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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein konfigu-
rierbares Hydrogelmaterial zur Sequestrierung von bioakti-
ven Substanzen in das Hydrogelmaterial und/oder Freiset-
zung von bioaktiven Substanzen aus dem
Hydrogelmaterial. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren
zur Ermittlung und Bereitstellung einer Konfiguration fir ein
Hydrogelmaterial zur Sequestrierung und/oder Freigabe von
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein konfigurierbares Hydrogelmaterial zur Sequestrierung von bioaktiven Sub-
stanzen in das Hydrogelmaterial und/oder Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus dem Hydrogelmate-
rial. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Ermittlung und Bereitstellung einer Konfiguration fir ein
Hydrogelmaterial zur Sequestrierung und/oder Freigabe von bioaktiven Substanzen.

[0002] Aufgrund ihrer Biokompatibilitat fur viele Anwendungen und gewebeahnlichen mechanischen Eigen-
schaften werden Hydrogele in der Medizin als auch in der Biotechnologie vielféltig verwendet und dabei
auch als Substanzaufnahmesysteme oder Substandfreigabesysteme genutzt. Bei Hydrogelen handelt es
sich definitionsgemal um stark hydratisierte, kovalent oder physikalisch vernetzte Polymere. Neben der Kon-
trolle verschiedener biologisch relevanter Signale wie Steifigkeit, Wassergehalt und strukturelle Umbaubar-
keit sowie der Prasentation von kovalent gebundenen Zelladhdsionsproteinen oder Peptiden, ermdglichen
es Hydrogele bioaktive Substanzen Uber nichtkovalente Wechselwirkungen reversibel zu binden und somit
entweder Substanzen aus Biofluiden oder lebenden Geweben zu binden, das heift im Hydrogel zu sequest-
rieren, oder Substanzen aus den Hydrogelen an die Umgebung freizusetzen. Solche bioaktive Substanzen
kénnen proteinbasierte Signalmolekile, wie beispielsweise Zytokine, Chemokine, Hormone, Neurotransmit-
ter, Wachstumsfaktoren oder Enzyme, sein, welche eine oder mehrere biologische Funktionen erfillen und
aufgrund von Ladungswechselwirkungen und/oder weiteren Wechselwirkungen wie beispielsweise hydopho-
ben Wechselwirkungen oder Wasserbriickenbindungen, reversibel an die die Affinitdt vermittelnden Kompo-
nenten des Hydrogels anbinden kénnen. Darliber hinaus sind auch nicht -proteinbasierte bioaktive chemi-
sche Substanzen, Wirkstoffe oder ,Small Molecules® bekannt, die die oben genannten zellinstruktive
Signaleigenschaften der Zytokine, Chemokine, Hormone, Neurotransmitter oder Wachstumsfaktoren eben-
falls Gbernehmen kénnen sowie weitere biologische Wirkungen verursachen, von Hydrogelen reversibel
gebunden und freigesetzt werden. Weiterhin kdnnen die bioaktiven Substanzen pharmazeutische Wirkstoffe
sein. Alle zuvor genannten bioaktiven Substanzen weisen als Ubergreifendes Merkmal ein Molekulargewicht
von kleiner gleich 70kDa auf und kénnen daher aufgrund ihrer Molekilgréfe ladungsabhéngig in die
Maschen der erfindungsgemafRen Hydrogelnetzwerke eindringen und somit sequestriert bzw. aus diesen frei-
gesetzt werden. Derartige bioaktiven Substanzen werden im nachfolgend der Einfachheit halber als Substan-
zen bezeichnet. Dem Stand der Technik, beispielsweise WO 2018/162009 A2 sind Hydrogelsysteme zu ent-
nehmen, bei denen die Kontrolle der Sequestrierung oder der Freisetzung von Substanzen und somit ihre
Affinitdt zu diesen Uber die globale und lokale Ladungsdichte der Hydrogelnetzwerke beschrieben werden.
Nachteilig an den bekannten Lésungen ist eine geringe Spezifitdt der Hydrogelnetzwerke flr eine Bindung
oder Freigabe von bestimmten bioaktiven Substanzen, so dass eine kontrollierte Freigabe oder Anbindung
solcher Substanzen nicht im gewilinschten Mal} realisiert werden kann. Zwar besteht die Mdglichkeit Hydro-
gelnetzwerke in ihrer Zusammensetzung substanzspezifisch anzupassen beziehungsweise zu konfigurieren
- allerdings ist eine Entwicklung von substanzspezifischen Hydrogelen angesichts der Anzahl existierender
oder denkbarer Substanzstrukturen und der damit einhergehenden erforderlichen Anzahl an experimentellen
Versuchen, mit einem nicht vertretbaren wirtschaftlichen Aufwand verbunden. Gefordert wird daher eine
Méoglichkeit, Hydrogele mit spezifischen physikochemischen Eigenschaften zur differenzierten Aufnahme von
Substanzen aus einem Biofluidoder Lebendgewebe und/oder zur differenzierten Freisetzung von Substanzen
in ein Biofluid oder Lebendgewebe bereitzustellen.

[0003] Die Aufgabe der Erfindung besteht somit darin, ein konfigurierbares Hydrogelmaterial vorzuschlagen,
welches hinsichtlich einer gewilinschten Affinitat fir bestimmte bioaktive Substanzen konfiguriert werden
kann. Ferner ist es Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren bereitzustellen, welches eineerleichterte Ermittlung
einer fir eine Sequestrierung und/oder Freigabe von bestimmten bioaktiven Substanzen geeignete Konfigu-
ration eines Hydrogelmaterials ermdglicht.

[0004] Die Aufgabe wird durch ein konfigurierbares Hydrogelmaterial mit den Merkmalen gemanR Patentan-
spruch 1 und einem Verfahren gemaR Patentanspruch 16 geldst. Weiterbildungen der Erfindungen sind in
den jeweils abhangigen Patentanspriichen angegeben.

[0005] Die Erfindung umfasst ein erstes Hydrogelmaterial, welches auf mindestens drei nukleophile Gruppen
tragende, unter physiologischen Bedingungen anionisch geladenen Bausteine, vorzugsweise Sulfat-, Sulfo-
nat-, Phosphat- oder Carboxylgruppen tragende Bausteine, sowie ungeladene Bausteine, welche mindestens
zwei zur Reaktion mit den nukleophilen Gruppen geeigneten elektrophile Gruppen aufweisen, basiert, wobei
die geladenen und ungeladenen Bausteine vernetzt sind zu einem Polymernetzwerk, erhaltlich durch Reak-
tion der nukleophilen und der elektrophilen Gruppen. Dabei ist die Zusammensetzung des Hydrogelmaterials
anhand von drei die anionischen Bausteine definierende Parameter, ausgewahlt aus einer Gruppe von Para-
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metern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar, wobei der Parameter PO einem Wert aus der Anzahl der ionisierten,
anionischen Gruppen, unter Annahme einer 30%igen lonisierung aller anionischen Gruppen, je Volumenein-
heit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parameter P1
einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5,
je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der
Parameter P2 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert
kleiner als 2,5, je Wiederholeinheit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit entspricht und der Para-
meter P3 einem Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der anionischen Bausteine entspricht.

[0006] Das aus anionisch geladenen Bausteinen und ungeladenen Bausteinen gebildete Polymernetzwerk
ist ein anionisch geladenes Polymernetzwerk. Das anionisch geladene Polymernetzwerk ist anhand von
Parametern, welche die anionisch geladenen Bausteine definiert, konfigurierbar.

[0007] Weiterhin umfasst die Erfindung ein zweites Hydrogelmaterial, welches auf geladenen Bausteinen in
Form von Poly(Acrylsaure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfonsaure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acryla-
midoethansulfonsdure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) sowie ungeladenen
Bausteinen in Form von Amino- oder Thiolgruppen enthaltenden Polymeren oder Vernetzermolekllen mit
mindestens zwei Amino- oder Thiolgruppen basiert, wobei die geladenen und ungeladenen Bausteine ver-
netzt sind zu einem Polymernetzwerk, erhaltlich durch die Aktivierung der Carboxylgruppen der Poly(Acryl-
saure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfonsaure) und/oder der Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethansulfon-
saure) und/oder der Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) mit EDC/Sulfo-NHS und entweder
eine direkte Vernetzung mit den Aminogruppen enthaltenden Polymeren oder den Vernetzermolekilen mit
den mindestens zwei Aminogruppen jeweils unter Amidbildung oder eine Funktionalisierung der aktivierten
Carboxylgruppen mittels bifunktionellen Vernetzermolekiilen, welche jeweils eine Aminogruppe und eine zu
einer Michael-Typ-Addition fahige Gruppe enthalten, und die anschliefiende Vernetzung mit den Thiolgrup-
pen enthaltenden Polymeren oder den Vernetzermolekllen mit den mindestens zwei Thiolgruppen jeweils
Uber eine Michael-Typ-Addition. Dabei ist die Zusammensetzung des Hydrogelmaterials anhand von drei die
geladenen Gruppen tragenden Bausteine definierende Parameter, ausgewahlt aus einer Gruppe von Para-
metern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar ist, der Parameter PO einem Wert aus der Anzahl der ionisierten, anio-
nischen Gruppen, unter Annahme einer 30%igen lonisierung aller anionischen Gruppen, je Volumeneinheit
des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parameter P1 einem
Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je
Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Para-
meter P2 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert klei-
ner als 2,5, je Wiederholeinheit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit entspricht und der Parame-
ter P3 einem Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der die anionischen Gruppen umgebenden
Molekdilstruktur entspricht.

[0008] Im Sinne der Erfindung werden Biofluids oder Gewebe als Synonym fiir biologisch relevante Kom-
partments verstanden, in die die bioaktiven Substanzen freigesetzt oder aus denen die Substanzen sequest-
riert werden.

[0009] Als bioaktive Substanzen werden im Sinne der Erfindung proteinbasierte und nicht proteinbasierte
bioaktive Substanzen, Wirkstoffe sowie Small Molecules, welche Signaleigenschaften von Zytokinen, Che-
mokinen, Hormonen, Neurotransmittern oder Wachstumsfaktoren aufweisen sowie weitere biologische Wir-
kungen verursachen, verstanden. Bioaktiven Substanzen kdnnen insbesondere pharmazeutische Wirkstoffe
sein. FUr alle zuvor genannten bioaktiven Substanzen gilt als Ubergreifendes Merkmal ein Molekulargewicht
von kleiner gleich 70kDa.

[0010] Die erfindungsgemafien konfigurierbaren Hydrogelmaterialien sind zur Sequestrierung von Substan-
zen in das Hydrogelmaterial und Abreicherung der Substanzen in einem Biofluid oder Gewebe und/oder Frei-
setzung von Substanzen aus dem Hydrogelmaterial in das Biofluid oder Gewebe und Abreicherung der Sub-
stanzen in dem Hydrogelmaterial vorgesehen.

[0011] Unter anionischer Baustein wird ein mehrere anionische und mindestens 3 nukleophile Gruppen trag-
ender polymerer oder oligomerer Hydrogelbaustein verstanden.

[0012] Die Parameter PO bis P3 sind anhand der nachfolgenden Festlegungen und Bildungsvorschriften
naher definiert:
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Parameter PO: der Wert fur PO, welcher in pmol/ml angegeben werden kann, entspricht 30% der
Gesamtanzahl anionischer Gruppen bezogen auf das unter physiologischen Bedingungen (0,154
mmol/l NaCl, pH gepuffert auf 7,4) gequollenen Hydrogelvolumen. Die Berechnung kann beispielsweise
aus den Polymerkonzentration der Hydrogelbausteine unter Quellung in physiologischer Lésung berech-
net werden.

Parameter P1: der Wert fir P1, welcher in umol/ml angegeben werden kann, entspricht der Anzahl der
stark anionischen Gruppen, welche einen pKs-Wert kleiner als 2,5, aufweisen, bezogen auf das unter
physiologischen Bedingungen (0,154 mmol/l NaCl, pH gepuffert auf 7,4) gequollen Hydrogelvolumen.

Parameter P2: der Wert fiir P2, welcher in mmol/(g/mol) angegeben werden kann, entspricht der Anzahl
der stark anionischen Gruppen mit einem pKs-Wert kleiner als 2,5 je anionisch geladenen Baustein
geteilt durch das jeweilige Molekulargewicht des anionischen Bausteins.

Parameter P3: Der Parameter P3, welcher die Amphiphilie der anionischen Bausteine beschreibt, wird
durch Division des Verteilungskoeffizienten Oktanol/Wasser (LogP-Wert) des anionischen Bausteins
durch die dem Losungsmittel Wasser zugéangliche Oberflache des anionischen Bausteins berechnet.
Dies kann unter Zuhilfenahme der Software ChemDraw19.0 und ChemAxon MarvinSketch 19.21 wie
folgt erfolgen: Unter Nutzung der Software ChemDraw19.0 wird jeder anionische Baustein mit einer
Lange des Polymerrickrates von 22 Kohlenstoffatomen beziehungsweise bei zuckerbasierten Struktu-
ren mit insgesamt 2 Disaccharideinheiten als komplette chemische Struktur dargestellt. Anschliellend
wird durch Nutzung der Softwareanwendung ChemAxon MarvinSketch 19.21 der Verteilungskoeffizient
Oktanol/Wasser (LogP-Werte) Uber einlesen der durch Chemdraw dargestellten Strukturformeln berech-
net und die durch das Lésungsmittel Wasser zugangliche Oberflache mit einem Lésungsmittelradius von
1.4 A berechnet. Der erhaltene Wert wird mit einem Faktor von 1000 multipliziert um die Einheit 10-3 x
[1/AZ bzw. A-2] zu erhalten. Bei dem zweiten erfindunsgemaflen Hydrogelmaterial kann vorgesehen
sein, dass die zur Michael-Typ-Addition fahige Gruppe aus Maleimid-, Vinylsulfon- oder Acrylatgruppen
ausgewahlt ist.

[0013] Weiterhin kann bei dem zweiten erfindungsgemaRen Hydrogelmaterial vorgesehen sein, dass die
Amin- und Thiolgruppen enthaltenden Polymere als ungeladene Bausteine aus der Klasse der Polyethy-
lenglykole (PEG), Poly(2-oxazoline) (POX), Polyvinylpyrrolidone (PVP), Polyvinylalkohole (PVA) und/oder
Polyarylamide (PAM) ausgewahlt sind und dass die Amin- oder Thiolgruppen enthaltenden Vernetzermole-
kile nichtpolymere, bifunktionelle Vernetzermolekiile sind

[0014] Fur das erste erfindungsgemalie Hydrogelmaterial und das zweite erfindunsgeméafle Hydrogelmate-
rial kann vorgesehen sein, dass als geladener Baustein Poly(Acrylsdure-co-4-acrylamidomethylbenzensul-
fonsaure) mit variablen Molverhéltnissen von Acrylsaure zu 4-Acrylamidomethylbenzensulfonsdure im
Bereich von 9:1 bis 1:9 und Molmassen im Bereich von 5.000 bis 100.000 g/mol, und/oder als geladener Bau-
stein Poly(Acrylsédure-co-Acrylamidoethansulfonsdure) mit variablen Molverhéltnissen von Acrylsaure zu
Acrylamidoethansulfonsaure im Bereich von 9:1 bis 1:9 und Molmassen im Bereich von 5.000 bis 100.000
g/mol, und/oder als geladener Baustein Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) mit variablen
Molverhaltnissen von Acrylsdure zu Acrylamidoethanhydrogensulfat im Bereich von 9:1 bis 1:9 und Molmas-
sen im Bereich von 5.000 bis 100.000 g/mol ausgewahlt wird.

[0015] Als ungeladene Bausteine kénnen Polymere mit konjugierten enzymatisch spaltbaren Peptiden, die
entweder Lysin oder Cystein als reaktive Aminoséaure in der Peptidsequenz aufweisen, fir die Polymernet-
zwerkbildung genutzt werden. In diesem Zusammenhang kann weiter vorgesehen sein, dass die enzyma-
tisch spaltbaren Peptide durch humane oder bakterielle Proteasen spaltbar sind, insbesondere MMPs,
Cathepsine, Elastasen, Aureolysin und/oder Blutgerinnungsenzyme.

[0016] Gemal einer Weiterbildung des zweiten erfindunsgegemallen Hydrogels kénnen bioaktive und/oder
antiadhasive Molekiile mit einer Amino- oder Carboxylgruppe und/oder zellinstruktive Peptide Uber Lysin
oder Cystein in der Sequenz an den geladenen Bausteinen Poly(Acrylsdure-co-4-acrylamidomethylbenzen-
sulfonsaure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethansulfonsdure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acryla-
midoethanhydrogensulfat) oder an deren Derivaten mit zur Michael-Typ-Addition fahigen Gruppen unter Aus-
bildung einer kovalenten Bindung an das Hydrogelnetzwerk angebunden sein. Gemal dieser Weiterbildung
kénnen die bioaktiven Molekile antimikrobielle Substanzen, zum Beispiel Antibiotika oder Antiseptika, oder
pharmazeutische Wirkstoffe sein. Ferner kdnnen die antiadhasiven Molekile Polyethylenglykole (PEG) oder
Poly(2-oxazoline) (POX) sein.
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[0017] Weiter in Bezug auf die vorstehende Weiterbildung des zweiten erfindunsgegemafien Hydrogels kann
vorgesehen sein, dass die zellinstruktiven Peptide von Struktur- und Funktionsproteinen der Extrazellularen
Matrix, wie zum Beispiel von Kollagen, Laminin, Tenascin, Fibronektin und Vitronektin, abgeleitete Peptide
sind. Die bioaktiven und/oder antiadhasiven Molekiile und/oder zellinstruktiven Peptide kénnen Gber enzyma-
tisch spaltbare Peptidsequenzen kovalent an die Hydrogelnetzwerke gekoppelt sein.

[0018] Beide erfindungsgemalfe Hydrogelmaterialien kénnen ein Speichermodul von vorzugsweise 0,2 kPa
bis 22 kPa aufweisen.

[0019] Die Erfindung umfasst weiterhin ein konfigurierbares physikalisch vernetztes Hydrogelmaterial, wel-
ches auf physikalischen Wechselwirkungen zwischen geladenen Bausteinen in Form von Poly(Acrylsaure-
co-4 acrylamidomethylbenzen-sulfonsaure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethansulfonsaure)
und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) und ungeladenen Bausteinen in Form von
Polymeren basiert, wobei an die Polymere stark positiv geladene Peptidsequenzen konjugiert sind, wobei
die Zusammensetzung des Hydrogelmaterials anhand von drei die geladenen Gruppen tragenden Bausteine
definierende Parameter, ausgewahlt aus einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar ist, der
Parameter PO einem Wert aus der Anzahl der ionisierten, anionischen Gruppen, unter Annahme einer 30%
igen lonisierung aller anionischen Gruppen, je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen
gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parameter P1 einem Wert aus der Anzahl der stark anioni-
schen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Volumeneinheit des unter physiologi-
schen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parameter P2 einem Wert aus der Anzahl
der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederholeinheit geteilt
durch die Molmasse der Wiederholeinheit entspricht und der Parameter P3 einem Wert zur Beschreibung
der Amphiphilie der die anionischen Gruppen umgebenden Molekiilstruktur entspricht.

[0020] Bei dem physikalisch vernetztes Hydrogelmaterial kann vorgesehen sein, dass die stark positiv gela-
denen Peptidsequenzen mindestens zehn Wiederholungen von Lysin oder Arginin oder mindestens fiinf Wie-
derholungen von Dipeptidmotiven mit Lysin und Alanin oder Arginin und Alanin umfassen.

[0021] Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Ermittlung und Bereitstellung einer Konfiguration fir ein
Hydrogelmaterial zur Sequestrierung von bioaktiven Substanzen in das Hydrogelmaterial und Abreicherung
der Substanzen in einem Biofluid und/oder Freisetzung von Substanzen aus dem Hydrogelmaterial in das
Biofluid und Abreicherung der Substanzen in dem Hydrogelmaterial, unter Verwendung eines der erfindungs-
gemalen Hydrogelmaterialien. Bei dem Verfahren werden Substanzen gemaR einem Wert PP, welcher aus
dem Verhaltnis der Nettoladung einer Substanz und der fiir Wasser zuganglichen Oberflache der Substanz
berechnet wird, in mindesten zwei Kategorien eingeteilt und fir jede Kategorie fiir zumindest zwei verschie-
dene Werte eines Parameters einer vorgegeben Hydrogelkonfiguration jeweils ein Substanzaufnahmewert
anhand einer prozentualen Substanzaufnahme einer der Kategorie zugeordneten Testsubstanz in das Hyd-
rogelmaterial und/oder ein Substanzfreigabewert anhand einer prozentualen Substanzfreigabe der Testsub-
stanz aus dem Hydrogelmaterial in das Biofluid experimentell ermittelt. Anhand von mindestens zwei experi-
mentell ermittelten Substanzaufnahmewerten und/oder anhand von mindestens zwei experimentell
ermittelten Substanzfreigabewerten wird jeweils eine kategoriespezifische Funktion gebildet, anhand welcher
weitere Substanzaufnahmewerte und/oder Substanzfreigabewerte von weiteren vorgegebenen Hydrogelkon-
figurationen mit vorgegeben Parametern bestimmt werden, wobei zur Beeinflussung der Konzentration eines
beliebigen, einer Kategorie zuordenbaren Substanz in dem Biofluid diejenigen Hydrogelkonfigurationen des
Hydrogelmaterials mit vorgegebenen Werten fiir die Parameter als geeignet ausgewahlt werden, fiir welche
eine aus den experimentell ermittelten Substanzaufnahmewerten und den bestimmten Substanzaufnahme-
werten und/oder den experimentell ermittelten Substanzfreigabewerten und den berechneten Substanzfrei-
gabewerten gebildete kategoriespezifische Regressionsfunktion ein Bestimmtheitsmal® R2 von mindestens
0,6, vorzugsweise mindestens 0,7, aufweist.

[0022] Durch das erfindungsgemale Verfahren ist es mdglich, eine geeignete Hydrogelkonfiguration gemaf
den Parametern PO, P1, P2, P3 mit vorgegeben Parameterwerten fiir eine beliebige Substanz, welche
gemal ihrem PP-Wert einer Kategorie zuordenbar ist, fur einen vorgegebenen Substanzaufnahmewert oder
einen vorgegebenen Substanzfreigabewert anzugeben, ohne dass eine experimentelle Bestimmung des
Substanzfreigabewertes oder des Substanzaufnahmewertes erforderlich ist. Unter Verwendung der erfin-
dunsgegemalen Hydrogelmaterialien kénnen somit anwendungsspezifische Hydrogelkonfigurationen ermit-
telt und entsprechend der ermittelten Konfiguration fir die Anwendung bereitgestellt werden.

5/38



DE 10 2020 131 536 A1 2022.06.02

[0023] Die Berechnung/Bestimmung des PP-Wertes fir eine bioaktive Substanz wird aus der Nettoladung
der Substanz dividiert durch die dem Lésungsmittel Wasser zugangliche Substanzoberflache berechnet. Fir
proteinbasierte Substanzen ist eine beliebige Proteinstruktur in der Protein Data Bank (PDB,
http://www.rcsb.org/) verfiigbar. Die Nettoladung der ausgewahlten Proteinsstruktur wird mit dem Delphi
Web Server (http://compbio.clemson.edu/sapp/delphi webserver/) mit Standardeinstellungen bei pH 7
berechnet. Die dem Lésungsmittel Wasser zugéangliche Proteinoberflache wird mit der PyMol-Software
(www.pymol.org) unter Nutzung von einem L&sungsmittelradius von Wasser von 1.4 A berechnet. Dann
erfolgt die Berechnung von Pp aus der Nettoladung dividiert durch die dem L&sungsmittel Wasser zugangli-
che Proteinoberflache multipliziert mit einem Faktor von 1000000, um die Einheit 10-6 x [1/A2 bzw. A-2] zu
erhalten. Fir nicht-proteinbasierte Substanzen wird die aus der chemischen Struktur ableitbare Nettoladung,
welche dem Uberschuss anionischer oder kationischer Gruppen entspricht, und die durch das Lésungsmittel
Wasser zugéngliche Molekiloberflache, welche in Analogie zur Bildungsvorschrift fur den Parameter P3
durch Nutzung der Chemdraw und ChemAxon MarvinSketch 19.21 Software abgeleitet wurde, berechnet.
Der erhaltene Wert wird mit einem Faktor von 1000000 multipliziert, um die Einheit 10-¢ x [1/A2 bzw. A2] zu
erhalten.

[0024] Ein Substanzaufnahmewert beschreibt im Sinne der Erfindung den prozentualen Anteil des in ein
Hydrogelmaterial aus einem Biofluid aufgenommenen Substanzanteils aus einer Substanzen enthaltenden
Lésung. Der Substanzfreigabewert beschreibt den in ein Biofluid freigegebenen Anteil von in dem Hydrogel-
material gebundenen Substanzen. Ein vorgegebener Substanzaufnahmewertbereich und ein vorgegebener
Substanzfreigabewertbereich definieren jeweils einen Wertbereich mit einem festzulegenden minimalen Sub-
stanzaufnahmewert und einen festzulegenden maximalen Substanzaufnahmewert, beziehungsweise einem
festzulegenden minimalen prozentualen Substanzfreigabewert und einem festzulegenden maximalen pro-
zentualen Substanzfreigabewert.

[0025] Der Erfindung liegt die tGiberraschende Erkenntnis zugrunde, dass Substanzen aufgrund einer spezifi-
schen Substanzeigenschaft, welche erfindungsgemafl durch das Verhaltnis der Nettoladung der Substanz
und der fir Wasser zuganglichen Oberflache berechnet wird (PP-Wert), kategorisiert werden konnen, wobei
den Substanzen einer Kategorie verschiedene Hydrogelkonfigurationen zugeordnet werden kénnen, welche
sich hinsichtlich eines vorgegebenen prozentualen Substanzaufnahmewertes oder eines vorgegebenen pro-
zentualen Substanzfreigabewertes zur Beeinflussung der Konzentration einer Substanz in einem Biofluid eig-
nen. Da die Zuordnung der zutreffenden Hydrogelkonfigurationen fiir jede Substanz einer Kategorie gilt,
reicht es aus, wenn geeignete Hydrogelkonfigurationen fiir jeweils eine Testsubstanz bestimmt werden. Mit
dem erfindungsgemafien Verfahren kann somit fiir eine beliebige Substanz einer Kategorie, mindestens eine
Hydrogelkonfiguration fiir einen vorgegebenen prozentualen Substanzaufnahmewert oder einen prozentua-
len Substanzfreigabewert angegeben werden, ohne das eine konkrete Versuchsdurchfiihrung fir die betref-
fende Substanz erfolgen muss.

[0026] Vorzugsweise kann die vorgegebene Hydrogelkonfiguration mit den Parametern PO, P2, P3 als
POP2P3 Hydrogelkonfiguration oder P1, P2, P3 als P1P2P3 Hydrogelkonfiguration gebildet werden.

[0027] GemaR einer Ausflihrungsvariante des erfindungsgemafRen Verfahrens kénnen Substanzen anhand
ihres PP-Wertes in vier Kategorien A, B, C und D eingeteilt werden, wobei der Kategorie A Substanzen mit
einen PP-Wert >940 zugeordnet, der Kategorie B Substanzen mit einem PP-Wert in einem Bereich von 940
bis 128 zugeordnet, der Kategorie C Substanzen mit einem PP-Wert in einem Bereich von 128 bis -128 zuge-
ordnet und der Kategorie D Substanzen mit einem PP-Wert <-128 zugeordnet werden.

[0028] Zur experimentellen Bestimmung der Substanzaufnahmewerte und/oder zur experimentellen Bestim-
mung der Substanzfreigabewerte kann/kénnen fir den Parameter PO ein Wert in einem Bereich von 0 bis 50
pmol/ml,fir den Parameter P1 ein Wert in einem Bereich von 0 bis 100 pymol/ml, fur den Parameter P2 ein
Wert in einem Bereich von 0 bis 10 mmol/(g/mol) und fir den Parameter P3 ein Wert in einem Bereich von
-7 bis 7 A-2 vorgegeben werden.

[0029] Als Testsubstanzen kénnen beispielsweise die Proteine Eotaxin, IP10, SDF1, MCP1, SGF2, Rantes,
bNGF, IL-4, IL8, PGGFb, GRO-A, IL6, IL10, TNFa, IFNg, VEGF1 65 MP, IL1b, GMCSF, IGF eingesetzt wer-
den.

[0030] Gemal dem erfindungsgemalien Verfahren kann vorgesehen werden, dass anhand der kategories-

pezifischen Regressionsfunktion fir nicht experimentell ermittelte, das heilt fir zugeordnete Substanzauf-
nahmewerte und/oder Substanzfreigabewerte ein Wertebereich fir mindestens einen Parameter PO, P1, P2

6/38



DE 10 2020 131 536 A1 2022.06.02

oder P3 einer Hydrogelkonfiguration ermittelt wird. Die Ermittlung von Werten der Parameter erfolgt anhand
von mathematischen Modellen.

[0031] Weiter kann vorgesehen sein, dass die Werte der Parameter fir die Hydrogelkonfiguration POP1P2
und/oder fir die Hydrogelkonfiguration P1P2P3 derart ausgewahlt werden, dass in dem resultierenden Hyd-
rogel zumindest eine Substanz einer Kategorie nur bis zu 50 % einer initialen Konzentration in dem Hydrogel-
material gebunden oder aus diesem freigesetzt wird.

[0032] Die erfindunsgegemalfien Hydrogelmaterialien sind fiir eine Verwendung zum Faktormanagement in
vivo zur Kontrolle der Angiogenese, bei Immunerkrankungen, Krebserkrankungen, Diabetis, neurodegenera-
tiven Erkrankungen, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Multiple Sklerose, Asthma, Rheumatoide Arthritis oder
der kutanen Wundheilung und der Knochenregeneration vorgesehen.

[0033] Weiterhin sind die erfindungsgemafien Hydrogelmaterialien zur gezielten Aufreinigung von Proteinen
aus Zelllysaten mikrobieller oder eukaryotische Herkunft verwendbar.

[0034] Verwendung des erfindungsgemalen Hydrogelmaterials zur in vitro Zell- und Organkultur von indu-
ziert pluripotenten Stammzellen (iPS-), sowie weiteren nicht iPS zuzuordnenden Stammzellen und Vorlaufer-
zellen, primaren, von Patienten gewonnen Zellen, immortalisierten Zelllinien, sowie Herzgewebe, Muskelge-
webe, Nierengewebe, Lebergewebe und Nervengewebe bei denen die jeweiligen Zellen/Organe in das
Hydrogel einpolymerisiert oder auf der Oberflache des Hydrogeles kultiviert werden.

[0035] Zellen kdnnen in das erfindungsgemafe Hydrogelmaterial immobilisiert werden.

[0036] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile von Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus
der nachfolgenden Beschreibung von Ausflihrungsbeispielen mit Bezugnahme auf die zugehérigen Zeich-
nungen und Tabellen. Es zeigen:

Fig. 1: Chemische Strukturen der zur Hydrogelbildung verwendeten anionischen Bausteine, Links: Deri-
vate des Polyacrylates (PAA) mit verschiedenen Resten: R: Maleimidgruppe und R' = Aminomethyl-ben-
zen-1-sulfonsdure (AMBS, GB1 und GB2) oder Aminoethanesulfonsadure (AES, GB3 und GB4) oder 2-
Aminoethylhydrogensulfat (AEHS, GB5 und GB6), Mitte: Styrensulfonat-Maleinsdure-Copolymere mit
Rest R: Maleimidgruppe, (GB7 und GB8), Rechts: Heparin (GB9),

Fig. 2A-C: Darstellungen zur Erlauterung des erfindungsgemafien Verfahrens,

[0037] Tabellen 1-1 bis 1-2:

verwendete Hydrogelbausteine: Spalten der Tabelle von links nach rechts: (1) chemische Bezeichnung,
(2) Abkirzung (3) Molmasse, (4) Anzahl der Maleimidgruppen pro Molekiil (5) Anzahl der anionischen
Gruppen pro Molekil (6) Anzahl der stark anionischen Gruppen mit pKa<2.5 pro Molekil, (7) Parameter
P2 und (8) P3 der Hydrogelbausteine,

Tabelle 2: AnsatzgroRen zur Sulf(at/on)ierung des Polynatriumacrylat mit sulf(at/on)ierten Aminen mittels
DMTMM, Spalte (1) Bezeichnung des. anionisch geladenen Bausteins, (2), Bezeichnung der Edukte:
hinsichtlich der eingesetzten Equivalente (eq) bezogen auf die Stoffmenge des jeweiligen Polymers und
der Carbonsauregruppen, der Stoffmenge, des Volumens an Millipore Wassers als Lésungsmittel und
des Feststoffgehalts,

Tabelle 3: Signale im 1TH-NMR-Spektrum (500,13 MHz in D20) flr die anionischen geladenen Bausteine
GB1 und GB2, GB3 und GB4, GB5 und GB6 sowie GB9 mit der entsprechenden chemischen Verschie-
bung und Zuordnung der basierenden Protonen,

Tabelle 4: Synthesebedingungen zur Maleimidierung der anionisch geladenen Bausteine GB1 bis GB9,
GB* bezeichnen die jeweiligen nicht-maleimidierten anionisch geladenen Bausteine,

Tabellen 5-1 bis 5-5:

eine Vorschrift zur Bildung der Hydrogelmaterialien des Typs 1 bis 76 und resultierende physikochemi-
schen Eigenschaften der bei physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien, (Spalte
1): Name des Hydrogelmaterialtyps: 1 bis 76, (Spalte 2-4): Konzentration der Hydrogelbausteine (GB1,
2,3,4,5,6,7, 8 oder 9, UGB1, UGB2, UGB3) zur Polymernetzwerkbildung, Spalte 5 und 6: relativer
Quellungsgrad und Standardabweichung bei Quellung der Hydrogelmaterialien bei physiologischen
Bedingungen, (Spalte 7 und 8): Speichermodul und Standardabweichung der unter physiologischen
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Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien, Spalte 10: Konzentration des anionisch geladenen
Bausteins nach der Quellung unter physiologischen Bedingungen, Spalte 11: Parameter PO unter phy-
siologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien, Spalte 12: Parameter P1 der unter physio-
logischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien,

Tabellen 6-1 bis 6-3:

die Sequestrierung von bioaktiven Substanzen: Obere 4 Reihen: (1) Stoffmenge der eingesetzten bioak-
tiven Substanzen (hier Proteine) in 200ul Lésung welche in Kontakt mit dem jeweiligen Hydrogelmaterial
gebracht wurde, (2) File der Protein Data Bank (PDB), (3) Name der bioaktiven Substanz, (4) Kategorie
A bis D (5) Parameter PP der bioaktiven Substanzen (6 bis 25, resultierende Sequestrierung der bioakti-
ven Substanzen durch die Hydrogelmaterialien, Untere 18 Reihen: Beschreibung der anionischen Hyd-
rogelmaterialien anhand ihrer Namen (Hydrogelmaterialtypen 28-52) und der Parameter PO, P1, P2 und
P3), sowie des Substanzaufnahmewerts (in %, Mittelwert + Standardabweichung, n =6,

Tabelle 7: lineare Regressionsanalyse der Sequestrierungswerte, (1) Nummer der Formel, (2) beriick-
sichtigte Hydrogel Parameter, (3) berlcksichtigte Pp Werte (Substanzen), (4) Bestimmtheitsmald R2 der
Funktion in Bezug auf die Substanzfreisetzungswerte

Tabelle 8: Kumulative Freisetzung von VEGF165 als bioaktive Substanz aus Hydrogelmaterialen der
Typen 53 bis 62. (Mittelwert + Standardabweichung, n = 6), Obere Reihe: Hydrogelmaterialtypen, Reihe
2 bis 5: Parameter PO, P1, P2, P3, Reihe 7-12: Substanzfreisetzungswerte in % bei 3, 24, 48, 96,168
und 240h,

Tabelle 9: Migration von Immunzellen aus humanem Vollblut und Reaktion von Blutgranulozyten auf
IL-8-Lésung, die mit verschiedenen aus anionisch geladenen Bausteinen inkubiert wurde, relativ zur
Zahl der in UGB1/UGB3-Negativkontroll-Hydrogelmaterialien eingewanderte Zellen ohne IL-8. (Mittel-
wert + Standardabweichung, n = 5),

Tabelle 10: Zellkultur von HUVECs, Reihe 1: Hydrogeltyp, Reihe 2-4: Parameter PO bis P3, Reihe 6:
Oberflache réhrenartiger Strukturen als gewilinschte Zellmorphologie (Mittelwert + Standardabweichung,
n =5) und

Tabelle 11: Zellkultur von HK-2-Zellen, Reihe 1: Hydrogeltyp, Reihe 2-4: Parameter PO bis P3, Reihe 6:
Runde Sphéroide in %, Reihe 7: Stachelige Sphéaroide %, Reihe 8: Réhrenférmige Strukturen in %, (Mit-
telwert + Standardabweichung, n = 5)

[0038] Anionisch geladene Hydrogelbausteine sind nachfolgend mit GB abgekirzt, wobei unterschiedliche
anionisch geladene Bausteine zusatzlich mit einer Ziffer gekennzeichnet sind. Ungeladene Bausteine des
Hydrogelmaterials sind mit UGB abgekiirzt, wobei unterschiedliche ungeladene Bausteine mit einer Ziffer
gekennzeichnet sind. Der Einfachheit halber und aus Platzgriinden sind Hydrogelmaterialien in den Tabellen
als Hydrogele bezeichnet. Hydrogelmaterialtypen sind in den Tabellen als Hydrogeltypen bezeichnet.

[0039] Die Fig. 1 zeigt chemische Strukturen der zur Hydrogelmaterialbildung verwendeten anionischen
Bausteine. Auf der linken Seite sind Derivate des Polyacrylates (PAA) mit verschiedenen Resten: R: Malei-
midgruppe und R' = Aminomethyl-benzen-1-sulfonsaure (AMBS, GB1 und GB2) oder Aminoethanesulfon-
saure (AES, GB3 und GB4) oder 2-Aminoethylhydrogensulfat (AEHS, GB5 und GB6) dargestellt. In der Mitte
sind Styrensulfonat-Maleinsdure-Copolymere mit Rest R: Maleimidgruppe, (GB7 und GB8) dargestellt. Auf
der rechten Seite ist Heparin (GB9) dargestellt. Bei den zur Herstellung der Hydrogelmaterialien verwendeten
anionischen Bausteine handelt es sich um sulfatierte oder sulfonierte Polymere auf Basis von Polyacrylat
(PAA, siehe Fig. 1), GB1 bis GB6, um Styrensulfonat-Maleinsdure-Copolymere GB7 und GB8 oder um Hepa-
rin (GB9).

[0040] Die Tabelle 1 zeigt Beispiel von Hydrogelbausteinen zur Herstellung von erfindungsgemafen Hydro-
gelmaterialien. Die Spalten 1 bis 8 der Tabelle 1 zeigen von links nach rechts: Spalte 1 die chemische
Bezeichnung der Hydrogelbausteine, Spalte 2 die hierin geltende Abklirzung, Spalte 3 die Molmasse, Spalte
4 die Anzahl der Maleimidgruppen pro Molekiil, Spalte 5 die Anzahl der anionischen Gruppen pro Molekill,
die Spalte 6 die Anzahl der stark anionischen Gruppen mit pKa<2,5 pro Molekdl, die Spalte 7 Parameter P2
und die Spalte 8 den Parameter P3 der Hydrogelbausteine.

Synthese der anionisch geladenen Bausteine GB1 bis GB6

[0041] Die anionisch geladenen Hydrogelbausteine basierend auf PAA (GB1 bis GB6) werden durch 4-(4,6-
Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholiniumchlorid (DMTMM) vermittelte Amidbildung nach dem Pro-
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tokoll von (Thompson, K. et al. J. Polym. Sci. Part A Polym. Chem. 44, 126-136 (2006) synthetisiert. Drei ver-
schiedene sulf(on/at)ierte Amine, 4-Aminomethyl-benzen-1-sulfonsdure (AMBS, zur Bildung von GB1 und
GB2), Aminoethanesulfonsdure (AES, zur Bildung von GB3 und GB4) und 2-Aminoethylhydrogensulfat
(AEHS, zur Bildung von GB5 und GB6), werden zu je 10% oder 50%, bezogen auf die Zahl der Carboxyl-
gruppen, an PAA* konjugiert, um die lokale Ladungsverteilung der geladenen Gruppen entlang des Polymer-
rickgrats zu variieren. Die Amine der GB3-GB6 haben sehr dhnliche Molekulstrukturen mit dem einzigen
Unterschied der terminalen Sulfonatgruppe bei GB3 und GB4 gegenliber einer terminalen Sulfatgruppe bei
GB5 und GB6. Die Sulfonatgruppe bei 4-Aminomethyl-benzen-1-sulfonsaure ist an eine Phenylgruppe
gebunden, was den hydrophoben Charakter der anionischen Bausteine GB1 und GB2 erhéht (siehe Parame-
ter P3, Tabelle 1).

[0042] Zur Synthese wurde Polynatriumacrylat (15 kDa, 34,7w% in H20, Sigma-Aldrich, Deutschland) wird
gefriergetrocknet, fiir die Funktionalisierung 800 mg vorgelegt und in Millipore Wasser geldst (Tabelle 2).
Anschlief3end wird erst das im Exsikkator aufgetaute DMTMM (TCI Chemicals, Japan), danach das Amin, 4-
Aminomethyl-benzen-1-sulfonsdure (AMBS, Sigma-Aldrich), Aminoethanesulfonsdure (AES, Sigma-Aldrich,
Deutschland) oder 2-Aminoethylhydrogensulfat (AEHS, Sigma-Aldrich, Deutschland) trocken hinzugegeben
und jeweils das Gefall mit dem angegebenen Volumen gespiilt. Der Reaktionsansatz wird bei Raumtempera-
tur (RT) Gber Nacht geriihrt. Der zum Teil ausfallende Niederschlag wird mit Millipore Wasser gel6st und die
Lésung in einer Dialysemembran mit einer Ausschlussgrofie (MWCO) von 2 kDa (ZelluTrans, Roth, Deutsch-
land) 6 h gegen 1 M NaCl-Lésung (NaCl, Fluka, Deutschland) mit zweimaligem Wechsel des Mediums,
anschliellend 18 h gegen Millipore Wasser mit dreimaligem Wechsel dialysiert und anschlieRend gefrierge-
trocknet. Zur Bestimmung des Funktionalisierungsgrads wird das aufgereinigte Produkt mittels 1H-NMR in
D20 (DRX 500 von Bruker bei 500,13 MHz, Signal des Lésungsmittels dient als Referenz fiir die chemische
Verschiebung) analysiert, wobei die Ethyl-Protonen fur die Polymere E und H, die Ringprotonen fur B als
interne Referenz gelten (sieheTabelle 3). Mit dem Verhéltnis zu den drei Protonen des Polymerriickgrats
kann der Funktionalisierungsgrad berechnet werden.

[0043] Die Tabelle 2 zeigt AnsatzgroRen zur Sulf(at/on)ierung des Polynatriumacrylat mit sulf(at/on)ierten
Aminen mittels DMTMM, Spalte 1 Bezeichnung des anionisch geladenen Bausteins, Spalte 2 die Bezeich-
nung der Edukte: hinsichtlich der eingesetzten Equivalente (eq) bezogen auf die Stoffmenge des jeweiligen
Polymers und der Carbonsauregruppen, der Stoffmenge, des Volumens an Millipore Wassers als Losungs-
mittel und des Feststoffgehalts. Um den Umsatz der Sulf(on/at)ierungsreaktion zu analysieren, wurde eine
Protonen-Kernspinresonanz-Spektroskopie-Analyse (1H-NMR) jedes Polymers durchgefiihrt (siehe Tabelle
3). Die 1H-NMR-Spektren der sulf(on/at)ierten Konjugate zeigten charakteristische Signale zwischen 2,9
ppm und 3,70 ppm fir GB3*/GB4* und Signale zwischen 3,25 ppm und 4,15 ppm fir GB5*/GB6* entspre-
chend den vier Protonen des Ethyl-Linkers, wahrend fir GB1*/GB2* Signale von 7,00-8,00 ppm, basierend
auf den Phenylprotonen, zur Berechnung herangezogen wurden. Die Integration der charakteristischen Sig-
nale im Verhaltnis zur Signalflache der drei Protonen des PAA-Rlckgrats von 0,80-2,90 ppm ermdglichte die
Bestimmung des Funktionalisierungsgrades der PAA mit verschiedenen sulf(on/at)ierten Aminen.

[0044] Die Tabelle 3 zeigt Signale im 1H-NMR-Spektrum (500,13 MHz in D20) fir die anionischen gelade-
nen Bausteine GB1 und GB2, GB3 und GB4, GB5 und GB6 sowie GB9 mit der entsprechenden chemischen
Verschiebung und Zuordnung der basierenden Protonen.

Maleimidierung der anionischgeladenen Bausteine GB1 bis GB9

[0045] Zur Ermdglichung der Netzwerkbildung im Beispiel mit thiolfunktionalisiertem 4-Arm Polyethylenglykol
(UGB2, starPEG-SH) werden der jeweilige anionisch geladene Baustein (GB1 bis GB9) mit N-2-Aminoethyl-
maleimid Trifluoressigsauresalz (Maleimid) an die mit 1-Ethyl-3-(dimethylaminopropyl)-tber 1-Ethyl-3-(dime-
thylaminopropyl)-carbodiimid/N-Hydroxysulfosuccinimid (EDC/sulfoNHS) aktivierten Carboxylgruppen gekop-
pelt, resultierend in rund 12,5 Maleimidgruppen bei GB1 bis GB6, 9 pro GB7 und GB8 und 7 pro GB9 (siehe
Tabelle 1, Spalte: Anzahl der Maleimidgruppen).

[0046] Hierfiir werden 300 mg Polymer in dem entsprechenden Volumen Lésungsmittel gel6st, anschlieend
sulfo-NHS (Sigma-Aldrich, Deutschland), danach EDC (Iris Biotech, Deutschland) in Lésung zugegeben und
20 min (far GB7 10 min) im Eisbad geruhrt, bevor geldstes N-(2-Aminoethyl)maleimid-trifluoracetat (Maleimid,
Sigma-Aldrich, Deutschland) langsam zugetropft wird. Als Losungsmittel dient jeweils eiskaltes Millipore
Wasser. Fir weitere 10 min wird der Reaktionsansatz im Eisbad gerihrt, weiter iber Nacht bei Raumtempe-
ratur. Die L6ésung wird in einer 2 kDa MWCO Dialysemembran 6 h gegen 1 M NaCl-Lésung mit zweimaligem
Wechsel des Mediums, anschliel’end 18 h gegen Millipore Wasser mit dreimaligem Wechsel dialysiert und
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anschlieBend gefriergetrocknet. Nahere Informationen zu den eingesetzten Reaktionsmischungen sind in
Tabelle 4 ersichtlich. Die Bestimmung der Zahl der Maleimidgruppen erfolgt tber 1TH-NMR in D20, wobei flr
die sulf(on/at)ierten Polymere die Zahl der Protonen des Polymerriickgrats, flir Heparin die Zahl der Acetyl-
protonen mit den Maleimidprotonen ins Verhaltnis gesetzt werden (siehe Tabelle 3). Die Bestimmung der
Funktionalisierungsgrade erfolgt jeweils Uber 1H NMR (siehe Tabelle 3). Nur fir GB7 und GB8 wird der Grad
der Maleimidkonjugation durch die Peptidtitrationsmethode bewertet. (siehe Atallah et al.,2018
doi:10.1016/j.biomaterials.2018.07.056 ), Die Konjugate werden mit verschiedenen molaren Aquivalenten
cysteinhaltiger Peptide umgesetzt und durch GréRenausschlusschromatografie analysiert.

[0047] Die Tabelle 4 zeigt Synthesebedingungen zur Maleimidierung der anionisch geladenen Bausteine
GB1 bis GB9, wobei GB* die jeweiligen nicht-maleimidierten anionisch geladenen Bausteine bezeichnen.

Bildung und Vernetzung der Hydrogelmaterialeien der Typen 1 bis 76

[0048] Zur Bildung der erfindungsgemaflen Hydrogelmaterialien wird der jeweilige maleimidfunktionalisierte,
anionisch geladene Baustein GB1, GB2, GB3, GB4, GB5, GB6, GB7, GB8 oder GB9 oder eine Mischung aus
GB1, GB2, GB3, GB4, GB5, GB6, GB7, GB8 oder GB9 mit UGB1 entweder mit dem Thiol-funktionalisierten
UGB2 (4-Arm Polyethylenglykol, thiolterminiert) oder mit dem thiol-funktionalisierten UGB3 (4-Arm-Polyethy-
lenglykol, terminiert mit einer enzymatisch spaltbaren Peptidsequenz die Cystein enthalt) durch Vermischung
und Reaktion der Thiolgruppen mit den Maleimidgruppen Uber eine Michael-Type-Additionsreaktion vernetzt.
Als ungeladenes Referenzhydrogel wird das Hydrogelmaterial des Typs 52 aus dem UGB1 und UGB2 gebil-
det. Die Konzentration der Hydogelbausteine, die zur Bildung des jeweiligen Hydrogelmaterials aus den
wassrigen Lésungen der Hydrogelbausteine genutzt werden, sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Die Reaktion
und kovalente Netzwerkbildung erfolgt innerhalb weniger Sekunden bis zu einer Minute. Die Bildungsvor-
schriften wurden so gewabhlt, dass nach Quellung unter physiologischen Bedingungen (0,154 mmol NaCl,
gepuffert mit Phosphatpuffer auf pH 7,4) eine ganze Bandbreite unterschiedlicher Parameterwerte fiir die
Parameter PO und P1, bei gleichzeitig Gber den jeweiligen anionisch geladenen Baustein definiert auch unter-
schiedlich variable Werte flr die Parameter P2 und P3, resultieren (siehe Tabelle 5, Hydrogeltypen 1-76 und
Tabelle 1 bezlglich. der Werte fiir die Parameter P2 und P3). Zudem werden die physikalischen Eigenschaf-
ten der gequollenen Hydrogelmaterialien, der relative Quellungsgrad der Hydrogelmaterialien und das Spei-
chermodul der Hydroglmaterialien mittels Rheometrie untersucht. Aus dem relativen Quellungsgrad und der
Konzentration der anionisch geladenen Bausteine bei der Hydrogelbildung wird die Konzentration der anio-
nisch geladenen Bausteine nach der Quellung ermittelt und daraus die Parameter PO und P1 der Hydrogel-
materialien entsprechend der Definition der Parameter berechnet. Die physikochemischen Eigenschaften
der Hydrogelmaterialien Steifigkeit, Quellung sowie die Werte der ParameterP0, P1 ,P2 und P3 kénnen Uber
einen weiten Bereich und damit fir die gewiinschten Sequestrierungseigenschaften beziehungsweise Auf-
nahmeeigenschaften und/oder Freisetzungseigenschaften von bioaktiven Substanzen abgestuft werden
(siehe Tabelle 5 und Tabelle 1).

[0049] Aus den angegebenen Speichermodulen der Hydrogelmaterialien ergeben sich nach dem Gummi-
Elastizitatsmodell (Rubinstein et al., 2003 ISBN: 9780198520597) Maschenweiten zwischen 6,5 und 23 nm

G'Ny
RT
R die universelle Gaskonstante und T die Temperatur in Kelvin ist. Die hier diskutierten bioaktiven Substan-

zen mit einer MolekllgréRRe kleiner als 70kDa sollten bei diesen Maschenweiten sterisch keinen Einschran-
kungen beziglich einer Penetration des erfindungsgemaflen Hydrogelmaterials unterliegen.

-3
nach folgender Gleichung & :( j , wobei G' das Speichermodul in Pa, N5 die Avogadro-Konstante,

[0050] Fur die Bildung des Hydrogelmaterials werden die Hydrogelbausteine, geladene und ungeladene
Bausteine, in der in Tabelle 5 angegebenen Konzentration in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (0,154
mmol NaCl, gepuffert mit Phosphatpuffer auf pH 7,4) geldst und anschlieRend intensiv durch Pipettieren ver-
mischt. Die Hydrogelmaterialien formen sich innerhalb weniger Sekunden bis zu einer Minute.

[0051] Fir die Bestimmung der physikalischen Hydrogeleigenschaften werden runde 9 mm Deckglaschen
hydrophob beschichtet. Die Deckglaschen werden zur Beschichtung fiir 2 s in Sigmacote®-Lésung (Sigma-
Aldrich, Deutschland) getaucht, auf Filterpapier getrocktnet und mit Millipore Wasser abgespilt und nochmals
getrocknet. Die Losung mit dem anionisch geladenen Bausteinen und die ungeladenen Bausteine werden in
phosphatgepufferter Salzlésung bei pH 7,4 (PBS) gel6st und je 33,5 pl der GB-Lésung und der UGB-L&sung
gemischt, auf ein Deckglaschen pipettiert und mit einem weiteren Deckgldschen bedeckt, um ein ca. 1 mm
hohes Gel zu bilden. Nach einer Zeit von 1 h werden die Deckglaschen entfernt und tber Nacht in phosphat-
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gepufferter Salzlésung (im weiteren PBS) gequollen. Rheologische Untersuchungen zur Bestimmung des
Speichermoduls (Ares LN2, TA Instruments, Vereinigtes Kdnigreich) wurden mit auf 8 mm ausgestanzten
gequollenen Hydrogelen mit einer parallelen Platte-Platte Messanordnung bei RT durchgefiihrt, wobei die
Frequenz von 1 bis 100 rad/s bei einer geringen Deformation (2%) erhéht wurde. Es wird eine Dreifachbe-
stimmung durchgefiihrt und der Mittelwert des Speichermoduls je tiber den gesamten Frequenzbereich gebil-
det. Das Verlustmodul ist jeweils um mehrere Gré3enordnungen geringer (Daten nicht gezeigt). Zur Bestim-
mung der relativen Volumenquellung werden die gequollenen Gelscheiben mit Hilfe eines Laserscanners
(Fujifilm FLA-5100) abgebildet und der Durchmesser bestimmt. Mit der nachfolgenden Gleichung

3
d
Q ) [_J ,
do
wird der relative Quellungsgrad (siehe Tabelle 3) bestimmt, wobei d0 dem anfanglichen Durchmesser der
ungequollenen Gelscheibe entspricht und d dem Durchmesser nach 24 h Quellung in PBS.

[0052] Die Tabelle 5 zeigt eine Vorschrift zur Bildung der Hydrogelmaterialien des Typs 1 bis 76 und resultie-
rende physikochemischen Eigenschaften der bei physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmate-
rialien, Spalte 1: Name des Hydrogelmaterialtyps: 1 bis 76, Spalten 2-4: Konzentration der Hydrogelbau-
steine in der Reaktionsmischung (GB1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 oder 9, UGB1, UGB2, UGB3) zur
Polymernetzwerkbildung, Spalte 5 und 6: relativer Quellungsgrad und Standardabweichung bei Quellung der
Hydrogelmaterialien bei physiologischen Bedingungen, Spalte 7 und 8: Speichermodul und Standardabwei-
chung der unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien, Spalte 10: Konzentration
des anionisch geladenen Bausteins nach der Quellung unter physiologischen Bedingungen, Spalte 11: Para-
meter PO der unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien, Spalte 12: Parameter P1
der unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterialien,

Charakterisierung der Sequestrierung bioaktiver Substanzen in den anionisch geladenen Hydrogelen der
Typen 28 bis 52 mittels Multiplex-Immunoassay

[0053] Eine definierte Mischung bioaktiver Substanzen, das heifl3t eine Mischung biomedizinisch wichtiger
proteinbasierter Signalmolekile mit unterschiedlichen Ladungseigenschaften wird in den entsprechenden
Bindungsstudien mit einer Reihe verschiedener anionisch geladener Hydrogelmaterialien der Typen 28-51
und dem ungeladenen Referenzgel des Typs 52 (siehe Tabelle 5) verwendet. Die rekombinanten Proteine
(rekonstituiert mit mehreren ProcartaPlex Simplex-Proteinstandards, Kat. Nr.: EPX01A-xxxx- 901 Thermo
Fisher Scientific, USA) werden in PBS mit 1% BSA und 0,1% Proclin (Sigma-Aldrich, Deutschland) in ver-
schiedenen biologisch relevanten Konzentrationen im Bereich von 0,44-12,25 ng/ml gelést. 10 pl jedes
Geltyps (n=3) werden mit 250 ul des Proteingemischs 24 Stunden inkubiert, und die Zytokinkonzentration im
Uberstand anschlieRend mit Procartaplex Simplex Multiplex-Kits (ThermoFischer, USA) unter Verwendung
eines Bioplex 200 (Biorad, USA) analysiert. Als Kontrollexperiment werden Lésungen ohne Hydrogelmateria-
lien verwendet und die detektierten Proteinmengen mit denen in Lésungen mit Hydrogelmaterialien nach der
Inkubation verglichen, um den Prozentsatz an Protein zu bestimmen, der von den Hydrogelmaterialeien
sequestriert, also aufgenommen wurde.Die Ergebnisse der Sequestrierungsuntersuchungen sind in Tabelle
6 dargestellt.

[0054] Die Tabelle 6 zeigt die Sequestrierung von bioaktiven Substanzen: Obere 4 Reihen: (1) Stoffmenge
der eingesetzten bioaktiven Substanzen (hier Proteine) in 200ul Losung welche in Kontakt mit dem jeweiligen
Hydrogelmaterial gebracht wurde, (2) File der Protein Data Bank (PDB), (3) Name der bioaktiven Substanz,
(4) Kategorie A bis D (5) Parameter PP der bioaktiven Substanzen (6 bis 25, resultierende Sequestrierung
der bioaktiven Substanzen durch die Hydrogelmaterialien, Untere 18 Reihen: Beschreibung der anionischen
Hydrogelmaterialien anhand ihrer Namen (Hydrogelmaterialtypen 28-52) und der Parameter PO, P1, P2 und
P3), sowie des Substanzaufnahmewerts (in %, Mittelwert + Standardabweichung, n = 6,

[0055] Aus den Ergebnissen der Tabelle 6 werden die Substanzen in Abhangigkeit ihres Pp-Wertes in vier
Kategorien A, B, C und D eingeteilt, wobei der Kategorie A Substanzen mit einem Pp-Wert grofier als 940,
der Kategorie B Substanzen mit einem Pp-Wert in einem Bereich von 940 bis 128, der Kategorie C Substan-
zen mit einem Pp-Wert in einem Bereich von 128 bis -128 und der Kategorie D Substanzen mit einem Pp-
Wert kleiner als -128 zugeordnet werden. AnschlieRend wird mittels der statistischen Analysensoftware JMP
(SAS Institute) eine lineare Regressionsanalyse nach der Methode der kleinsten Quadrate zwischen dem
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jeweiligen prozentualen Wert der Substanzaufnahme (als y-Wert) und den Parametern PO oder P1 und P2
und P3 der Hydrogele und den Werten fir Pp der Substanzen durchgefiihrt.

[0056] Ziel der linearen Regressionsanalyse ist es, den Einfluss von PO oder P1 und P2 und P3 und Pp auf
die Substanzaufnahme in eine mathematische Funktion wie in folgender Gleichung 1 dargelegt ist, zu
beschreiben:

y =0t +CoPy +CoPy +C3Py + CpPy + CooPE +CoaP$ +C33Pf +
2
CPPPP + C02POP2 + C03POP3 + COp'DOPp + C23P2P3 + C2pP2Pp + C3pP3Pp
y = Substanzaufnahme

a = Achsenabschnitt
C = Koeffizient

Gleichung 1:

[0057] Die Ergebnisse der experimentellen Sequestrierungsversuche (bspw. fiir alle Substanzen oder nur fir
Substanzen einer Kategorie A oder B oder C oder D) werden als Wertepaare bestehend aus dem jeweiligen
Substanzaufnahmewert in % und den zugehérigen Parameterwerten fir PO oder P1, P2, P3 und Pp (siehe
Tabelle 6) in die Regressionsanalyse eingefiihrt, und ein mathematischer Zusammenhang (Funktion) wie
oben in Gleichung 1 dargestellt gebildet. Die Zahlenwerte (als Konstanten) von Achsenabschnitt und den
Koeffizienten der Parameterterme werden ermittelt, indem iterativ die basierend auf der Funktionsgleichung
ermittelten Substanzaufnahmewerte mit den in den Wertepaaren eingelesenen experimentellen Ergebnissen
(Tabelle 6) verglichen werden. Die Unterschiede zwischen vorhergesagten und gemessenen Wert heif3en
Residuen. Durch die Nutzung der Methode der kleinsten Quadrate werden die Werte von Achsenabschnitt
und die Koeffizienten bestimmt, indem iterativ die basierend auf der Funktionsgleichung ermittelten Substan-
zaufnahmewerte mit den experimentell bestimmten Substanzaufnahmewerte verglichen und der Abstand
zwischen experimentellen und durch die Funktion berechneten Substanzaufnahmewerte quadriert wird und
die Summe dieser quadrierten Abstande minimiert wird.

[0058] Die Fig. 2A zeigt, wie der Ansatz der kleinsten Quadrate in der JMP-Software angezeigt und ausge-
wertet wird. Die gemessene Werte (y-Achse) werden gegen die durch die Funktion vorhergesagten Werte
(x-Achse) aufgetragen. Jeder Punkt stellt eines der ausgefiihrten Experimente dar, auf denen das Modell
basiert, und im Idealfall sollten alle auf der roten Linie liegen (y = x). Je weiter jeder Punkt von der roten Linie
entfernt ist, desto hoher ist der Residuum fiir diesen bestimmten Versuchspunkt. Rsq (R2) wird verwendet,
um die Qualitat des Modells zu bewerten. Je genauer das Modell, desto niedriger sind die Residuen, desto
hoher ist das Bestimmtheitsmall Rsq Wert (zwischen 0 und 1).

[0059] Es wurden insgesamt 10 Regressionsanalysen durchgefiihrt, die entsprechend der Tabelle 7 ent-
nehmbaren selektierten Parametern und Substanzen die dort dargelegten Bestimmtheitsmalle R2 aufweisen.

[0060] Die Funktionen weisen die entsprechenden Parameter PO oder P1 und P2 und P3 sowie Pp in ihrer
Wichtung aus. Fir jede Funktion werden sowohl die linearen Beitrdge von den einzelnen Parametern als
auch quadratische Effekte zwischen den Parametern bertcksichtigt. Die dargelegten Formeln zeigen nur die
signifikanten Beitrage (p<0.01).

[0061] Formel 2 zeigt beispielhaft die signifikanten Beitrage von PO, P2 und P3 auf die Aufnahme von Sub-
stanzen in Kategorie A. Die dadurch ermittelte Funktion beschreibt den Zusammenhang zwischen Substanz-
aufnahme und den Parametern und kann demzufolge auch fir die Vorhersage neuer Substanzaufnahme-
werte in Abhangigkeit vorgegebener Parameterwerte PO oder P1, P2, P3 und Pp genutzt werden. Bei
Vorgabe einer spezifischen bioaktiven Substanz und entsprechend einem diskreten Wert Pp kénnen auch
unterschiedliche Parameterkombinationen PO oder P1 und P2 und P3 zur Konfiguration eines speziellen
anionisch geladenen Hydrogelmaterials fur einen beliebigen Substanzsequestrierungswert beziehungsweise
Substanzaufnahmewert abgeleitet werden. Insgesamt kénnen somit beliebige Sequestrierungseigenschaften
vorhergesagt und neue Eigenschaftskombinationen von Materialien entwickelt und vorhergesagt werden.
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P0,P2 und P3 der Substanzen in Kategorie A:
Substanzaufnahme[%] =

73,500+19,179-(P02;23)+19,157.[%}m,%o-[wjmanzz. Gleichung 2:

58 ) v (252 (2,25
566 23 23 23 566

[0062] Diese Vorhersagen sind anhand der JMP®-Software wie folgt mdglich: Fiur die Gleichung (hier am
Beispiel der Gleichung 2 dargestellt) werden vier Falle dargestellt, bei denen nur noch ein Parameter auf der
X -Achse als Variable betrachtet wird und fir die anderen Parameter konstante Werte festgelegt werden
(siehe Fig. 2B). Somit kdnnen in Abhangigkeit des einen Parameters alle Substanzaufnahmewerte vom Mini-
mum bis zum Maximum bei gegebenen anderen drei Parametern ermittelt werden. Siehe beispielsweise
Fig. 2B links fiir den Wert PO.

[0063] Weiterhin kann auch die Abhangigkeit von 2 variablen Parametern zueinander betrachtet werden.
Dies ist dann entsprechend eine zweidimensionale Darstellung der Substanzaufnahmewerte in Abhangigkeit
beider Parameter, wie in Fig. 2C dargestellt ist. Es werden Linien konstanter Substanzaufnahmewerte (sog.
Isolinien) erhalten, wobei eine Flache zwei konstante Parameter enthalt. Bei drei Parametern wiirde ein Wiir-
fel (jeweils ein variabler Parameter entlang der Wirfelachse und ein konstanter Parameter resultieren, der
aus ubereinandergestapelten Flachen von 2 variablen Parametern entsteht. Fir eine Substanz mit diskreten
Pp wiirde entsprechend ein Wiirfel mit den variablen Parametern PO oder P1, und P2 und P3 resultieren.

Substanzaufnahme|[%] =

73,500+19,179-(P02;23)+19,157 (Pzzzzzsj +10,960- (P3 0, 445}

6,355

P02 23) 18 349)}

116,122 [Pp 1506) (PO 23)
566

. (Poz—szs) _ ([Pp ;616506) (-9, 097)J

Formel 1: PO, P2 und P3 der Substanzen in Kategorie A:

Substanzaufnahme[%)] = 65,750 + 26,303 - (%) +25,491 [wj

2,25

+13,729.[F32045) 4 555, [ FR—3245
6,355 196,5

+(Poz—?)zsj_(Pozgzsj.(_m,m 1)j

Formel 2: PO, P2 und P3 der Substanzen in Kategorie B

Substanzaufnahme|[%] = 44,685+18,211~[P 02;23j+7,359.[—’3 22‘ 225’)25)

113,704 P3=0:445) 45 o3 (PP 148
6,355 80

+(Poz_:%zsj([Poz_:%%j'(_8’837)}(%)'
P2-2,251 20,796
[( - j J P2-2,25) (((Pp+48))
+( 2,25 M[ 80 J11,267J
iz
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Formel 3: PO, P2 und P3 der Substanzen in Kategorie C

Substanzaufnahme|[%] = 4,536 +7,312- [P02_323j +0,530- (—P22_225’25)

+8,132- w +3,109- w
6,355 330,5

+(PB—0,445).[[P3—0,445).24,302]+(P02—323).

6,355 6,355
Pp+484,5) o 4o
330,5

+((P2—2,25)]{[(Pp+484,5)}6,526j

2,25 330,5

Formel 4: PO, P2 und P3 der Substanzen in Kategorie D

Substanzaufnahme[%] = 61,777 +19,849 - [P 02‘323j +19,715- ('322‘—22525)

+12,549. w +31,173- M
, 1443,5

N (P02—3 23) _ ([POZ—B 23] (1 5’276)j
+[(Pp+628,5)JH(Pp+ 628,5)].(_13,770@

1443,5 1443,5
Formel 5: PO, P2 und P3 der Substanzen der Kategorien A-D

Substanzaufnahme[%] =106,350+17,018- (P13_436j +5,683- (P21—82,7]

t

+8,715- P3-151 +13,738- Pp+1506
5,29 566

. (1313-4 36]((P13—436]. (-3, 393)j+(P13—436)_
(=)o

(75 o)

Formel 6: P1, P2 und P3 der Substanzen der Kategorie A

Substanzaufnahme[%] = 103,605 + 23,597 - (%j +8,492. [

113,131.[ P3=051) | 4 355 [ PP£342,5
5,29 196,5

. (P13—4 36] . ( P13—436] (a7, 237)j

Formel 7: P1, P2 und P3 der Substanzen der Kategorie B

pP2-2,7
1,8
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Substanzaufnahme[%] = 67,102 + 16,546 - (P13_436) +5,005- (P21—82,7j

t

112,879, P31 44 769.[ PP+ 48
5.29 80

. (1313—4 36} . (( P13—436j , (_26,070)) . (%) .
[(%) 15, 507J
((PZ 82,7)} ([(Pp8+048)j oosJ ( p+48)J
()

Substanzaufnahme|[%] = 8,150 + 6,392 (P13_436) ~2,386- (P21—82,7]

+14,656 - P3-1,51 +6,864 - Pp+484,5
5,29 330,5

(P3-151) ((P3-1,51 16,922 +(P1—36].
5,29 5,29 34
w .8 672
330,5 ’

Substanzaufnahme[%]=85,514+18,241.(P13_436]+7,315.[P21—82,7j

+11,007.[ 232151 51474 (PR 0285
5,29 1443,5

(PR (B o))

Formel 8: P1, P2 und P3 der Substanzen der Kategorie C

Formel 9: P1, P2 und P3 der Substanzen der Kategorie D

(557 oo

P, -628,5 P, -628,5
+ . -(-13,771)
1443,5 1443,5
Formel 10: P1, P2 und P3 der Substanzen der Kategorien A-D

Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF165 aus den Hydrogelen

[0064] Die Hydrogelmaterialien werden entsprechend der in Tabelle 5 vorgegebenen Mischungen herge-
stellt. Es wurden je 10 pl der Prekursorlésung mit 100 ng rekombinanten menschlichen VEGF165 (38,2 kDa;
Peprotech, Deutschland) in einem Rohrchen mit geringer Proteinbindung gemischt und dabei gleichzeitig ver-
netzt. Die Hydrogelmaterialien werden bei RT in 300 pl serumfreies Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM; Gibco Life Technologies, USA) mit 0,1% BSA und 0,05% ProClin300 gelegt und nach 3, 6, 24, 96,
168 und 240 h) das Medium entfernt, gesammelt und bei -80 °C gelagert und durch frisches Medium ersetzt.
Die Menge an freigesetztem Protein VEGF wird fiir jeden Entnahmezeitpunkt mittels Enzyme-linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA; DuoSet kit, R&D Systems, USA) nach dem Protokoll des Herstellers quantifiziert. Der
Einfluss der Parameter PO, P1, P2 und P3 der anionisch geladen Hydrogelmaterialien auf die Langzeitfreiset-
zung des Wachstumsfaktors VEGF 165 aus dem jeweiligen Hydrogelmaterial wurde Uber eine Dauer von 240
Stunden (10 Tage) analysiert (siehe Tabelle 7).
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[0065] Ahnlich wie die in den Bindungsexperimenten verwendeten Hydrogelmaterialien wurde VEGF165 aus
Hydrogelmaterialien mit &hnlichen mechanischen Eigenschaften (Speichermodul im Bereich 2-4 kPa) freige-
setzt, sodass die Maschenweite gro® genug war, um einen freien Proteintransport zu ermdéglichen. Die aus-
gewahlten Hydrogelmaterialeigenschaften wurden so ausgelegt, dass sie eine vergleichbar hohe Konzentra-
tion der anionisch geladenen Gruppen (nicht Bausteine?), ausgedrickt durch den Parameter PO im Bereich
35-63 pmol/ml und stark variable integrale Sulfatkonzentrationen (P1), lokale Sulf(on)atdichten (P2) und
Amphiphilie der anionischen Bausteine (P3) aufwiesen. Alle Hydrogelmaterialien zeigten eine anfanglich
schnelle Freisetzung des VEGF165 innerhalb der ersten 24 h, gefolgt von nahezu konstanten, langsamen,
linearen Freisetzungsprofilen Gber 240 h. PEG/PEG-Hydrogelmaterialien zeigten aufgrund dem Fehlen anio-
nisch geladener Bausteine die hchste VEGF165-Freisetzung mit 55% Freisetzung am Ende der zehntagi-
gen Untersuchung.

[0066] Die Tabelle 8 zeigt eine kumulative Freisetzung von VEGF 165 als bioaktive Substanz aus Hydrogel-
materialen der Typen 53 bis 62. (Mittelwert + Standardabweichung, n = 6), Obere Reihe: Hydrogelmaterialty-
pen, Reihe 2 bis 5: Parameter PO, P1, P2, P3, Reihe 7-12: Substanzfreisetzungswerte in % bei 3, 24, 48,
96,168 und 240h

[0067] Die héchste VEGF165-Freisetzung fir die anionischen Hydrogelmaterialien wurde fiir GB2-UGB3
Type 54 mit 32,8% Proteinfreisetzung erreicht, gefolgt von GB4-UGB3 Typ 56 E50 mit einer Freisetzung von
26,9% nach 240 Stunden (siehe Tabelle 7). Die Ergebnisse zeigen das invers zur Bindung ein niedriger Para-
meter P2 (lokale Ladungsdichte, entscheidend fir spezifische Ladungswechselwirkungen) und ein niedriger
Parameter P3 (und daher hydrophiler anionischer Baustein) die Freisetzung von VEGF 165 verstarkt.

Imunzellmigration in Abhangigkeit der abgestuften Sequestrierung der Substanz IL-8

[0068] Die 1:1 gemischten Prekursorlésungen (siehe Tabelle 5, GB2-UGB3 63 bis UGB1-UGB3 66) werden
auf dem Boden einer 24 Well-Platte pipettiert und mit Teflonfilm abgeflacht, um eine diinne Gelschicht zu
erzeugen, die den Boden der Vertiefung bedeckt. Die Hydrogelschichten werden durch UV-Bestrahlung flr
20 min unter der Sterilbank sterilisiert und mit sterilem 1%igem BSA fiir eine Stunde inkubiert und danach
mit PBS gewaschen. Die Hydrogele werden anschliefend fir 24 h in 850 pl IL-8-Lésung (0, 10 oder 100
ng/ml IL-8 in RPMI 1640 Medium (Gibco, Life Technologies, USA) mit 0,1% BSA) inkubiert. Frisches Vollblut
wird von gesunden menschlichen Probanden entnommen, und das Blut mit Hirudin (Refludan 1 uM (Celgene
Minchen, Deutschland)) antikoaguliert. 200 pl Blut werden nun in hdngende Transwell-Einsatze (8 um, PET,
Merck Millipore) mit der Hydrogel-Schicht und der IL-8-L&sung im Boden eingefiillt und bei 37 °C fir 2 h inku-
biert. Die eingewanderten Zellen werden aus den Vertiefungen entnommen und mit RPMI gewaschen. Fir
die Durchflusszytometrie werden die Zellen mit PE-markierten anti-humanen CD15-Antikérpern (BioLegend,
USA) fir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur gefarbt. Fir jede Hydrogelbedingung wird die Menge der
CD15+ migrierenden Granulozyten auf ein mit RPMI inkubiertes PEG-Hydrogel normalisiert (-ve Kontrolle).

[0069] Eine Strategie zur Behandlung exzessiver Entzindungen, die sich aus vielschichtigen Prozessen
ergeben, besteht darin, Effektormolekiile, wie Chemokine, zu stéren. Wahrend einer Entziindung rekrutieren
und aktivieren Chemokine selektiv Immunzellen, um Krankheitserreger und Verletzungen zu erkennen und
zu bekampfen. Die Uberexpression von Chemokinen kann jedoch zu einem unkontrollierten Einstrom von
Immunzellen fihren, der die Produktion weiterer Entziindungsmediatoren, darunter noch mehr Chemokine,
antreibt und schlieRlich zu einer langanhaltenden oder chronischen Entziindung fihrt. Interleukin-8 (IL-8) ist
fur die Rekrutierung von Imunzellen an Infektionsstellen verantwortlich, trédgt zur transendothelialen Migration
von Imunzellen bei und ist an vielen Entziindungskrankheiten (Gerard et al., 2001, doi: 10.1038/84209) und
chronischen Wunden (Kroeze et al.,2012 doi: 10.1111/j.1524-475X.2012.00789.x) beteiligt. Um eine biolo-
gisch relevante Anwendung der parameterabhangigen Sequestrierung von Chemokinen mittels anionisch
geladenen Hydrogelmaterialien zu beurteilen, wurde die chemoattraktive Funktion von IL-8 in realistischen
Transmigrationsassays unter Verwendung humanes Vollblut als Biofluid untersucht, bei denen spezielle
Immunzellen, sogenannte Granulozyten, bekanntermalien auf die IL-8-Aktivierung durch Chemotaxis wéh-
rend der Entziindung reagieren (REF). Der Zusatz von IL-8 in Kulturmedium, vorinkubiert mit diinnen Hydro-
gelfilmen aus UGB2 und GB2 oder GB7 (Typen 63 und 64) zeigte die Wirksamkeit dieser Hydrogele zur
Sequestrierung von IL-8, was durch die minimierte Transmigration von Granulozyten belegt wurde (siehe
Tabelle 8). Bei zwei biologisch relevanten Konzentrationen von IL-8 (10 und 100 ng/ml) zeigten diese Hydro-
gele im Vergleich zu ihren UGB1/UGB3-Positivkontrolle-Hydrogelen (Typ 66) eine signifikante Hemmung der
Granulozyten-Migrationsaktivitat (Signifikantswert p < 0,0001), siehe Tabelle 8. Tatsachlich war die Anzahl
der migrierenden Granulozyten bei diesen beiden Hydrogelmaterialtypen so niedrig wie bei dem
UGB1/UGB2-Hydrogel, das nicht IL-8 ausgesetzt war (Negativkontrolle), was auf eine beispiellose Kapazitat
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beim Auffangen und Zuriickhalten des IL-8 innerhalb des Hydrogels Uber einen hohen IL-8-Konzentrations-
bereich hinweist.

[0070] Im Gegensatz dazu verringerten GB9-Hydrogelmaterialien die Granulozytenmigration bei 10 ng/ml
nur geringfigig (allerdings nicht signifikant) und bei 100 ng/ml wurde keine Migrationshemmung angezeigt.
Dariiber hinaus zeigte keines der anderen Hydrogelmaterialien basierend auf anionisch geladenen Baustei-
nen einen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der Granulozyten. Die Chemokin-abfangenden
Komponenten GB7 und GB2 innerhalb des sterisch zuganglichen Hydrogel-Netzwerks zeigten eine Uberle-
gene IL-8-Bindung und Granulozytenhemmung, nicht nur wegen der hohen anionischen Ladungsdichte (glo-
bal P1 und lokal P2) innerhalb des Netzwerks, sondern auch wegen der Fahigkeit, die Interaktion des Prot-
eins durch hydrophobe Interaktionen nicht nur elektrostatisch zu stabilisieren, ahnlich der IL-8-Interaktion mit
seinem Rezeptor (IL-8r1) (Clubb et al., 1994 doi: 10.1016/0014-5793(94)80123-1). Diese Befunde stimmt mit
den Vorhersagewerten der Regressionsanalyse Uberein. Die Tabelle 8 zeigt eine Migration von Immunzellen
aus humanem Vollblut und die Reaktion von Blutgranulozyten auf eine IL-8-Lésung, die mit verschiedenen
aus anionisch geladenen Bausteinen inkubiert wurde, relativ zur Zahl der in UGB1/UGB3-Negativkontroll-
Hydrogelmaterialien eingewanderte Zellen ohne IL-8. (Mittelwert £ Standardabweichung, n = 5).

Zellkultur; HUVEC Morphogenese

[0071] Humane Nabelvenen-Endothelzellen (HUVEC) werden, wie zuvor beschrieben (Weis et al., 1991 doi:
10.1016/0049-3848(91)90245-r) isoliert und in Endothelzell-Wachstumsmedium (ECGM; Promocell,
Deutschland), das den Supplement-Mix (Promocell, Deutschland) und 1% Pen-Strep (Sigma-Aldrich,
Deutschland) enthélt, in Fibronektin-beschichteten 75-cm2-Kulturflaschen in einem befeuchteten Inkubator
bei 5% CO2 und 37 °C kultiviert. Nach Erreichen von 80% Konfluenz werden die Zellen mit 0,5% Trypsin-
EDTA-L6sung (Sigma-Aldrich, Deutschland) abgelést, gesammelt, bei 1000 U/min zentrifugiert und bis zur
weiteren Verwendung in geeigneter Dichte wieder ausgesat. Fir alle Experimente werden Zellen der Pas-
sage 2-6 verwendet. Die HUVEC Zellkulturexperimente werden nach Limasale et al. 2020 (Limasale, et al. ,
2020 doi: 10.1002/adfm.202000068) durchgefiihrt. Zur experimentellen Auswertung werden die HUVEC mit
dem zytosolischen Tracer Carboxyfluoresceindiacetat, Succinimidylester (CFDA-SE) (Vybrant® CFDASE
Cell Tracer Kit, Thermo Fischer Scientific, USA) nach dem Protokoll des Herstellers angefarbt, bevor sie in
das Hydrogel eingebettet werden. Der Vernetzer UGB3 und die maleimidierten, geladenen Bausteine GB1-
GB9 werden in HUVEC-Kulturmedium gelést (Tabelle 5, GB7-UGB3 67 bis UGB1-UGB3 69) und das
anschlieBend das adhasive Peptid CWGGRGDSP (cRGD, 990 g/mol) im Molverhéltnis 2:1 zum geladenen
Baustein hinzugefiigt. Danach wird das Polymer-RGD-Gemisch mit VEGF165 (PeproTech, USA) bei einer
Endkonzentration von 20 pg/ml funktionalisiert und das gleiche Volumen HUVEC-Suspension zugegeben.
Mit dieser Losung und UGB3 im Volumenverhaltnis 1:1 werden 20 pl Hydrogelmaterialtropfen auf hydro-
phobe p-Objekttrager als 8-Well-Kammern (lbidi, Deutschland) pipettiert. Nach der In-situ-Vernetzung wer-
den die Gele sofort in das Zellkulturmedium gelegt und am dritten Tag mit einem konfokalen DragonFly
Spinning Disc-Mikroskop (Andor, Oxford Instruments, Vereinigtes Kdnigreich) untersucht. Um das Malf3 der
Bildung réhrenformiger Strukturen in 3D zu quantifizieren, wurden 100 um dicke z-Schichten mit der Software
Imaris (Version 9.2.1, Bitplane AG, Schweiz) unter Verwendung des Filament-Tracer-Moduls analysiert. Mit
einem Schwellenwertalgorithmus wird ein 3D Bild der réhrenférmigen Strukturen aus der CFDA-SE-Zellfar-
bung. Aus diesen Bildern wird die Gesamtflache der Gefalte berechnet.

[0072] Die Ergebnisse der HUVEC-Zellkulturexperimente sind in Tabelle 9 dargestellt. Hydrogelmaterialien
ohne anionisch geladene Bausteine (UGB1-UGB3 69) zeigten eine minimale Zelldehnung. Die Gesamtflache
der réhrenférmigen Strukturen war bei Hydrogelen mit GB7 (GB7-UGB3 67) und GB9 (GB9-UGB3 68) hoher.
Der synergistische Effekt der Wahl der richtigen Hydrogelmaterialparameter ermdglichte eine kontrollierte
Freisetzung des VEGF165, um die HUVEC-Morphogenese und die Bildung von Réhren zu stimulieren.

[0073] Die Tabelle 10 zeigt die Zellkultur von HUVECSs, Reihe 1: Hydrogeltyp, Reihe 2-4: Parameter PO bis
P3, Reihe 6: Oberflache réhrenartiger Strukturen als gewiinschte Zellmorphologie (Mittelwert + Standardab-
weichung, n = 5).

Zellkultur: HK-2 Tubulogenese
[0074] Die Zellkulturexperimente mit HK-2 (humane Nierenzellen-2) werden auf Grundlage von (Weber et
al., 2017 doi: 10.1016/j.actbio.2017.05.035)) durchgefihrt. Die HK-2 Zellen (American Type Culture Collec-

tion, ATCC, #CRL-2190) werden in DMEM/F-12 Medium (Gibco, Life Technology, USA) mit 10% fétalem Rin-
derserum (FBS, Biochrom, Deutschland) und 1% Pen-Strep (Sigma-Aldrich, Deutschland) kultiviert. Das
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Medium fir die 2D- und 3D-Kulturen wird jeden zweiten Tag gewechselt. Die Zellen der Passagen 11-20 wer-
den verwendet und 3D-Kulturen fiir 3 Wochen kultiviert.

[0075] Die Hydrogelbauteile werden in PBS mit 1% Pen-Strep geldst, wobei zu dem in einem Viertel des
Gesamtvolumens geldsten maleimidierten Polymer die HK-2 Zellen (suspendiert in einem Viertel des
Gesamtvolumens) gemischt werden (GB3-UGB3 70 bis UGB1-UGB3 76). Die Zellkonzentration betragt
2,5*106 Zellen/ml, das entspricht 50.000 Zellen/20 pl Gel. Der Vernetzer UGB3 wird in der Halfte des
Gesamtvolumens geldst, beiden Prekusorenldsungen gemischt und 20 ul Hydrogeltropfen auf 6 mm Glas-
scheiben mit SigmaCote® pipettiert.

[0076] Fur die Immunhistochemie werden die Proben zunachst fir 20 min in 4%igem Paraformaldehyd
fixiert, 2x mit PBS gewaschen und anschlielRend immungeféarbt. Die Proben werden mit 0,1% BSA in PBS
mit 0,5% Triton X-100 fiir 1 h blockiert und tber Nacht mit primaren Antikérpern (Maus-anti-B-Catenin, 1:100,
BD Transduction Laboratories, USA) bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0,1 % Triton
X-100/0,1% BSA werden sekundare Antikdrper (Alexa Flour 488 Ziege-anti-Maus, 1:200, Invitrogen, USA)
hinzugegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Fir die Aktin- und Lotus-tetragonobolus-Lektin (LTL)-Farbung
wird wahrend der Inkubation mit den sekundaren Antikérpern Phalloidin Atto 550 (1:50, Sigma-Aldrich,
Deutschland) bzw. Fluorescein-markiertes LTL (1:500, Vector Laboratories, USA) hinzugegeben. Anschlie-
Rend werden die Proben gewaschen und mit dem Farbstoff DRAQ5 (Thermo Fisher Scientific, USA) 20-30
min inkubiert. Die Fluoreszenzaufnahmen werden mit dem konfokalen DragonFly Spinning Disc-Mikroskop
aufgenommen. Zur Quantifizierung der Anzahl und Léange der gebildeten Réhrenstrukturen werden nach der
Fixierung der Zellen von jedem Hydrogel einphasige 4x EDF Kontrastaufnahmen gemacht. Alle Zellverbande
auf den aufgenommenen Bildern werden mit der Software Image J ausgezahit. Die Kolonien werden in runde
Spharoide, stachelige Spharoide oder rohrenférmige Strukturen kategorisiert. Sie werden als réhrenférmig
betrachtet, wenn ihr Verhaltnis von Lange zu Durchmesser groRer als 5 ist. Falls eine Kolonie mehrere Aus-
stlilpungen / réhrenférmige Auswiichse hat, wird die Langste fir jede Kolonie ausgewertet, der Rest wird ver-
nachlassigt. Da der Durchmesser entlang der Tubuli variiert, werden zwei bis drei Bereiche gemessen und
gemittelt. Die Anzahl der gebildeten réhrenartigen Strukturen wird als Prozentsatz der Kolonien, die Tubuli
bilden, bestimmt. Die absolute Tubuluslange aller tubuldren Kolonien wird mit der Image J-Software ausge-
wertet.

[0077] Um mdogliche Anwendungen von Hydrogelen auf Basis von anionisch ionisierbaren Bausteinen in
dreidimensionalen in vitro-Gewebemodellen zu demonstrieren, wurden HK-2-Zellen in 3D als ein menschli-
ches Nierentubulogenese-Modell kultiviert. HK-2-Zellen sind eine humane renale proximale Tubuluszelllinie,
die unter glinstigen Matrixbedingungen polarisierte Réhren bilden kann. Wir haben bereits friiher tber star-
PEG-Hep-Hydrogele als robuste, einstellbare Matrix berichtet, die die proximale Nierentubulogenese stimu-
liert und roéhrenartige Strukturen mit der gleichen Morphologie und Architektur bildet, vergleichbar mit
menschlichen Tubuli in vivo (Weber et al., 2017 doi: 10.1016/j.actbio.2017.05.035).

[0078] Zur Untersuchung und Optimierung der Hydrogelmaterialeigenschaften basierend auf den anionisch
geladenen Bausteinen fiir die Nierentubulogenese wurden die drei Polymere GB7, GB3 und GB4 ausge-
wahlt. Der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen der Polymere (2, 20 und 100 %) innerhalb der maleimi-
dierten Bausteine des Hydrogelmaterials wurde ebenfalls getestet. Die verschiedenen anionisch geladenen
Bausteine wurden mit UGB3 vernetzt, um eine zellresponsive Umstrukturierung der Matrix Uber zellsezer-
nierte Enzyme, den sogenannten Matrixmetallopreteinasen (MMPs) zu ermdglichen. Die abbaubaren Hydro-
gelmaterialien wurden so eingestellt, dass sie eine dhnliche Steifigkeit von 500 Pa aufweisen. Als Positivkon-
trolle wurden, wie bereits berichtet (Weber et al., 2017 doi: 10.1016/j.actbio.2017.05.035), GB9-UGB3-
Hydrogele verwendet, wahrend das nicht-sulfatierte UGB1 mit UGB3-Hydrogelen als Negativkontrolle einge-
setzt wurde. Die Kolonien wurden hinsichtlich des MaRes der Tubulogenese und durchschnittlicher Réhren-
lange ausgewertet, indem die Kolonien gezahlt und nach ihrem Stadium der Tubulogenese (runde Spha-
roide, Spharoide mit Fortsatzen (,stachelige Spharoide“) oder rohrenférmige Strukturen) kategorisiert
wurden. Als réhrenférmige Strukturen wurden die Kolonien klassifiziert, wenn ihr Verhaltnis von Lange zu
Durchmesser 5:1 oder héher war.

[0079] GB9-Hydrogelmaterialien zeigten durchschnittlich 13+7% tubuldre Kolonien, wahrend UGB1-UGB3-
Hydrogele erwartungsgemaf keine Tubulogenese férderten und keine tubuldren Kolonien beobachtet wur-
den. Vergleichbar mit GB9-Hydrogelen zeigten GB7 (mit 2% der maleimidierten geladenen Bausteine, GB7-
UGB1-UGB3 74) und GB3 (mit 100%, GB3-UGB3 70) die tubuldren Kolonien von 19+8% bzw. 14£11%. Inte-
ressanterweise fihrt eine hdhere GB7-Konzentration als 2% innerhalb der Hydrogelmaterialien zur Apoptose
von HK-2-Zellen, was darauf hindeutet, dass der GB7 bei hoheren Konzentrationen eine hohe Affinitat zu

18/38



DE 10 2020 131 536 A1 2022.06.02

essentiellen Proteinen in den Kulturmedien hat, die die Proteine auffangen und so den Zellen lebenswichtige
Nahrstoffe entziehen. Das hoch sulfonierte Analogon von GB3 ist GB4, dessen Hydrogelmaterialien nur eine
geringe Tubulogenese sowohl bei 100%iger (GB4-UGB3 72) als auch bei 20%iger Konzentration (GB4-
UGB1-UGB373) (4+7% bzw. 2+3%) aufwiesen, was darauf hinweist, wie wichtig es ist, die Ladung der Matrix
anzupassen, um die Nierentubulogenese zu kontrollieren. Einige Erkrankungen wiesen sogar Strukturen auf,
die der Morphologie des proximalen Tubulus in vivo dhnelten, wobei die HK-2-Zellen Spharoide mit Lumen
bildeten, die entlang der basolateralen Membranen ?-Catenin exprimierten. Bei den vielversprechendsten
Matrixbedingungen, GB9 (GB9-UGB3 75)- GB7 2% (GB7-UGB1-UGB3 74) - und GB3 100% (GB3-UGB3
707?)-Hydrogelmaterialien, war die durchschnittliche Réhrenlange mit 140, 176 bzw. 173 um vergleichbar.
Die réhrenartigen Strukturen des anionisch ionisierbaren Hydrogelmaterials banden sowohl an das proximale
tubulusspezifische Lotus-Tetragonolobus-Lectin (LTL) als apikalen Marker als auch an 3-Catenin als basola-
teralen Marker und bestatigten damit, dass die réhrenartigen Strukturen in den Hydrogelen ihren differenzier-
ten Phanotyp und ihre Polarisation in der berichteten 3D-Kultur beibehielten. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die anionisch geladenen Hydrogele eine glinstige Matrix fir die Nierentubulogenese boten, ver-
gleichbar mit dem gut etablierten Hydrogelmodell auf Heparin-Basis, und polarisierte Tubulusstrukturen mit
ahnlicher Morphologie und Architektur erzeugten.

[0080] Die Tabelle 11 zeigt Ergebnisse einer Zellkultur von HK-2-Zellen, Reihe 1: Hydrogelmaterialtyp,
Reihe 2-4: Parameter PO bis P3, Reihe 6: Runde Spharoide in %, Reihe 7: Stachelige Spharoide %, Reihe
8: Réhrenférmige Strukturen in %, (Mittelwert £ Standardabweichung, n = 5).

Statistische Analyse

[0081] Alle Statistiken wurden mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.) durchgefiihrt. Alle Werte
werden als Mittelwert + Standardabweichung fir mindestens drei unabhangige Stichproben angegeben.
Wenn angegeben, wurde die statistische Analyse mit einer einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) durchge-
fuhrt, gefolgt von einem Tukey-Post-Hoc-Test mit einem Konfidenzintervall von 95%.

Tabelle 1-1
Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der
Bau- M Malei- anioni- anionischen P2
Geladene und unge- | steine . . P3 *10-3
. . [g/m midgr schen Gruppen mit | [mmol/(
ladene Bausteine Abkiir- [1/A2]
2un ol ] uppen Gruppen pKa<2.5 g/ mol)]
9 [1/mol] [1/mol] [1/mol]
Poly(Acrylséaure-
co-4-acrylamidome- GB1 1910- 12 149 16 0.9 0.9
thylbenze n-sulfon- 0
saure) 9:1
Poly(Acrylséaure-
co-4-acrylamidome- GB2 2990- 12 149 80 2.8 21
thylbenze n-sulfon- 0
saure) 1:1
Poly(Acrylsdure-co- 1810-

Acrylamidoethansul- GB3 12 149 16 1 0,8
fonsaure) 9:1

Poly(Acrylsdure-co- 2500-
Acrylamidoethansul- GB4 12 149 80 3,4 -3,8
fonsaure) 1:1

Poly(Acrylsaure-co- 1840-
Acrylamidoethan- GBS 12 149 16 0,9 0,7
hydrogensulfat) 9:1

Poly(Acrylsaure-co- 2620-
Acrylamidoethan- GB6 12 149 80 3,2 -2,5
hydrogensulfat) 9:1
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Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der
Bau- |y | Malei- | anioni- | anionischen | P2
Geladene und unge- | steine . . P3 *10-3
. .. [g/m midgr schen Gruppen mit | [mmol/(
ladene Bausteine Abkiir- [1/A2]
zun ol ] uppen Gruppen pKa<2.5 g/ mol)]
9 [1/mol] [1/mol] [1/mol]
Poly(4-Styrensulfon- 2110-
saure-co-Malein- GB7 0 9 199 70 3,8 4,5
saure) 1:1
Tabelle 1-2
Poly(4-Styrensulfon-
saure-co-Malein- GB38 21100 9 142.8 92 4,5 6,8
saure) 3:1
Heparin GB9 15000 7 87.6 67.6 4,5 -5,9
4-Arm-Polyethylen-
glykol, maleimidter- UGB1 10000 0 0 0 0 -2.82
miniert
4-Arm-Polyethylen-
glykol, thiolterminiert UGB2 10000 0 0 0 0 -2.82
4-Arm-Polyethylen-
glykol, terminiert mit
einer enzymatisch UGB3 15600 0 0 0 0 /
spaltbaren Peptidse-
quenz (Cystein)
Tabelle 5-1
Bedingungen bei der Bildung der .
Hydrogele Hydrogeleigenschaften
Relativer . c(GB,
Hydrogeltyp | ¢B) | & ¢ ¢ Quellungs- m%%if?lga] nach | pg | pi
(UGB1) | (UGB2) | (UGB3) grad Quel-
[umol/ [umo | [umo
[umol/m | [umol/m | [umol/m lung)
ml] I/ mi] | I/ mi]
1] J 1] MW | SD |Mw | sD [ [umol-
ml]
GB1'UG%§ 2 0 1,5 0 2,1 00 | 1,2 ]| 0,2 0,93 42,3 | 15
GB1'UG%§ 1,8 0 1,8 0 1,7 001129 03 1,08 48,7 | 17,2
GB1'UGBO§ 1,3 0 2,7 0 1,2 0.0 | 9,1 1,3 1,11 50,3 | 17,8
CB2-UGR21 14 0 11 o | 21|01 |o6| 01| 067 |305]539
GB2-UGI3§ 1,3 0 1,3 0 2 03 15| 04 0,67 30,4 | 53,8
GBZ'UG%E 1,1 0 2,1 0 1,2 0,2 | 56| 24 0,87 39,2 | 69,3
GB3'UGBO$ 2,1 0 1,5 0 2 01115 02 1,01 45,7 | 16,2
GB3-UGB0§ 1,9 0 1,9 0 1,5 0,1 1] 3,1 10,1 1,23 55,8 | 19,7
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Bedingungen bei der Bildung der .
Hydrogele Hydrogeleigenschaften
Relativer . c(GB,
Hydrogeltyp [ ¢(GB) c c c Quellungs- m%%if?lf;a] nach | pg | pi
(UGB1) | (UGB2) | (UGB3) grad Quel-
[umol/ [umo | [umo
[umol/m | [umol/m | [umol/m lung)
ml] Vi) | 1/ mi]
1] 1] 1] MW | SD |Mw | sD [ [umol-
ml]
GB3-UGI(?;§ 14 0 2.8 0 11 | 02 [101] 09 | 1,22 |551] 195
GB4-UG?§ 16 0 1,2 0 22 |1 01]05| 02 | 074 |337]596
GB4-UG|ﬁ 15 0 1,5 0 1,7 101 [15] 02 [ 09 |[408] 721
GB4-UG|?§ 1,2 0 2.3 0 12 (02| 6 | 1,1 | 094 [424] 75
GB5'UG?§ 2 0 1,5 0 22 | 00|03 o 092 |41,8| 14,8
GB5-UG?2 1.9 0 1,9 0 16 101 | 1] 01 | 1,14 |515]182
GBS-UG?Z; 14 0 27 0 13 |02 (36| 1,6 | 1,08 | 49 | 173
GBG-UGE1‘§ 1,6 0 1,2 0 21 [ 01 |14| 02| 075 |341|604
GBG-UG?? 15 0 1,5 0 1,7 101 |27]| 03 | 085 |384]678
GBG-UG% 1.1 0 2.3 0 12 100 ]| 9| 15 0,95 | 428|758
GB7'UG?§ 1.8 0 1,4 0 25 0203 o 074 |44.2 | 518
CBT-UGB21 47 0 17 o | 17|00 2| 04| 099 |591|695
Tabelle 5-2
GBT-UGB2| 43 0 26 0o | 14 |o02|51| 15| 094 |561| 66
CBE-UCB2| 18 0 14 0 2 |00 |06| o | 089 [382]|838
CBE-UGB21 17 0 17 0o |15 | 00]|09| 02| 115 |493] 106
GBE-UGB2| 13 0 26 o | 11|00 |53 05 | 117 |502 |1061
CBI-UCB21 23 | 0 18 o |15 |01 |a7| o | 157 |41.4 1064
CB9-UGB21 51 0 2.1 0 13 | oo | 4 | 01| 163 | 43 | 110
GBg'UG? 15 0 3 0 11 | 00 | 15| 1.3 | 134 |354] 904
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GBs'UGgg 1,46 0 1,46 0 16 | 00 | / / 093 | 40 | 84,1
GB8-UGB1-
ugB2 29| 034 1,34 1,68 0 15 | 00 | / / 023 | 98 | 206
GB8-UGB1-
ugB230| %03 | 149 | 152 0 11 | 00 | 7 / 003 | 1,2 | 25
GB7'UG§f 1,52 0 1,52 0 1.6 | 01| / / 0,93 |558]| 70
GB7-UGB1-
ugB2 32| 934 1,34 1,68 0 1,3 | 00 | / / 0,26 | 15,5 | 19,5
GB7-UGB1-
ugBz2 33| 203 | 149 | 1.52 0 13102 7| 1 002 | 14 | 17
GBZ'UGﬁi 1,05 0 2,11 0 1,4 | 00| / / 0,76 | 33,9 | 60,7
GB2-UGB1-
ugB2 35| 934 | 134 1,68 0 11 |01 | / / 0,31 | 14,1 252
GB2-UGB1-
ugB236| 903 [ 149 1,52 0 1,2 o1 | / / 003 | 11| 2
GB1'UG§§ 1,81 0 1,81 0 2 | oo | / / 089 | 338|121
Tabelle 5-3
GB1-UGB1-
ucB2 38| 0% 1,43 1,68 0 11 (o2 | 7/ / 023 | 95 | 34
GBG'Uegg 1,14 0 2,28 0 1,1 [ 02| / / 1,01 | 45,1 | 80,8
GB6-UGB1-
ugB2 40| 934 1,34 1,68 0 11 | 00 | 7/ / 031 |142| 254
GB6-UGB1-
ugB241| 903 | 149 [ 152 0 12 | 01 | / / 003 | 11| 2
GBS'UG% 1,57 0 1,96 0 214 o2 | 1| 074 |331] 11,9
GB5-UGB1-
ugB243| 923 | 13 [ 152 0 14 | 00 | / / 016 | 7.4 | 2,6
GB4'UG'ﬁ 117 0 2,34 0 15 | 01 | / / 08 |357]639
GB4-UGB1-
ugB2 45| 934 1,34 1,68 0 14 | 00 | 7/ / 024 |106 | 19
GB4-UGB1-
ugB2 46| 903 [ 149 1,52 0 11 102 | / / 003 | 12 | 22
GB?"UGE? 1,58 0 1,97 0 21 | 01| / / 074 |329]| 118
GB3-UGB1-
ueB2 48| 023 1,3 1,52 0 1,2 | 0.0 / / 0,2 89 | 3,2
GBQ-UG% 1,24 0 1,24 0 14 | 02 | / / 0,86 | 22,5 | 57,9
GB9-UGB1-
ugB2 50| 938 [ 1.14 1,52 0 15 | 01 | / / 026 | 6,9 | 17,7
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B ooy | 005 | 148 | 1,52 o |16 ]oo| /| 7/ | 003 [08] 2
UGBTUGR21 o | 185 | 155 o |11 oo | /| v 0 o | o
Tabelle 5-4
CBIUGRZI yg1 | 0 | 181 o |17 | o | /| 4 11 | 49,7 | 17,6
GB2-UG§Z 1,06 0 2,11 0 110 0 | 1| 1,01 | 455 | 80,8
CBIUCB2) qes | o | 188 | o |18 | o | /| 1 | 134 | 60 |215
CBaUCB2) y3s | o | 277 | o |14 | o | /| 1 | 095 |425]|76
CBS-UGBZ) qgs | o | 186 | o |14 | o | /| s | 103 |462] 165
CBOUCBZY e | o | 228 | o |15 | o | /| 1 | 101 |451]807
GBT-UGB2) 39 | o | 139 | o |1 | o | /| 1 | 128 |761]|0956
GBI SR, 034 | 194 | 22 o | 15| o | /| s | 028 [135][172
CBILSBY| 004 | 198 | 202 o |14 o | /| 1 | 003 | 17|22
CBI-UGR2| 49 | 0 1,49 o | 19| o | /| s | o078 |207]509
CBOUCB2l o | 202 | 202 | o || 0 | /| 4 0 o | o
CBZUCR2| ya2 | o | 132 0 2 |03 |15| 04 | 067 |304]|538
CBT-UGB2| 47 0 17 o |17 00| 2| 04| 099 [591]695
CB-UCB2| 234 | 0 175 o | 15|01 |37 o | 157 |414 10861
UeBT-UGBZ o | 202 | 202 | o || o | /| 4 0 o | o
GB7-UGBB_3, 003 | 1.2 0 12 [ 13 ] 0 | / / 002 | 11|13
CBO-UGBS | 15 0 0 13 [ 15 01| /| / | 09 |262]67,2
UeBI-UGBS | o 12 0 12 [ 13 o | /| 0 0o | o
CBIUGBS| 13 0 0 13 [ 25|05 | /| / | os1 | 23 |41,2
Tabelle 5-5
B | 033 | 13 0 17 | 18 fo02| /| 7 | 019 [84] 3
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GB4'UG'.3,2 0,75 0 0 1,9 1,2 0 / / 0,63 | 28,1 | 10,1
GB4-UGB1-

uB3 73| 033 1,3 0 1,7 19 [ 03| 7/ / 017 | 76 | 27
GB7-UGB1-

UGB3 74 | 0025 1,2 0 1,2 1,3 0 / / 0,02 11| 1,3
GBg'UG'?,g 1,5 0 0 1,3 1,5 | 0,1 / / 0,99 | 262|672
UGB1'UG'?,2 0 12 0 12 |13 o | /| 4 0 o | o

Tabelle 6-1
GB8- | GBS- GB7-
Hydrogel- Sgg; UGB1- | UGB1- Sg’;z UGB1-
typ 28 UGB2 | UGB2 31 UGB2
29 30 32
PO
[umol/mi] 40 10 1 56 15
P1
[umol/mi] 84 21 2 70 19
P2
[pmol/mi] 5 5 5 4 4
P3 *10-3
[/A?] 7 7 7 3 3
Stoff-menae Sub- Substanzaufnahmewert [%)]

in 2000 | "B protein | St2n | Pp 10 M M M M M

file zklas- 1/A2 - - - - -

[umol] 1 [1/A%] w ISPl w ISPl wlISP|w|SP|w |SP

192 . 99. 92. | 10. | 83. 97. 95.

1,04E-08 S Eotaxin 2073 > 0.1 0 0 5 0.8 5 3.0 0 0.8

88. 78. | 10. | 60. 80. | 18. | 66.
2,60E-08 | Iv9 | IP10 1536 11156 5| 7 (408 | g |8 |33
1a1 98. 84. | 14. | 60. 95. 87.
2,88E-07 5 SDF1 A 1139 > (01 4 19| 5|93 g [46] 5|19
7.06E-08 | 19| mcp1 1083 9-100[% 144|228 68|21
m 5 6 2 0 3
85. 73. | 14. | 41. 81. | 12. | 64.
2,19E-08 | 1bfg | FGF2 942 o 1 a4 e 130 5| 4] 0|8
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GB8- | GBS- GB7-
Hydrogel- Sggi UGB1- | UGB1- Sgéz UGB1-
typ 28 UGB2 | UGB2 31 UGB2
29 30 32
PO
[umol/mi] 40 10 1 56 15
P1
[umol/mi] 84 21 2 70 19
P2
[pmol/mi] 5 5 5 4 4
P3 *10-3
[IA2] 7 7 7 3 3
1ud 94. 82.|13. | 65. 88. 81.
1,81E-08 1 | Rantes 521 1103175 6| 1[99 g [66] |16
1bt 10- 97. 79. 98. 97.
5,98E-08 o bNGF 350 00/00] 8129 5 128|509 g |05
1bb- 91. 77.|14.|45.[13.|87. | 10. | 68.
9,60E-08 o IL-4 ] 315 > 1105 4l sl 11 210l 0 |40
. 96. 91. 67. 93. 81.
421E-08 |3i18| IL8 247 2106|554 g |21 5 (445 |18
4hg- | PDGF- 10- 93. | 10. | 70. 90. | 10. | 84.
3,45E-08 y bb 175 00l 5 a1 11578 | 4l 2|18
am- 92. 83. | 10. | 58. 82. 62.
4,39E-08 g Gro-a 128 a1 A s 57 e |88 o |28
78. 61.]10.[39.|12.]69. [ 11.] 38.
5,70E-08 | lalu IL6 31 a1l e [ a4 ls 2|44
2h2 88. 77. 46. 81. [ 12. | 49.
1,68E-08 4 IL10 27 4 |13 57656, | 5| 5|62
87. 75. 25. 79. | 13. | 40.
6,08E-08 | 1tnf | TNFa c -44 o [01] g |74 225 | 5| o |38
90. 86. 64. 75. | 15. | 74.
9,21E-08 | leku | IFNg -83 el P sl (7 IRl TN ol IRl I I -
VEG 79. 78. 54. 73. | 21. | 60.
1,91E-08 / F165 -128 A 104177025 4| e |05
160E-08 | 31bi| IL1B asa %0 11.7]|%% 35 00]00|% [43[00]00
29- 43, 48. 21. 25. 10.
1,18E-07 —f | GMCSF | D -394 5137 o [44 5 |96 [49] o |37
5,44E-08 | 1j9 | EGF -814 B 14714 117|% o2]51]02]53] 1
5 8 0 2
Tabelle 6-2
GB7- GB2- GB1- GB6- GB6-
UGB1- &Béz UGB1- UGGBBZ1'_ L?géz UGB1- | GB6- | UGB1- | UGB1- | GBS-
UGB2 34 UGB2 | cm23s| 37 UGB2 (UGB239| UGB2 | UGB2 |UGB2 42
33 35 38 40 41
1 34 14 1 34 10 45 14 1 33
2 61 25 2 12 3 81 25 2 12
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GB7- GB2- GB1- GB6- | GB6-
UGB1- Sc?éz UGB1- UGGBBZ1'_ UGG‘BQZ UGB1- | GB6- | UGB1- | UGB1- | GBS-
UGB2 34 UGB2 | ~coze| 37 UGB2 (UGB239| UGB2 | UGB2 (UGB2 42
33 35 38 40 41
4 3 1 1 3 3 3 1
3 2 2 2 -2 -2 -2 1
Substanzaufnahmewert [%]
M- M- M- M- M- M- M- M- M- M-
w1SPlw ISP wisP| w (ISPl w!SP|wl[SP|w|[SP|wlSP|w!|SP|w |SP
71. 92. 95.| 1. | 77. 90. 81. 97. | 0. | 97. 84. 87.
A 119 g 118 5 sl 0 123 6 |43] 5 |92] 5 | 39| 7 |06] 5 [31] 5|18
45. 58. 64.| 4. | 42. 63. 53.|26. | 67. | 4. | 67. 32. 53.
0 128 6 173 5 larl 0 11713193 0 19| alos| 7138 5 |40] 5 |56
29. | 13.| 90. 88. 22. 53.129.[15.]10.]| 90. | 3. [85. 14. 58. | 10.
716 |5 |37 |"]| 8 |%® s|o|2]|a|2]|55]3|*"|4a]|%9]s
54. 84. 73.| 3. | 44. 79. 13.[12.| 85. | 4. | 68. 78.
s (23] 757146 6 las| 8 290 9 183| 6 | a1 las| s |15]00[68] ;|32
31. 56. 45.| 7. | 25. 47. 27. 58. | 1. | 46. 41.
51265 (60| 5 | 05| 8 [32] 47|78 g |65] 1 |22 5 |63]99]|96] , |68
29. | 12.| 87. 88.| 1. | 47. 64. | 18. 10. | 89. [ 2. | 87. 51, 45.
ol s 12 5 711 5198 4| 4 (83| 5|3 |72 1|13 7|69 57 |89
59. %4. 9%4. 61. 87. 68. | 13. | 84. 73. 37. 71,
4 |10 g |16 g |11] 53|66 g |64] 4| g | g |83] 5|09 |09] 5|23
73. 55. | 8. 55. | 16. 78.| 8. | 51. 48. | 11.
23[58| 16577 050043 g | 5 [00]00] | 5|, 1-8]00]34] S|
46. 87. 66.| 2. | 35. 75. 21.|11.| 87. | 4. | 68. 18. 73.
0 1561 17137 5 1ax |8 133 41880l ol 2 |an| s [19] 6 [24] o |43
40.(31.|73.], 5 [84.] 3. [34.118.(64.|16.[67.|13.|72. | 6. 58.|25 [16.|18.|59. | 30.
g3 |2 |1 |71 |2]2|9|2]4|6|a|2|0|8]2|[0]0
27. 75. 49.| 4. | 34. 43. | 19. 10. | 80. [ 10. | 60. 26. 38.
6 1821837 1756 159 1| 1190 6| 3|4 |38] 5|48 |75
1. 33. 22. 18. 27. 20. 13. 23.
0 |28, 54| g |51|93 (84| 7 |6.1(36|75[ % [88| |24 57|14]% |83
1. 55. 32.| 6. 17. 33. ] 3. [11.] 11 17. [ 11
4 |79 0 (46|75 | 76|56 [60] 5 |77[00(27 | | a5 | 2 0.0 341 7|
66. 49. 60. 35.|27.|44. | 4. | 26. 46. | 11.
0.0(53 (7, |43 1600477797 5| g | 55| 4 [22]00]33] % |
48. 65. 54.| 2. | 50. 73. 67.|19. | 76. | 4. | 64. 38. 70.
1110 5 80 as ] 0 1891 S 84 0l 5|5 5116 (324 |10 o [ 19
40. 50. 51.| 4. | 33. 57. 41. 41.] 3. |32, 16. 56.
6 12553165 8 | 39| 2 [40] 37|78 5 |68] 1 |20 6 |46] 5 |50] g |36
0.0 0.0 354' 41(0.0( 0 |00(00]|00[{0.6[00]|29 35' fé 0.0(0.0/0.0{0.0(0.00.0
11. [ 12. | 10. 16. | 4. 14. 10. [ 10. | 14. 11. 11.
ol 118128 5100|4654 0143 0|0l 6 |53 6 [13] 4 |48]95]|63
1.8(3.1]0.0|65(57 gé 11[42]0.0(15[00|35]|6.0 ;4 2.3|32(46|50(85 |44
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Tabelle 6-3

GB5- GB4- | GB4- GB3- GB9- | GBO-

UGB1- Sgg; UGB1- | UGB1- Sggz UGB1- Sgg; UGB1- | UGB1- | UGB1-
ez | YSP? | ues2 | uee2 | YSP? | uee2 | Y$P? | uee2 | ucB2 | ueBzs2
43 45 46 48 50 51

7 36 11 1 33 9 23 1 0

3 64 19 2 12 3 58 18 2

1 3 3 1 1 5 5 0

1 4 4 4 1 1 6 6 6 3

Substanzaufnahmewert [%)]

M- M- M- M- M- M- M- M- M- M-
W lso W so| W |sofw sl sofw ol sl |so||so|| so
73. 90. 9. 67. 93. 72. 93.| 3. |94, 70. 32.
oleo| % (23] % |21 O |13 % (36| F 28] % | 55 % 24| o 21| % | 04
43.| 11. | 48. 50. | 13. | 36. 65. | 14. | 43. 61.| 6. | 5. 43,

S o0 |20 T3 [ | O | T s [0 | 2 | % | 76| %Y 66| 85| 103
10. | 10. | 51. 63. 16. | 23. | ss. 12. | 12. | 79. [ 10. | 74, 14. | 10. | 22.

bl I R Y Rl ¥ R ol Il 10N ol Il ROl ol IO X1 gl ROl o IEECW
22| 16. | 71. 55. 86. 23 [ 14. [ 79.] 2. | 71. 11,
210 T 54| 9 |58 a0 |ag | a2 || T | D o [T |46 |95 |27 | 56
13, 33. 43, 56. | 16. | 13. 58. | 3. | 49. 22.

Sla2| % o7 | % (14|53 |s2| % |10 | 2 (27|50 | 2| %) (00| %% [15]43] 40

57.|13. | 73. 27. 78. 20. | 75.| 8. | 70. [ 11. | 25. 24,

0030|5717 59| 2T |50 |7 (8407 |0|| e | o | o |5 6| % | 67
46. 64. 55. 30. 83. | 10. | 43. 85. | 7. | 4. 40. 12,

O ao|% 70|52 (46|50 48| % | "0 (433 % | T % 83| | 78| "2 | 90
37. | 11. | 24, 60. | 17. 11. | 69. | 11. | 60. | 13. 25,
0.0{00 |3 11112 les]0o]es| % | oo D% o [0 S [o0] 91| | 125

10. | 13. | es. 43, 13, 81. 16. | 14. | 81.| 5. [ 75. 15,
S % es | e | e | [aa | e 0] 2 | o 53 |57 | 13| ]|
aa.|, o [60. ], o [45.[3a. [ 11.[14. |58 [ 24 [36.[15. [ 7a.| 5. [51. [ 21. [ 50. [28.[ 13|
5 1201 5 (70 o1 lol 7|1 |l2|73]|3|ot|alol3|o|1]|?
48. 30. 23. [ 17. | 55. | 14. | 15. [ 17. [ 65. | 10. | 59. | 10. | 12. 1,
78|95 | 80| 52|20 | 1750 10| O |11 00 T4 0010 12 3 | 10 | 102
20. 16. | 10. | 31. [ 12. [ 12, 45.| 7. | 26. 15,
40|64 )90|54 |2 (28] " 12201212180 |0 T 120 92| 1> 41 |70] 6.1
00|00lo1|51]79]93]0143 1:" 122' 0008 5;" 6.9 3?' 7591|6351 a7
13, 10. | 20. 14. | 29. | 76. 17, 57.| 6. | 4s. 19, 22.
00| S 7|2 o || B T e | 63| | 2 | Y0 33| Ty 68| % | 202
62. | 14. | 67. 60. 28. 78.|10. [ 61. | 10. | 68. | 5. | 66. 37.
2O 53 | % 23 |20 |27 [ TS T O T O | D (O | 7 || 22| 4| 26
36. 45, 43. 22. 72. 37. 48.| 2. | 38. 34.
o143 | 67|53 |2 12| 5 foa |3 25| | 2 | % 84| % (37|65 65
17. | 11. 46.| 4. | 45.
0.0{00 || "3-]00fo0]00]00f00|8s6|00]00| S| S |*]s6[00]00|83]| 28
18, 10. | 18. 19.] 7. 15,
12(40|42]64| "> a3)03| ") |2 (asle0]|13| )| L [o5|78] > |35]60] 31
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Substanzaufnahmewert [%]

10. | 12. 5. 10.
0.0|1.9(0.0(4.1|9.8(47|1.1]08| ;| 77|33[3.1[41]| 5 |00(58| "|12[00]| 0.0
Tabelle 8
Hydr- | GB1- | GB2- | GB3- | GB4- | GBS- | GB6- | GB7- | o7 | OBT- | Gao.
oge | UGB2 | UGB2 | UGB2 | UGB2 | UGB2 | UGB2 | UGB2 | joro | ygg2 | YGB2
Ityp 53 54 55 56 57 58 59 62

60 61
PO
[umol/ | 49.7 455 60.0 425 46.2 45.1 76.1 13.5 1.7 20.7
m
P1
[umol/ | 17.6 80.8 21.5 76.1 16.5 80.7 95.6 17.2 2.2 50.9
m
P2
[umol/ | 0.9 2.8 1.0 3.4 0.9 3.2 3.8 3.8 3.8 4.5
m
P3*
10-3 2.0 2.1 0.8 -3.8 0.7 2.5 3.5 3.5 3.5 -5.9
[1/A2]
Zeit | M-|S-|M-|S-|M-|S-|M|S-|M-|S-[M-|S|M|S-|M-|S|M|S-|M-|c
] (w|pflw|p|lw|D|w|D|W|D|W|D|W|D|W|[D|W|[D]|W
3 |[25]08|03|01]29(1.2]|35([22|1.3| 0 |09]|0.8|1.3]05(02]| 0 [05]0.1|06]0.6
24 |66|26/06/0.3 216 017 79las|35]08|15| 1 |a7|1.7|3.1[15(33]09]1.7]1.1
1- 1- | 1- 1-
48 |, |6.8[1.6]07|26|,,|gs[56],5]43(25[1.3(59(23]|3.9(1.7(47|1.1]19]|1.2
96 I- 8 [2.3] 1 ol D s 54|16 [23|26(|1.3|71]|25|45(18]|57|11| 2 |1.2
8.2 ' 0137133 el Bl Il L bl Bl IRERl INabl I '
168 - 8.1[26(1.1 3- 14 . 5.8 Ly 56(27|13|79|25(49|21]6.4|1.7|2.1]1.3
o4|81]26[11] 5 59|58|g5|56]27|13]7.9|25(49|2.1|64|1.7|2.1]|1.
240 |20|82|28[13|3 |12 |6 |%|68l27]13]|86]|28|53]21] 7 [1.7|25]1.4
2128(13| 5514569 05|68|27(13(86|28|53|2
Tabelle 11
GB3- GB4- GB7-
Hydrogeltyp GB3;‘;GB3 UGB1- uggg}z UGB1- UGB1- GBg;L;Gm U%%T‘/-s
UGB3 71 UGB3 73 | UGB3 74
PO [umol/ml] 23,28 8,47 28,43 7,72 0,83 27,86 0
P1 [umol/ml] 8,23 2,99 50,28 13,66 1,44 67,6 0
P2 [umol/ml] 0,96 0,96 3,39 3,39 3,75 4,51 0
P3 *10-3 [1/A2] 0,81 0,81 -3,78 -3,78 3,48 -5,91 -2,82
MW | SD |[Mw | sSD|[Mw|sSD|Mw ]| SD|MW| SD |MwW | SD | MW | SD
Typ 0: Runde
Sphiroide 57 | 15| 8 | 2 [69 |18 | 71| 13|60 | 11| 40| 16 | 94 | 6
[%]
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MW | SD|MW]| SD (MW ]| SD (MW | SD MW | SD | MW | SD | MW | SD
Typ1: Stache-
lige Spha- 29 10 11 3 27 13 27 12 21 9 47 16 6 6
roide [%]
Type 2: R6h-
renformige | ., |y | 4 | 2 | a | 7| 23|19 8|13 7 ]0] o0
Strukturen

[%]
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Patentanspriiche

1. Konfigurierbares Hydrogelmaterial zur Sequestrierung von Substanzen in das Hydrogelmaterial und
Abreicherung der Substanzen in einem Biofluid und/oder Freisetzung von Substanzen aus dem Hydrogel-
material in das Biofluid und Abreicherung der Substanzen in dem Hydrogelmaterial, das Hydrogelmaterial
basierend auf mindestens drei nukleophile Gruppen tragende, unter physiologischen Bedingungen anio-
nisch geladene Bausteine, sowie ungeladenen Bausteinen, welche mindestens zwei zur Reaktion mit den
nukleophilen Gruppen geeignete elektrophile Gruppen aufweisen, wobei die geladenen und ungeladenen
Bausteine vernetzt sind zu einem Polymernetzwerk, erhaltlich durch Reaktion der nukleophilen und der
elektrophilen Gruppen, wobei die Zusammensetzung des Hydrogelmaterials anhand von drei die anioni-
schen Bausteine definierende Parameter, ausgewahlt aus einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2, P3,
konfigurierbar ist, wobei der Parameter PO einem Wert aus der Anzahl der ionisierten, anionischen Grup-
pen, unter Annahme einer 30%igen lonisierung aller anionischen Gruppen, je Volumeneinheit des unter
physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parameter P1 einem Wert
aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Volu-
meneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials entspricht, der Parame-
ter P2 einem Wert aus der Anzahl stark anionischer Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als
2,5, je Wiederholeinheit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit entspricht und der Parameter P3,
der einem Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der anionisch geladenen Bausteine entspricht.

2. Konfigurierbares Hydrogelmaterial zur Sequestrierung von Substanzen in das Hydrogelmaterial und
Abreicherung der Substanzen in einem Biofluid und/oder Freisetzung von Substanzen aus dem Hydrogel-
material in das Biofluid und Abreicherung der Substanzen in dem Hydrogelmaterial, das Hydrogelmaterial
basierend auf geladenen Bausteinen in Form von Poly(Acrylsdure-co-4-acrylamidomethylbenzensulfon-
saure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethansulfonsdure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acrylami-
doethanhydrogensulfat) sowie ungeladenen Bausteinen in Form von Amino- oder Thiolgruppen enthalten-
den Polymeren oder Vernetzermolekilen mit mindestens zwei Amino- oder Thiolgruppen, wobei die
geladenen und ungeladenen Bausteine vernetzt sind zu einem Polymernetzwerk, erhaltlich durch die Akti-
vierung der Carboxylgruppen der Poly(Acrylsdure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfonsaure) und/oder der
Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethansulfonsaure) und/oder der Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethanhydro-
gensulfat) mit EDC/Sulfo-NHS und entweder eine direkte Vernetzung mit den Aminogruppen enthaltenden
Polymeren oder den Vernetzermolekllen mit den mindestens zwei Aminogruppen jeweils unter Amidbildung
oder eine Funktionalisierung der aktivierten Carboxylgruppen mittels bifunktionellen Vernetzermolekdlen,
welche jeweils eine Aminogruppe und eine zu einer Michael-Typ-Addition fahige Gruppe enthalten, und die
anschlieende Vernetzung mit den Thiolgruppen enthaltenden Polymeren oder den Vernetzermolekiilen mit
den mindestens zwei Thiolgruppen jeweils Uber eine Michael-Typ-Addition, wobei die Zusammensetzung
des Hydrogelmaterials anhand von drei die geladenen Gruppen tragenden Bausteine definierende Parame-
ter, ausgewahlt aus einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar ist, der Parameter PO
einem Wert aus der Anzahl der ionisierten, anionischen Gruppen, unter Annahme einer 30% igen lonisie-
rung aller anionischen Gruppen, je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen
Hydrogelmaterials entspricht,
der Parameter P1 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-
Wert kleiner als 2,5, je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmate-
rials entspricht,
der Parameter P2 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-
Wert kleiner als 2,5, je Wiederholeinheit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit entspricht und der
Parameter P3, der einem Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der anionischen geladenen Bausteine ent-
spricht.

3. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die zur
Michael-Typ-Addition fahige Gruppe ausgewahlt ist aus Maleimid-, Vinylsulfon- oder Acrylatgruppen.

4. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Amin- und Thiolgruppen enthaltenden Polymere als ungeladene Bausteine ausgewahlt sind aus der Klasse
der Polyethylenglykole (PEG), Poly(2-oxazoline) (POX), Polyvinylpyrrolidone (PVP), Polyvinylalkohole
(PVA) und/oder Polyarylamide (PAM) und dass die Amin- oder Thiolgruppen enthaltenden Vernetzermole-
kile nichtpolymere, bifunktionelle Vernetzermoleklle sind.

5. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass als geladener Baustein Poly(Acrylsdureco-4-acrylamidomethylbenzensulfonsaure) mit variablen Mol-
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verhéltnissen von Acrylsaure zu 4-Acrylamidomethylbenzensulfonsdure im Bereich von 9:1 bis 1:9 und Mol-
massen im Bereich von 5.000 bis 100.000 g/mol, und/oder als geladener Baustein Poly(Acrylsdure-co-Acry-
lamidoethansulfonsaure) mit variablen Molverhaltnissen von Acrylsdure zu Acrylamidoethansulfonsaure im
Bereich von 9:1 bis 1:9 und Molmassen im Bereich von 5.000 bis 100.000 g/mol, und/oder als geladener
Baustein Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) mit variablen Molverhéltnissen von Acrylsaure
zu Acrylamidoethanhydrogensulfat im Bereich von 9:1 bis 1:9 und Molmassen im Bereich von 5.000 bis
100.000 g/mol ausgewahlt wird.

6. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass als ungeladene Bausteine Polymere mit konjugierten enzymatisch spaltbaren Peptiden, die entweder
Lysin oder Cystein als reaktive Aminosaure in der Peptidsequenz aufweisen, fir die Polymernetzwerkbil-
dung genutzt werden.

7. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die enzyma-
tisch spaltbaren Peptide durch humane oder bakterielle Proteasen spaltbar sind, insbesondere MMPs,
Cathepsine, Elastasen, Aureolysin und/oder Blutgerinnungsenzyme.

8. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 2 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass bioaktive
und/oder antiadhdsive Molekile mit einer Amino- oder Carboxylgruppe und/oder zellinstruktive Peptide
Uber Lysin oder Cystein in der Sequenz an den geladenen Bausteinen Poly(Acrylsaure-co-4-acrylamidome-
thylbenzen-sulfonsdure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethansulfonsdure) und/oder Poly(Acryl-
saure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) oder an deren Derivaten mit zur Michael-Typ-Addition fahigen
Gruppen unter Ausbildung einer kovalenten Bindung an das Hydrogelnetzwerk angebunden sind.

9. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die bioaktiven
Molekile antimikrobielle Substanzen, zum Beispiel Antibiotika oder Antiseptika, oder pharmazeutische Wirk-
stoffe sind.

10. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
antiadhdsiven Molekile Polyethylenglykole (PEG) oder Poly(2-oxazoline) (POX) sind.

11. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die zellinstruktiven Peptide von Struktur- und Funktionsproteinen der Extrazellularen Matrix, wie zum
Beispiel von Kollagen, Laminin, Tenascin, Fibronektin und Vitronektin, abgeleitete Peptide sind.

12. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die bioaktiven und/oder antiadhasiven Molekile und/oder zellinstruktiven Peptide Uber enzymatisch
spaltbare Peptidsequenzen kovalent an die Hydrogelnetzwerke gekoppelt sind.

13. Konfigurierbares Hydrogelmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Hydrogelmaterial ein Speichermodul von 0,2 kPa bis 22 kPa aufweist.

14. Konfigurierbares physikalisch vernetztes Hydrogelmaterial, basierend auf physikalischen Wechsel-
wirkungen zwischen geladenen Bausteinen in Form von Poly(Acrylsaure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sul-
fonsaure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoethansulfonsaure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acrylami-
doethanhydrogensulfat) und ungeladenen Bausteinen in Form von Polymeren, wobei an die Polymere stark
positiv geladene Peptidsequenzen konjugiert sind, wobei die Zusammensetzung des Hydrogelmaterials
anhand von drei die geladenen Gruppen tragenden Bausteine definierende Parameter, ausgewahlt aus
einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar ist, der Parameter PO einem Wert aus der
Anzahl der ionisierten, anionischen Gruppen, unter Annahme einer 30%igen lonisierung aller anionischen
Gruppen, je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials ent-
spricht,
der Parameter P1 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-
Wert kleiner als 2,5, je Volumeneinheit des unter physiologischen Bedingungen gequollenen Hydrogelmate-
rials entspricht, der Parameter P2 einem Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem
intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederholeinheit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit
entspricht und der Parameter P3 einem Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der die anionischen Grup-
pen umgebenden Molekilstruktur entspricht.
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15. Konfigurierbares physikalisch vernetztes Hydrogelmaterial nach Anspruch 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die stark positiv geladenen Peptidsequenzen mindestens zehn Wiederholungen von Lysin
oder Arginin oder mindestens funf Wiederholungen von Dipeptidmotiven mit Lysin und Alanin oder Arginin
und Alanin umfassen.

16. Verfahren zur Ermittlung und Bereitstellung einer Konfiguration fiir ein Hydrogelmaterial zur
Sequestrierung von bioaktiven Substanzen in das Hydrogelmaterial und Abreicherung der Substanzen in
einem Biofluid und/oder Freisetzung von Substanzen aus dem Hydrogelmaterial in das Biofluid und Abrei-
cherung der Substanzen in dem Hydrogelmaterial, unter Verwendung eines Hydrogelmaterials nach einem
der Anspriiche 1 bis 15, bei dem Verfahren
- Substanzen gemal einem Wert PP, welcher aus dem Verhaltnis der Nettoladung einer Substanz und der
fir Wasser zuganglichen Oberflache der Substanz berechnet wird, in mindesten zwei Kategorien eingeteilt
werden,

- fiir jede Kategorie flir zumindest zwei verschiedene Werte eines Parameters einer vorgegeben Hydrogel-
konfiguration jeweils ein Substanzaufnahmewert anhand einer prozentualen Substanzaufnahme einer der
Kategorie zugeordneten Testsubstanz in das Hydrogel und/oder ein Substanzfreigabewert anhand einer
prozentualen Substanzfreigabe der Testsubstanz aus dem Hydrogel in das Biofluid experimentell ermittelt
wird/werden und anhand von mindestens zwei experimentell ermittelten Substanzaufnahmewerten und/oder
anhand von mindestens zwei experimentell ermittelten Substanzfreigabewerten jeweils eine kategoriespezi-
fische Funktion gebildet wird, anhand welcher weitere Substanzaufnahmewerte und/oder Substanzfreigabe-
werte von weiteren vorgegebenen Hydrogelkonfigurationen mit vorgegeben Parametern bestimmt werden,
wobei zur Beeinflussung der Konzentration eines beliebigen, einer Kategorie zuordenbaren Substanz in
dem Biofluid diejenigen Hydrogelkonfigurationen des Hydrogels mit vorgegebenen Werten flir die Parame-
ter als geeignet ausgewahlt werden, fir welche eine aus den experimentell ermittelten Substanzaufnahme-
werten und den bestimmten Substanzaufnahmewerten und/oder den experimentell ermittelten Substanzfrei-
gabewerten und den berechneten  Substanzfreigabewerten  gebildete  kategoriespezifische
Regressionsfunktion ein Bestimmtheitsmall R2 von mindestens 0,6, vorzugsweise mindestens 0,7, aufweist.

17. Verfahren nach Anspruch 16 dadurch gekennzeichnet, dass die vorgegebene Hydrogelkonfigura-
tion mit den Parametern PO, P2, P3 oder P1, P2, P3 gebildet wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriche 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass Substanzen
anhand ihres PP-Wertes in vier Kategorien A, B, C und D eingeteilt werden, wobei
der Kategorie A Substanzen mit einem PP-Wert gréRer als 940, die Kategorie B Substanzen mit einem PP-
Wert in einem Bereich von 940 bis 128,
der Kategorie C Substanzen mit einem PP-Wert in einem Bereich von 128 bis -128 und
der Kategorie D Substanzen mit einem PP-Wert kleiner als -128 zugeordnet werden.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass zur experimentel-
len Bestimmung der Substanzaufnahmewerte und/oder der Substanzfreigabewerte fir den Parameter PO
ein Wert in einem Bereich von 0 bis 80 ymol/ml, fir den Parameter P1 ein Wert in einem Bereich von 0 bis
150 pmol/ml, fir den Parameter P2 ein Wert in einem Bereich von 0 bis 10 mmol/(g/mol) und fir den Para-
meter P3 ein Wert in einem Bereich von -7 *103 bis 7 103A-2 vorgegeben wird.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass anhand der kate-
goriespezifischen Regressionsfunktion fur rechnerisch ermittelte Substanzaufnahmewerte und/oder Sub-
stanzfreigabewerte ein Wertebereich fir mindestens einen Parameter PO, P1, P2 oder P3 einer Hydrogel-
konfiguration ermittelt wird.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Werte der
Parameter fir die Hydrogelkonfiguration POP1P2 und/oder fur die Hydrogelkonfiguration P1P2P3 derart
ausgewahlt werden, dass in dem resultierenden Hydrogel zumindest eine Substanz einer Kategorie nur bis
zu 50 % einer initialen Konzentration in dem Hydrogel gebunden oder aus diesem freigesetzt wird.

22. Verwendung eines Hydrogelmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 16, zum Faktormanagement
in vivo zur Kontrolle der Angiogenese, bei Immunerkrankungen, Krebserkrankungen, Diabetis, neurodege-
nerativen Erkrankungen, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Multiple Sklerose, Asthma, Rheumatoide Arthritis
oder der kutanen Wundheilung und der Knochenregeneration.
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23. Verwendung eines Hydrogelmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 16, zur gezielten Aufreini-
gung von Proteinen aus Zelllysaten mikrobieller oder eukaryotische Herkunft.

24. Verwendung eines Hydrogelmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 16, zur in vitro Zellkultur und
Organkultur von induziert pluripotenten Stammzellen (iPS-), sowie weiteren nicht iPS zuzuordnenden
Stammzellen und Vorlauferzellen, primaren, von Patienten gewonnen Zellen, immortalisierten Zelllinien,
sowie Herzgewebe, Muskelgewebe, Nierengewebe, Lebergewebe und Nervengewebe.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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