m, 1H, H-3), 3.22 (m, 3H, H-4), 3.17 (m, 1H, H-3) ppm.

8.4.24 Hydrogele aus methacrylierten- 45 und thiol-funktionalisierten 77
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen wurden methacryl- 45 und thio-
funktionalisieres Alginat 77 (je 3 mg) in wassrigem Medium (100 pL) unter Erwdrmung
und starkem Schitteln bis zur Homogenitdt geldst. Als wdssrige Medien wurden H,Ogest.
und isotonische Kochsalzlésung verwendet. Beide Polymerlésungen wurden unter Rihren
miteinander vermischt. Entsprechend der Modifizierungsgrade der Thiol- 77 und der
Methacryl-Komponente 45 variierte die Dauer der Gelierung zwischen zwei bis zehn
Minuten. Zur Ausbildung von stabilen Gelen 80 waren hohe Derivatisierunsgrade (>50%)

notig.
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8.4.25 Herstellung von Amid-gebundenem N-Boc-Lysinmethylester Aldehydo-
Alginat 83

o OH 0
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Lysin dekoriertes Alginat 39 (20.0 mg, 0.05 mmol, 1.0 Ag) wurde in H,Ogest. (3 ML) bis
zur Homogenitat geldést. Dazu wurde unter Lichtausschluss Natriumperiodat (20 mg,
0.10 mmol, 2.0 Aq) zugegeben und 24 h geriihrt. Die Ldésung wurde abschlieBend fir
3 Tage gegen H,O4e dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das oxidierte, Lysin
dekorierte Alginat 83 (15.0 mg, 0.036 mmol, 73%) konnte in Form eines farblosen,

watteartigen Polymers erhalten werden.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 5.29-5.15 (m, 2H, H-9), 4.95-3.60
(m, 3H, H-1), 3.48-3.37 (m, 5H, H-2, H-6, H-5), 3.19-3.13 (m, 3H, H-8), 1.42 (s, 9H, H-
7), 1.20-1.18 (m, 2H, H-4) ppm; Elementar-Analyse: gef. C: 30.9%, H:4.9%, N:
2.5%, ber. C: 49.8%, H: 6.7%, N: 6.5%.
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8.4.26 Hydrogele aus Amid-gebundenem N-Boc-Lysinmethylester Aldehydo-
Alginat 83 und Hydrazido-Alginat 55
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen wurde Lysin-modifiziertes Aldehydo-Alginat
83 (2 mg) und Hydrazido-Alginat 55 (2 mg) in wassrigem Medium (100 pL) unter
Erwarmung und starkem Schitteln bis zur Homogenitat gelést. Als wassriges Medium
wurde H,Og4est verwendet. Beide Polymerldsungen wurden anschlieBend miteinander
vermischt. Entsprechend des Oxidationsgrades der Aldehydo-Komponente 83 und des
Deritatisierungsgrades der Hydrazido-Komponente 55 variierte die Dauer der Gelierung

zwischen einer und zehn Minuten.

8.4.27 Herstellung von Imin-gebundenem N-Boc-Lysinmethylester Aldehydo-
Alginat 85
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Aldehydo-Alginat 53 (100.0 mg, 0.50 mmol, 1.0 Aq) wurde in waéssriger
Phosphatpufferlésung pH = 7.2 (5 mL) bis zur Homogenitat gelést. Zu dieser Ldsung
wurde N-Boc-L-Lysinmethylester-Hydrochlorid (150.5 mg, 0.61 mmol, 1.2 Ag) gegeben
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und weitere 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in
Ethanol (30 mL) gefallt, gegen H,O4s. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das
imingebundene, Lysin-funktionalisierte Aldehydo-Alginat 85 (80.0 mg, 0.19 mmol, 38%)

wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 5.99 (m, 1H, H-10), 5.48 (m, 1H, H-
2), 5.19 (m, 1H, H-2), 5.08 (m, 1H, H-2), 4.95-3.60 (m, 3H, H-1), 3.37-3.33 (m, 5H, H-
2, H-6, H-5), 3.19-3.13 (m, 3H, H-8), 1.34-1.31 (m, 9H, H-7, H-4) ppm; Elementar-
Analyse: gef. C: 32.9%, H:5.2%, N: 2.7%, ber. C: 50.%, H: 6,7%, N:6.2%.

8.4.28 Gleichgewicht von Propanal 29 in D,0
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Das Gleichgewicht zwischen dem freien Aldehyd 29 und dem Aldehydhydrat 29a des

Propanols wurde in deuteriertem Wasser bestimmt.

'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): d = 9.70 (t, °J = 1.13 Hz, 1H, H-3), 4.97
(t, 3 = 5.52 Hz, 1H, H-6), 2.57 (dq, 3J = 7.37 Hz, 3] = 1.13 Hz, 2H, H-2), 1.61 (dq, *J =
7.47 Hz, 3J = 5.57 Hz, 2H, H-5), 1.06 (t, 3J = 7.37 Hz, 3H, H-1), 0.91 (t, 3J = 7.47 Hz,
3H, H-4) ppm; *3*C-NMR (100 MHz, D,0): J = 209.2 (t, C-3), 92.4 (t, C-6), 36.7 (s, C-
2), 30.1 (s, C-5), 8.9 (p, C-4), 5.2 (p, C-1) ppm.

8.4.29 Imin Addukt 71 aus Propanal 86 und N-Boc-Lysin 69
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Durch Zugabe von N-Boc-Lysin 69 zu Propionaldehyd 86 wurde die Bildung des Imins

71 in D,O analysiert und das Gleichgewicht bestimmt.
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'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): d = 9.71 (t, 3J = 1.13 Hz, 1H, H-3), 9.30
(s, 1H, H-13), 4.98 (t, J = 5.52 Hz, 1H, H-6), 3.89 (m, 2H, H-11), 3.02 (t, *J = 7.46 Hz,
4H, H-7), 2.58 (dq, 3J = 7.33 Hz, 3J = 1.31 Hz, 2H, H-2), 2.41 (dq, 3] = 7.47 Hz, 3J =
0.7 Hz, 2H, H-14), 1.71 (m, 6H, H-8, H-9, H-10) 1.61-1.56 (m, 2H, H-5), 1.44 (s, 18H,
H-12), 1.08 (t, 3J = 7.37 Hz, 3H, H-1), 1.08 (t, 3J = 5.64 Hz, 3H, H-15), 0.92 (t, 3J =
7.47 Hz, 3H, H-4) ppm; *C-NMR (100 MHz, D,0): J = 199.8 (t, C-3), 179.8 (g, C-18),
161.8 (C-13), 157.6 (q, C-17). 92.3 (t, C-6), 80.9 (g, C-16), 55.7 (t, C-11), 39.2 (s, C-
2), 31.3 (s, C-7, C-14), 30.7 (s, C-5), 27.7 (s, C-8, C-10), 26.3 (p, C-12), 22.3 (s, C-9),
22.1 (s, C-9), 11.8 (p, C-4, C-15), 8.1 (p, C-1) ppm.

8.4.30 Herstellung von Imin-gebundenem a-Amino-Asp-Val-Lys Aldehydo-Alginat
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Aldehydo-Alginat 53 (3.0 mg, 0.015mmol, 1.0 Aq) wurde in waéssriger
Phosphatpufferlosung pH = 7.2 (5 mL) bis zur Homogenitat geldst. Zu der L6sung wurde
das a-Amino-Tripeptid 90 (6 mg, 0.013 mmol, 1.2 Aq), geldést in Dimethylformamid
(3 mL), gegeben und fir weitere 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Fir die Reduktion
des Imins 92 wurde Natriumcyanoborhydrid (1.1 mg, 0.015 mmol, 1.4 Aq) eingesetzt
und die Reaktion flr weitere 14 h gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in
Ethanol (30 mL) geféallt, gegen H,04es. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das a-
Amino-tripeptid dekorierte Aldehydo-Alginat 92 (3.0 mg, 0.005 mmol, 32%) wurde in

Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 7.48-7.42 (m, 5H, H-3), 5.23-5.11
(m, 3H, H-2), 4.95-3.60 (m, 6H, H-1), 1.42 (s, 9H, H-4), 1.03-0.96 (m, 6H, H-5) ppm.

8.4.31 Herstellung von Imin-gebundenem s-Amino-Asp-Val-Lys Aldehydo-Alginat
93
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Aldehydo-Alginat 53 (23.4mg, 0.12mmol, 1.0 Aq) wurde in waéssriger
Phosphatpufferlosung pH = 7.2 (5 mL) bis zur Homogenitat geldst. Zu der Lésung wurde
das e-Amino-Tripeptid 91 (19 mg, 0.035 mmol, 0.3 Aq), gelést in Dimethylformamid
(5 mL), gegeben und fir weitere 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Fir die Reduktion
des Imins 93 wurde Natriumcyanoborhydrid (2.7 mg, 0.043 mmol, 0.4 Ag) eingesetzt
und die Reaktion fir weitere 14 h gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in
Ethanol (30 mL) geféllt, gegen H,O4es. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das e-
Amino-tripeptid dekorierte Aldehydo-Alginat 93 (20.0 mg, 0.033 mmol, 31%) wurde in

Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 5.25-5.03 (m, 3H, H-2), 4.95-3.60
(m, 6H, H-1), 1.44 (s, 9H, H-4), 1.42 (s, 9H, H-3), 1.03-0.96 (m, 6H, H-5) ppm.
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8.4.32 Hydrogele aus a- oder e-Amino- Asp-Val-Lys Aldehydo-Alginat 91 bzw. 92
und Hydrazido-Alginat 55
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen wurden die a- oder e-Amino-Tripeptid
modifizierten Aldehydo-Alginate 92 oder 93 (2 mg) und das Hydrazido-Alginat 55 (2 mg)
in HyOgest (100 pL) unter leichter Erwarmung und starkem Schitteln bis zur Homogenitat
gelést. Beide Polymerldsungen wurden anschlieBend miteinander vermischt.
Entsprechend des Oxidationsgrades der Aldehydo-Komponente 92 bzw. 93 und des
Derivatisierungsgrades der Hydrazido-Komponente 55 variierte die Dauer der Gelierung

zwischen einer und zehn Minuten.
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8.4.33 Herstellung von Imin-gebundenem Amino-cRGDfK Aldehydo-Alginat 96

®0
0 Na 0,Cal 0.0 s
@O \K/\ ] 1\E 6 4 0
oo 020 0 o N2 \N/\/M\H
Na 0,Ca__0. O | ° o

Aldehydo-Alginat 53 (5.4mg, 27.3umol, 1.0 Aq) wurde in wassriger
Phosphatpufferlésung pH = 7.2 (5 mL) bis zur Homogenitat gelést. Zu dieser Ldsung
wurde das cyclische RGDfK-Pentapeptid 81 (5.0 mg, 8.3 umol, 0.3 Aq) gegeben und fir
weitere 24 h bei Raumtemperatur gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde langsam in
Ethanol (30 mL) geféllt, gegen H,O4est. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das RGD-
dekorierte Aldehydo-Alginat 96 (5.0 mg, 0.033 mmol, 31%) wurde in Form eines

farblosen, watteartigen Polymers erhalten.
'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): & = 7.41-7.25 (m, 5H, H-7), 5.47 (m, 1H,

H-2), 5.19-4.98 (m, 2H, H-2), 4.95-3.60 (m, 3H, H-1), 1.36-1.31 (m, 2H, H-3), 1.24-
1.68 (m, 2H, H-3), 1.12-1.05 (m, 2H, H-3) ppm.
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8.4.34 Hydrogele aus Imin-gebundenem cRGD-Aldehydo-Alginat 96 und
Hydrazido-Alginat 55
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen wurde das RGD-modifizierte Aldehydo-
Alginat 96 (2 mg) und das Hydrazido-Alginat 55 (2 mg) in wassrigem Medium (100 pL)
unter Erwarmung und starkem Schitteln bis zur Homogenitat gelést. Als Medium wurde
H,O4cst Vverwendet. Beide Polymerldsungen wurden anschlieBend miteinander vermischt.
Entsprechend des Oxidationsgrades der Aldehydo-Komponente 96 und des
Derivatisierungsgrades der Hydrazido-Komponente 55 variierte die Dauer der Gelierung
97 zwischen einer und zehn Minuten.

8.4.35 Synthese des Oxanorbornandien-Systems 98

1
O 4 2 2 CF3
Br\)J\O/\ —_— 5OH
6
68 o
98

Ausgehend von Ethyl-2-Bromoacetat 68 wurde Oxanorbornadien 98 in finf Stufen
entsprechend der Vorschrift nach Su et al.”” hergestellt.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.24 ppm): J = 7.30 (dd, *J45 = 5.22 Hz, J,5 =
1.79 Hz, 1H, H-4), 7.20 (dd, *Js4 = 5.24 Hz, *Js¢ = 1.78 Hz, 1H, H-5), 5.72 (m, 1H, H-3),
5.68 (m, 1H, H-6) ppm.

Die Daten stimmten mit denen in der Literatur beschriebenen iiberein.™
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8.4.36 Synthese von tert-butyl {2-[(1S,4R)-3-(trifluoromethyl)-7-
oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-diene-2-carboxamido]ethyl}carbamat100

CF; 2 CF3 0 13
O — I - 2
N Az
OH 5 N ~ N 0
s ° H 13
(0] (0]

98 100

Oxanorbornadien 98 (100 mg, 480.7 umol, 1.0 Aq) und N-Boc-Ethylendiamin-
Hydrochlorid 99 (76.9 mg, 75.8 uL, 480.7 umol, 1.0 Aq) wurden bei 0°C unter
Argonatmosphare in Dichlormethan (2.0 mL) gelést. 4-Dimethylaminopyridin (117.5 mg,
961.5 umol, 2.0 Aq) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid
(101.1 mg, 528.8 pmol, 1.1 Ag) wurden hinzugefiigt und die Reaktionsmischung wurde
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, die Phasen getrennt und die organische Phase Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Unter vermindertem Druck wurde das Ldsungsmittel
entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch
(Petrolether/Essisgsdureethylester 1/1) gereinigt. Das verlangerte Oxanorbornadien 100

wurde als farbloser Feststoff (102.3 mg, 293.9 umol, 61%) erhalten.

Smp= 145°C; Rg= 0.52 (PE/EE: 1/1); 'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm):
= 7.37 (dd, %J45 = 5.2 Hz, *J,3= 1.8 Hz, 1H, H-4), 7.17 (dd, *Js4,= 5.2 Hz, %Js¢ =
1.8 Hz, 1H, H-5), 6.66 (brs, 1H, NHCO), 5.66 (m, 1H, H-3), 5.64 (m, 1H, H-6), 4.86
(brs, 1H, NHBoc), 3.66-3.59 (m, 2H, H-9), 3.53-3.46 (m, 2H, H-10), 1.46 (s, 9H, H-13)
ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.2 ppm): & = 162.7 (q, C-8), 157.0 (q, C-
11), 154.2 (q, quart., *Jcr = 5.0 Hz, C-7), 143.9 (q, quart., *Jc¢ = 36.3 Hz, C-2), 143.8
(t, C-4), 142.2 (t, C-5), 122.4 (q, quart., "Jcr = 268.4 Hz, C-1), 86.1 (t, C-6), 83.7 (t,
quart., “Jcr = 2.3 Hz, C-3), 80.2 (q, C-12), 41.3 (s, C-9), 40.0 (s, C-10), 28.4 (p, C-13)
ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fur Ci;sHioF3N,NaO4: 371.1208 [M+Na]*, gefunden:
371.1195 [M+Na]*.

8.4.37 Synthese von (1S,4R)-N-(2-aminoethyl)-3-(trifluoromethyl)-7-
oxabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-diene-2-carboxamid 101

1
3
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100 101

Das verldngerte Oxanorbornadien 100 (6.0 mg, 17.2 mmol, 1.0 Ag) wurde in

Dichlormethan (1.0 mL) geldst und Trifluoressigsdure (60.0 pL) im Uberschuss
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zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt
und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Unter Zugabe von Toluol
(6 mL) wurden sowohl die Losungsmittel als auch Uberschiissige Trifluoressigsaure unter
vermindertem Druck azeotrop entfernt. Das um Ethylendiamin verlangerte

Oxanorbornadien 101 wurde als farbloser Feststoff (4.2 mg, 16.9 umol, quant.) erhalten.

Smp= 155°C; Rg= 0.0 (PE/EE: 1/1); 'H-NMR (400 MHz, Methanol-d4, Methanol-d, =
3.31 ppm): 0= 7.33 (dd, *J45= 5.3, *J4 3= 1.9 Hz, 1H, H-4), 7.25 (dd, *J54= 5.3, *Js6 =
1.9 Hz, 1H, H-5), 5.70 (m, 1H, H-3), 5.63 (m, 1H, H-6), 3.54 (m, 1H, H-10), 3.42 (m,
1H, H-10), 3.11 (dt, *Jg,150 = 6.32 Hz, *Jg¢ = 2.7 Hz, 2H, H-9) ppm; **C-NMR (100 MHz,
Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): & = 166.0 (q, C-8), 155.8 (g, quart., *Jcr = 5.05
Hz, C-7), 145.9 (q, quart., *Jcr = 36.9 Hz, C-2), 143.7 (t, C-5), 144.6 (t, C-4), 123.8 (q,
quart., YJcr = 267.7 Hz, C-1), 87.1 (t, C-6), 84.6 (t, quart., “Jcr = 2.3 Hz, C-3), 40.5 (s,
C-10), 38.2 (s, C-9) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fir C;gH;>F3N,0,: 249.0850
[M+H]", gefunden: 249.0851 [M+H]".

8.4.38 Funktionalisierung von Alginat mit dem Oxanorbornadien-System 102
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Natrium Alginat 19 (100.0 mg, 0.51 mmol, 1.0 Ag) wurde in wéassrigem
Phosphatpuffer pH=7.2 (10 mL) bis zur Homogenitat gelést. Dazu wurden N,N-
Diisopropylamin (166 pL, 1.01 mmol, 2.0 Aq), 1-Hydroxybenzotriazol-Hydrat (78.0 mg,
0.51 mmol, 1.0 Aq), 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid
(146.1 mg, 0.76 mmol, 1.5 Aq) zugegeben und die Mischung fiir 1 h geriihrt. Das um
Ethylendiamin verldngerte Oxanorbornadien 101 (151,7 mg, 0.61 mmol, 1.2 Aq) wurde
zugegeben und fir weitere 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung
wurde langsam in Ethanol (30 mL) gefdllt, gegen H,O4es. dialysiert und abschlieBend
lyophilisiert. Das Oxanorbornadien funktionalisierte Alginat 102 (115.0 mg, 0.28 mmol,

56%) wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

19F-NMR (500 MHz, D,0): J = -62.5 ppm; *H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm):
d = 7.28-7.26 (m, 2H, H-5a, H-5b) 5.86 (s, 1H, H-4a), 5.73 (s, 1H, H-4b), 4.13-3.56
(m, 5H, H-1), 3.43-3.02 (m, 4H, H-2, H-3) ppm.
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8.4.39 Metall-freie Click-Chemie am Polymer: Ligation von Azido-Fluorescein 103

mit Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat 102
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104
Oxanorbonadien-funktionalisiertes Alginat 102 (10.0 mg, 0.025 mmol, 1.0 Ag) wurde
in HyOgest. (3 mL) geldst, Azido-Fluorescein 103 (9.3 mg, 0.025 mmol, 1.0 Aq)
zugegeben und die Reaktionslésung flir 1 d unter Lichtausschluss bei 40°C gerihrt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (5 mL) geféllt, gegen H>0q4es:. dialysiert und
abschlieBend lyophilisiert. Das mit Fluorescein ligierte Alginat 104 wurde in Form eines

gelben, in Wasser schwer léslichen Polymers isoliert.
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8.4.40 Metall-freie Click-Chemie am Polymer: Ligation von Azidopentansdure

105 mit Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat 102
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Oxanorbonadien-funktionalisiertes Alginat 102 (10.0 mg, 0.025 mmol, 1.0 Aq) wurde
in H.Ogest. (3 ML) geldst, Azidopentansdure 105 (3.5 mg, 0.026 mmol, 1.0 Aq)
zugegeben und die Reaktionslésung flr 1 d unter Lichtausschluss bei 40°C geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (5 mL) geféllt, gegen H>04es:. dialysiert und
abschlieBend lyophilisiert. Das mit Azidopentansdure ligierte Alginat 106a/106b wurde in

Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

cis-Regioisomer des 1,2,3-Triazols 106a:

19F-NMR (500 MHz, D,0): J = -56.3 ppm; 'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0O = 4.79 ppm):
0= 4.69-4.63 (m, 2H, H-4), 4.17-3.69 (m, 7H, H-1), 3.48-3.43 (m, 2H, H-3), 3.06-3.04
(m, 2H, H-2), 2.31-2.22 (m, 2H, H-7), 1.92-1.79 (m, 2H, H-5), 1.57-1.43 (m, 2H, H-6)
ppm.

trans-Regioisomer des 1,2,3-Triazols 106b:

19F-NMR (500 MHz, D,0): J = -59.3 ppm; 'H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm):
0= 4.57-4.52 (m, 2H, H-4), 4.17-3.69 (m, 7H, H-1), 3.57-3.53 (m, 2H, H-3), 3.15-3.08
(m, 2H, H-2), 2.31-2.22 (m, 2H, H-7), 1.92-1.79 (m, 2H, H-5), 1.57-1.43 (m, 2H, H-6)
ppm.
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8.4.41 Metall-freie Click-Chemie am Polymer: Ligation von Azido-Boc-Lysin 107

mit Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat 102

Oxanorbonadien-funktionalisiertes Alginat 102 (10.0 mg, 0.022 mmol, 1.0 Aq) wurde
in HyOgest. (3 ML) geldst, Azido-Boc-Lysin 107 (6.0 mg, 0.022 mmol, 0.5 Aq)
hinzugegeben und die Reaktionslésung fir 1 d unter Lichtausschluss bei 40°C gerihrt.
Die Reaktionsmischung wurde langsam in Ethanol (5 mL) gefallt, gegen H,Oq4es:. dialysiert
und abschlieBend lyophilisiert. Das N-Boc-Lysinmethylester funktionalisierte Alginat 108

wurde in Form eines farblosen, watteartigen Polymers erhalten.

19F-NMR (500 MHz, D,0): § = -56.1, -56.8, -59.1, -62.3 ppm; 'H-NMR (400 MHz,
D,0, H,0 = 4.79 ppm): & = 7.40-7.35 (m, 2H, H-11, H-12), 5.85 (s, 1H, H-9), 5.74 (s,
1H, H-10), 4.68-4.63 (M, 2H, H-41raz0ics), 4.56-4.52 (M, 2H, H-41raz0)-trans) 4.17-3.66
(m, 10H, H-1), 3.63-3.19 (m, 8H, H-3, H-2), 3.17-3.10 (m, 2H, H-7), 1.95-1.93 (m, 2H,
H-5), 1.65-1.62 (m, 2H, H-6), 1.40 (s, 9H, H-8) ppm.

8.4.42 Metall-freie Click-Chemie am Polymer: Ligation von Azido-cRGDfK 82 mit

Oxanorbornadien-funktionalisiertem Alginat 102
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Oxanorbonadien-funktionalisiertes Alginat 102 (10.0 mg, 24.63 pmol, 1.0 Aq) wurde in
H>04est. (3 ML) geldst, Azido-cRGDfK 81 (6.2 mg, 9.85 umol, 0.4 Aq) hinzugegeben und
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die Reaktionslosung fiir 4 d unter Lichtausschluss bei 40°C gerihrt. Nach Beendigung der
Reaktion wurde die Losung in Ethanol (5 mL) gefédllt. Das erhaltene farblose Polymer 112

wurde erschépfend gegen H,0qcq. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert.
19F-NMR (500 MHz, D,0): J = -56.3, -56.8, -57.5, -62.3 ppm; 'H-NMR (400 MHz,
D,0, H,O = 4.79 ppm): d = 7.42-7.23 (m, 2H, H-4pne), 4.13-3.56 (m, 7H, H-1), 3.20 (s,

2H, H-3), 3.10 (s, 2H, H-2) 1.61-0.88 (m, 6H, H-4,) ppm.

8.4.43 Synthese von Allyloxy-B-D-galacturonsaure 114
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Methyl (allyl-B-D-galactopyranosid)uronat®*” 113 (100.0 mg, 0.40 mmol, 1.0 Aq)
wurde in HyOgest. (5 ML) gelést. Nach Zugabe von 1M LiOH,q (2 mL, 2.02 mmol, 5.0 Aq)
wurde auf Basizitdt der Losung geprift und diese fir 12 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Zur Beendigung der Reaktion wurde diese mittels 1M HCl,q, L6sung neutralisiert. Die
wassrige Losung wurde abschlieBend lyophilisiert. Es wurde eine farblose, kristalline

Mischung aus Lithiumchlorid und Allyl-B-D-galacturonsdure 114 (120 mg) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, D,O, H,O0 = 4.79 ppm): J = 6.04-5.94 (m, 1H, H-8), 5.38 (dd,
*Jo,gy= 17.24 Hz, %Jg9= 1.54 Hz, 1H, H-9), 5.27 (dd, *Jygzy= 9.89 Hz, %Jg9= 0.68 Hz,
1H, H-9), 4.46-4.41 (m, 1H, H-7), 4.43 (d, *J120a= 7.85 Hz, 1H, H-1), 4.24-4.19 (m,
1H, H-7), 4.22 (dd, *J45ea)= 0.68 Hz, J4 30ea)= 4.10 Hz, 1H, H-4), 4.12 (d, *J5 4ae)= 1.37
Hz, 1H, H-5), 3.68 (dd, *J3 2(aay= 9.90 Hz, *J3 4aey= 3.41 Hz, 1H, H-3), 3.53 (dd, *J330a)=
9.90 Hz, 37, 1(ay= 7.85 Hz, 1H, H-2) ppm; **C-NMR (100 MHz, D,0): d = 174.4 (q, C-6),
133.5 (t, C-8), 118.8 (d, C-9), 101.2 (t, C-1), 75.2 (t, C-5), 72.9 (t, C-3), 70.4 (d, C-7),
70.3 (t, C-2), 70.0 (t, C-4) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CoH;30;,: 233.0661
[M-H]", gefunden 233.0658 [M-H]".
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8.4.44 Synthese der mit Oxanorbornadien-funktionalisierten Allyl-B-D-
galacturonsaure 115

O._OH
HO 0
OH
114 115

Allyl-B-D-galacturonsdure 114 (50 mg, 0.21 mmol, 1.0 Ag) wurde in H>Ogest. (3 ML)
gelést, N,N-Disopropylethylamin (70 mL, 0.42 mmol, 2.0 Aq) und o-Benzotriazol-1-yl-
N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (97 mg, 0.25 mmol, 1.2 Aq) zugegeben
und diese Mischung bei Raumtemperatur fir 1 h gerihrt. AnschlieBend wurde das um
Ethylendiamin verldngerte Oxanorbornadien 101 (53 mg, 0.21 mmol, 1.0 Aq) zugegeben
und die Mischung flir weitere 12 h gerihrt. Das gesamte Reaktionsgemisch wurde
lyophilisiert und mittels préaparativer HPLC fraktioniert gereingt, (C18-P[s;) (H,O: MeOH
95:5>90:10 {5 min}, 90:10>60:40 {55 min}, 60:40>30:70 {30 min}, 30:70->0:100
{10 min}, 15 mL/min). Das mit Oxanorbornadien funktionalisierte Galactopyranosid 115
(9.8 mg, 21.12 umol, 10%) wurde bei einer Retentionszeit von tg= 68-72 Min. in Form

eines farblosen Feststoffes erhalten.

19E_NMR (500 MHz, D,0): & = -63.9, -64.0 ppm; *H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79
ppm): §= 7.37-7.32 (m, 2H, H-15, H-16), 6.03-5.92 (m, 1H, H-8), 5.85-5.84 (m, 1H, H-
17), 5.72-5.71 (m, 1H, H-14), 5.40-5.27 (m, 2H, H-9), 4.47 (d, 3J1,2(aa)= 7.35 Hz, 1H, H-
1), 4.44-4.36 (m, 1H, H-7), 4.23-4.15 (m, 1H, H-7), 4.21 (d, 3J5,4(ae)= 1.35 Hz, 1H, H-5),
3.72-3.68 (m, 1H, H-3), 3.60-3.58 (m, 1H, H-2), 3.56-3.52 (m, 2H, H-11) 3.47-3.32 (m,
2H, H-10) ppm; *3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 170.9 (q, C-6), 170.6 (g, C-12), 142.9
(g, C-13), 142.9 (t, C-16), 142.8 (t, C-15), 142.7 (q, C-18), 133.1 (t, C-8), 118.8 (d, C-
9), 101.3 (t, C-1), 85.5 (t, C-14), 83.0 (t, C-17), 74.5 (t, C-5), 72.4 (t, C-2), 70.5 (d, C-
7), 70.1 (t, C-3), 69.0 (t, C-4), 38.5 (d, C-11), 38.2 (d, C-10) ppm; HRMS (ESI) m/z
berechnet fir CioH»3F3N,0g: 465.1485 [M+H]", gefunden 465.1463 [M+H]".
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8.4.45  Metall-freie  Click-Chemie am  Monosaccharid: Ligation  von
Azidopentansaure 105 mit dem Oxanorbornadien-funktionalisierten

Galactopyranosid 115

Das mit Oxanorbornadien-funktionalisierte Galactopyranosid 115 (5 mg, 0.011 mmol,
1.0 Aq) und Azidopentansdure 105 (2.5 uL, 0.016 mmol, 1.5 Aq) wurden in Methanol
(1 mL) gelést und die Lésung fiur 3 d bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Lyophilisation
wurde die Mischung mittels semipraparativer HPLC fraktioniert. (C18-Pps;) (H2O: MeOH
90:10 {80 min}, 50:50 {20 min}, 0:100 {10 min}. Das cis-5-Trifluoromethyl-1,2,3-
triazol 116 wurde bei einer Retentionszeit von tx= 51.17 Min. und das trans-4-
Trifluoromethyl-1,2,3-triazol 117 bei einer Retentionszeit von tg= 55.65 Min. jeweils in

Form eines farblosen Feststoffes gesammelt.

cis-Regioisomer 116: 5-Trifluoromethyl-1,2,3-triazol
19F-NMR (500 MHz, D,0): & = -56.3 ppm; *H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm):
d = 5.90-5.82 (m, 1H, H-8), 5.22 (dd, *Jog&= 17.30 Hz, 2Jo9= 1.41 Hz, 1H, H-9), 5.16
(dd, 3Jggzy= 10.51 Hz, 2Jo9= 0.73 Hz, 1H, H-9), 4.60 (t, *J161,= 7.15 Hz, 2H, H-16),
4.41 (d, *Jy 22a)= 7.95 Hz, 1H, H-1), 4.28-4.24 (m, 1H, H-7), 4.15 (dd, *J4 3(ea)= 3.55 Hz,
*Ja,5eay= 0.98 Hz, 1H, H-4), 4.13 (d, *J5 4(aey= 1.10 Hz, 1H, H-5), 4.11-4.07 (m, 1H, H-7),
3.64 (dd, *J53(aa= 9.84 Hz, *J340e= 3.36 Hz, 1H, H-3), 3.60-3.56 (m, 2H, H-10), 3.54
(dd, 3J3a)= 9.66 Hz, *J;12= 8.07 Hz, 1H, H-2), 3.40-3.35 (m, 2H, H-11), 2.24 (t,
*J1918= 7.40 Hz, 2H, H-19), 1.90 (q, *J171618= 8.07 Hz, 2H, H-17), 1.54 (q, *J1g17,19=
7.58 Hz, 2H, H-18) ppm; **C-NMR (100 MHz, D,0): J= 180.9 (g, C-20), 170.5 (q, C-6),
160.9 (g, C-12), 141.4 (q, C-13), 133.0 (t, C-8), 126.9 (q, quart., ZJcr = 42.8 Hz, C-14),
118.9 (q, quart., “Jor = 269.6 Hz, C-15), 118.8 (d, C-9), 101.3 (t, C-1), 74.6 (t, C-5),
72.3 (t, C-3), 70.5 (d, C-7), 70.1 (t, C-2), 68.9 (t, C-4), 51.3 (d, C-16), 38.4 (d, C-10),
38.3 (d, C-11), 35.1 (d, C-19), 28.7 (d, C-17), 22.1 (d, C-18) ppm; HRMS (ESI) m/z
berechnet fir CyoH»sF3N50q: 540.1917 [M+H]", gefunden 540.1913 [M+H]".
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trans-Regioisomer 117: 4-Trifluoromethyl-1,2,3-triazol

19F-NMR (500 MHz, D,0): & = -59.3 ppm; *H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm):
J = 5.93-5.86 (m, 1H, H-8), 5.25 (dd, *Jog&= 17.24 Hz, *Jgo= 1.47 Hz, 1H, H-9), 5.19
(dd, *Jogzy= 10.51 Hz, 2Jo9= 1.10 Hz, 1H, H-9), 4.49 (t, *J161,= 6.91 Hz, 2H, H-16),
4.45 (d, *J;2a= 7.95 Hz, 1H, H-1), 4.36-4.32 (m, 1H, H-7), 4.17-4.12 (m, 1H, H-7),
4.15 (dd, *J43ea)= 3.55 Hz, *J4 5(eay= 0.98 Hz, 1H, H-4), 4.13 (d, *J5,4(aey= 1.01 Hz, 1H, H-
5), 3.66 (dd, *J32(a= 10.90 Hz, 3J544e= 3.12 Hz, 1H, H-3), 3.60-3.55 (m, 2H, H-11),
3.49 (dd, *J;30y= 9.84 Hz, *J51a)= 8.01 Hz, 1H, H-2), 3.39-3.33 m, (2H, H-10), 2.18
(t, *Ji0,18= 7.40 Hz, 2H, H-19), 1.85 (q, *Ji7,16,18= 7.17 Hz, 2H, H-17), 1.45 (q, *Jig1710=
7.76 Hz, 2H, H-18) ppm; **C-NMR (100 MHz, D,0): J= 181.4 (g, C-20), 170.5 (q, C-6),
158.9 (q, C-12), 135.2 (q, quart., Jcr = 39.4 Hz, C-14), 133.0 (t, C-8), 131,7 (q, C-13),
119.7 (q, quart., ‘Jor = 268.6 Hz, C-15), 118.6 (d, C-9), 101.3 (t, C-1), 74.5 (t, C-5),
72.3 (t, C-3), 70.5 (d, C-7), 70.1 (t, C-2), 69.1 (t, C-4), 49.9 (d, C-16), 38.8 (d, C-11),
38.3 (d, C-10), 35.7 (d, C-19), 28.7 (d, C-17), 22.1 (d, C-18) ppm; HRMS (ESI) m/z
berechnet fiir C,oH,sF3NsOq: 540.1917 [M+H]*, gefunden 540.1913 [M+H]".

8.4.46 Synthese von 3-(Trifluoromethyl)-4-ethoxycarbonylfuran 120

o 1.0 Ph
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Oxanorbornadienethylester 118 (200.0 mg, 0.84 mmol, 1.0 Ag) wurde mit
Tetraphenylcyclopentadienon 119 (322.7 mg, 0.84 mmol, 1.0 Aq) in Toluol (3 mL)
geldst. Die violette Losung wurde fiir 90 Min. bei 150°C und 300 Watt in der Mikrowelle
geriihrt. Das Ldsungsmittel wurde anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt und
der Rickstand bei 0.3 mbar und 180°C fraktioniert destiliert. Das Ethylester-Derivat des
Furans 120 (93.0 mg, 0.45 mmol, 53%) wurde als farblose Fliissigkeit erhalten.

Rg:0.2 (PE/EE 20:1); *H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm): J = 8.04 (s, 1H,
H-1), 7.77 (s, 1H, H-2), 5.73 (s, 1H, H-4), 4.30 (q, 3J= 7.17 Hz, 2H, H-7), 1.32 (t, 3J=
7.17 Hz, 3H, H-8) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls;, CHCl; = 77.16 ppm) Jd= 160.9 (C-
6), 150.4 (C-1), 144.9 (q, *Jcr = 6.52 Hz,C-2), 125.4 (q, *Jcr = 5.7 Hz, C-4), 121.6 (q,
Jer = 267.3 Hz, C-5), 117.2 (q, Jcr = 38.4 Hz, C-3), 61.2 (C-7), 14.0 (C-8) ppm; MS
(EI) m/z ber. CgH,F;05: 208.035 [M], gef. 207.9 [M], 180 [M-C,H4], 163 [M-OC,Hs];
HRMS (ESI) m/z berechnet fur CgH,F303: 209.0347 [M+H]", gefunden 209.0345
[M+H]*.

Die Werte stimmen mit den in der Arbeit von Nezis et al. beschriebenen Daten

tberein.™®
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8.4.47 Synthese von 3-(Trifluoromethyl)-4-carboxyfuran 122
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3-(Trifluoromethyl)-4-ethoxycarbonylfuran 120 (30.0 mg, 0.15 mmol, 1.0 Aq) wurde
in THF (500 pL) gelést, 1M LiOH,q (200 pL) zugegeben und die Lésung 12 h bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde H,Ogest. (2 ML) zugegeben und die
Mischung dreimal mit Essigsaureethylester (3 mL) extrahiert. Die wassrige Phase wurde
mit 1M HCl,, auf pH= 2.0 eingestellt und wiederum dreimal mit Diethylether (3 mL)
extrahiert. Die vereinten etherischen Phasen wurden vereint, iber MgS0, getrocknet und
das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 3-(Trifluoromethyl)-4-
carboxyfuran 122 (11.8.0 mg, 65.6 umol, 47%) wurde in Form von farblosen Nadeln

gewonnen.

Smp= 118°C; Rg= 0.0 (PE/EE 20:1); **F-NMR (500 MHz, CDCls): d= -58.7 ppm; 'H-
NMR (400 MHz, CDCl;, CHCI; = 7.26 ppm): J = 8.18 (1H, s, H-1), 7.84 (1H, s, H-2)
ppm; 3C-NMR (100 MHz, CDCl;, CHCI; = 77.16 ppm) d= 166.1 (C-6), 151.9 (C-1),
145.3 (q, *Jcr = 6.46 Hz,C-2), 125.9 (s, C-4), 121.4 (q, YJcr = 267.3 Hz, C-5), 117.3 (q,
2JC,F = 38.8 Hz, C-3) ppm; MS (EI) m/z berechnet fir C¢H3F503: 180.004 [M], gefunden
180.1 [M], 163 [M-OH]; HRMS (ESI) m/z berechnet fir C¢H3;F303: 178.9956 [M-HT,
gefunden 178.9953 [M-H]".

8.4.48 Synthese von tert-Butyl-{2-[4-(trifluoromethyl)furan-3-

carboxamido]ethyl}carbamat 123
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3-(Trifluoromethyl)-4-carboxyfuran 122 (15.0 mg, 83.3 mmol, 1.0 Ag) und N-Boc-
ethylendiamin 99 (15 mL, 93.7 mmol, 1.2 Aq) wurden in Dimethylformamid (2 mL)
geldst. AnschlieBend wurden N,N-Disopropylethylamin (30 mL, 181.6 mmol, 2.2 Aq) und
(7-Azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat (85 mg,
163.0 mmol, 2.0 Aq) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 12 h geriihrt und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in
Essigsaureethylester (5 mL) gel6ést, mit Wasser gewaschen und liber MgS0O, getrocknet.

Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 6élige Rickstand
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sdaulenchromatographisch (Essigsdureethylester) gereinigt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde abschlieBend in Chloroform umkristallisiert. tert-Butyl{2-[4-(trifluoromethyl)furan-
3-carboxamido]ethyl}carbamat 123 (22.5 mg, 69.9 umol, 84%) wurde in Form eines

farblosen Feststoffes erhalten.

Smp= 130°C; Rg= 0.8 (EE); °F-NMR (500 MHz, CDCl5): d= -57.9 ppm; 'H-NMR
(400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.24 ppm): 0= 7.93 (s, 1H, H-1), 7.78 (s, 1H, H-2), 6.88 (bs,
1H, H-10), 4.99 (bs, 1H, H-7) 3.51 (q, 2H, 3J = 5.48 Hz, H-9), 3.35 (q, 2H, 3J = 5.48 Hz,
H-8), 1.41 (s, 9H, H-13) ppm; *3C-NMR (100 MHz, CDCl;, CHCI; = 77.0 ppm): d = 160.8
(s, C-6), 157.3 (s, C-11), 146.7 (s, C-1), 144.5 (q, *Jcr = 6.46 Hz,C-2), 123.2 (q, JcF =
267.3 Hz, C-5), 120.1 (s, C-4), 115.9 (q, Jcr = 34.8 Hz, C-3), 79.9 (s, C-12), 41.3 (s,
C-8), 399 (s, C-9), 28.3 (s, C-13) ppm; HRMS (ESI): m/z berechnet fir
Ci3H17N,04F3Na: 345.1038 [M+Na]*, gefunden 345.1039 [M+Na]".

8.4.49 Synthese von N-(2-Aminoethyl)-4-(trifluoromethyl)furan-3-carboxamid
124
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tert-Butyl{2-[4-(trifluoromethyl)furan-3-carboxamido]ethyl}carbamat 123 (5 mg,
15.5 ymol, 1.0 Aq) wurde in Dichlormethan (2 mL) gelést, Trifluoroessigsdure (12 pL,
155.3 pmol, 10 Aq) zugegeben und die Mischung fiir 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Unter Zugabe von Toluol (3 mL) wurden sowohl die Lésungsmittel als auch Uberschlissige
Trifluoroessigsaure unter vermindertem Druck azeotrop entfernt. N-(2-Aminoethyl)-4-
(trifluoromethyl)furan-3-carboxamid 124 (2.2 mg, 9.9 umol, 64%) wurde in Form eines

farblosen Feststoffes gewonnen.

Smp= 65°C; Rg= 0.0 (EE); **F-NMR (500 MHz, D,0): d= -59.1 ppm; *H-NMR (400
MHz, D,O, H,O = 4.79 ppm): J = 8.11 - 8.10 (m, 1H, H-1), 8.08-8.07 (m, 1H, H-2),
3.64 (t, 2H, 3J = 6.02 Hz, H-7), 3.35 (t, 2H, 3J = 6.02 Hz, H-8) ppm; ¥*C-NMR (100
MHz, D,0): 0 = 164.3 (C-6), 146.7 (C-1), 145.7 (q, *Jcr = 6.32 Hz,C-2), 121.8 (q, Jcf
= 266.3 Hz, C-5), 118.2 (C-4), 115.5 (q, Jcr = 43.6 Hz, C-3),38.9 (C-8), 36.9 (C-7)
ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fir CgHoF3N,O,: 233.0692 [M+H]*, gefunden
223.0694 [M+H]".
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8.4.50 Metall-freie Click-Chemie am Polymer: Synthese von Triazol-gebundenem
Azido-Boc-Lysin Aldehydo-Alginat 128
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Oxanorbonadien-funktionalisiertes Alginat 102 (14.0 mg, 0.035 mmol, 1.0 Aq) wurde
in HyOgest. (3 ML) bis zur Homogenitat geldst, Azido-Boc-lysin 107 (9.4 mg, 0.035 mmol,
1.0 Ag) zugegeben und die Reaktionslésung fiir 1 d unter Lichtausschluss bei 40°C
gerthrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Reaktionslésung flir 4 d intensiv gegen
H,O4est. dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das als farbloses Polymer erhaltene
Azido-Boc-Lysin dekorierte Alginat 108 (10 mg, 0.017 mmol, 1.0 Aq) wurde in HyOgest.
(3 mL) bis zur Homogenitat geldst, Natriumperiodat (5.4 mg, 0.025 mmol, 1.5 Aq)
zugegeben und die Reaktionslésung flir 24 h unter Lichtausschluss gerihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde die gesamte Ldsung fir 3 d erschépfend gegen H,0qet.
dialysiert und abschlieBend lyophilisiert. Das Azido-Boc-Lysin dekoriertes Aldehydo-

Alginat 128 (6 mg) wurde als farbloses Polymer erhalten.

H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J= 5.15 (bs, 4H, H-2), 4.69-4.63 (m, 2H,
H-51razol-cis), 4-57-4.52 (m, 2H, H-511az01-trans), 4.13-3.53 (m, 6H, H-1), 3.63-3.19 (m, 4H,
H-3, H-2), 3.19-3.13 (m, 2H, H-8), 1.64-1.61 (m, 2H, H-7), 1.40 (s, 9H, H-9), 1.20-1.14
(m, 2H, H-6) ppm.
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8.4.51 Metall-freie Ligation Click-Chemie am Polymer: Synthese von Triazol-
gebundenem cRGD Aldehydo-Alginat 127
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Oxanorbornadien-funktionalisiertes Alginat 102 (20 mg, 49.0 nmol, 1.0 Ag) wurde in
H,Ogest. (2 ML) bis zur Homogenitat gelést und Azido-cRGDfK 82 (3.10 mg, 4.9 nmol, 0.1
Aq) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde unter Lichtausschluss fir 3 d gerihrt,
anschlieBend Natriumperiodat (15 mg, 0.07 mmol, 1.5 Aq), geldst in HyOgest. (5 ML)
zugetropft und flr weitere 24 h gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die
gesamte Losung flr 4 d erschopfend gegen H,Og4  dialysiert und abschlieBend
lyophilisiert. Das RGD-dekorierte Aldehydo-Alginat 127 (18 mg) wurde als farbloses

Polymer erhalten.
1H-NMR (400 MHz, D,0, H,0 = 4.79 ppm): J = 7.35-7.23 (m, 5H, H-4pn.), 5.10 (br.s,

1H, H-5), 4.13-3.56 (m, 6H, H-1), 3.43 (s, 2H, H-3), 3.29 (s, 2H, H-2) 1.61-0.88 (6H,
m, H'4Arg) ppm.
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8.4.52 Hydrogele aus cRGD-modfiziertem Aldehydo-Alginat 127 und Hydrazido-

Alginat 55
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Zur Herstellung von wassrigen Hydrogelen 126 wurde das Triazol-gebundene RGD-

modifizierte Aldehydo-Alginat 127 (2 mg) und Hydrazido-Alginat 55 (2 mg) in wassrigem

Medium (100 pL) unter Erwdrmung und starkem Schitteln bis zur Homogenitat gelést.

Als Medium wurde H;04e+ verwendet. Beide Polymerlésungen wurden anschlieBend

miteinander vermischt. Entsprechend des Oxidationsgrades der Aldehydo-Komponente

127 und des Deritatisierungsgrades der Hydrazido-Komponente 55 variierte die Dauer

der Gelierung zwischen einer und zehn Minuten.

Berechnung der Belegung der RGD dekorierten Aldehydo Alginate 53:
Stammldsung Azido-RGDfK 82: 3 mg RGD in 2 ml H,Ogest.
20 mg Oxanorbornadien funktionalisiertes Alginat = 0.0468 mmol (1.0 Aq.)

Verhaltnis 1:100= 0.468 pmol (0.01 Ag) > 0.295 mg Azido-RGDfK 82
- 194.6 L aus der Stammldsung

Verhaltnis 1:1.000= 0.0468 pmol (0.001 Aq) 2> 0.0295 mg Azido-RGDfK 82
- 19.46 uL aus der Stammldsung

Verhéltnis 1:10.000= 4.684 nmol (0.0001 Aq) > 2.95 pg Azido-RGDfK 82
- 1.946 pL aus der Stammldsung

Verhéltnis 1:100.000= 0.468 nmol (0.00001 Aq) - 0.295 pg Azido-RGDfK 82
- 0.195 pL aus der Stammldsung
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9. Anhang

9.1 'H-, 13C- und ®F-NMR Spektren der Verbindungen 19 bis 128
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HPLC)
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9.2 Rheologische Messungen

9.2.1 Polymerisationsverlauf in situ gelierender Hydrogele
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9.2.2 Polymerisationsverlauf in situ gelierender Hydrogele abhangig der
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9.2.3 Amplitudensweep in situ gelierender Hydrogele
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