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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Erfassung und Beeinflussung einer Aufnahme von
bioaktiven Substanzen in einem Hydrogelmaterial (1) und/
oder Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus dem
Hydrogelmaterial, wobei das Hydrogelmaterial ein aus
anionisch geladenen Bausteinen und ungeladenen Baus-
teinen ausgebildetes Polymernetzwerk ist, dessen Affinitat
flr bioaktive Substanzen anhand von die anionisch gela-
denen Bausteine definierenden Parametern konfigurierbar
ist und eine elektrisch leitfahige Komponente aufweist,
deren elektrischer Widerstand und elektrische Ladungs-
speicherkapazitat von einer Interaktion mit den Hydogel-
Bausteinen und einer Bindung von bioaktiven Substanzen
an das Hydrogelmaterial abhangt, wobei die elektrisch leit-
fahige Komponente geeignet ist, die anionische Ladung
des Hydrogelmaterials und dessen Affinitat fir bioaktive
Substanzen durch den Einfluss eines elektrischen Poten-
tials zu verandern. Bei dem Verfahren wird das Hydrogel-
material mit einem Biofluid in Kontakt gebracht, wobei eine
Anderung des elektrischen Widerstandes und/oder eine
Anderung der Ladungsspeicherkapazitét des Hydrogelma-
terials erfasst und anhand der erfassten Anderung des
elektrischen Widerstandes und/oder der erfassten
Ladungsspeicherkapazitdtsanderung eine Aufnahme von
bioaktiven Substanzen in das Hydrogelmaterial oder eine
Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus dem Hydro-
gelmaterial in das Biofluid ermittelt wird, und/oder wobei
eine Konzentration von bioaktiven Substanzen in dem Bio-
fluid und/oder eine Konzentration von bioaktiven Substan-
zen in dem Hydrogelmaterial durch ein auf das Hydrogel-
material wirkendes elektrisches Potential beeinflusst wird.
Die Erfindung betrifft weiter ein geeignetes elektrisch leit-
fahiges Hydrogelmaterial.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Beeinflussung und Erfassung einer Aufnahme von
bioaktiven Substanzen in einem Hydrogelmaterial
und/oder einer Freisetzung von bioaktiven Substan-
zen aus dem Hydrogelmaterial. Weiterhin betrifft die
Erfindung ein elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial,
welches zur Durchflihrung des Verfahrens geeignet
ist.

[0002] Substanzfreisetzungssysteme und Substan-
zaufnahmesysteme auf Hydrogelbasis sind fir
Anwendungen in der Biotechnologie und insbeson-
dere in der Medizin vielversprechend, da Hydrogele
im Vergleich zu vielen anderen Biomaterialien dem
menschlichen physiologischen Gewebe in ihrem
Wassergehalt und beziglich mechanischer Eigen-
schaften &hnlich sind und einen Einschluss von ver-
schiedenen Substanzen und deren gezielte Freigabe
ermoglichen. Bei Hydrogelen handelt es sich defini-
tionsgemal um stark hydratisierte, kovalent oder
physikalisch vernetzte Polymere, welche es erlauben
Substanzen (ber verschiedene, nicht-kovalente
Wechselwirkungen reversibel an affine Polymerbau-
steine des Hydrogelnetzwerks zu binden und somit
entweder die Substanzen gezielt aus einem Biofluid
oder einem Lebendgewebe zu entfernen, das heil3t
im Hydrogel zu sequestrieren, oder aus dem Hydro-
gel an das Biofluid oder das Lebendgewebe freizu-
setzen. Solche Substanzen kénnen proteinbasierte
Signalmolekile aus der Klasse der Zytokine, Che-
mokine, Hormone, Neurotransmitter, Wachstums-
faktoren oder nicht-proteinbasierte niedermolekulare
Wirkstoffe, sogenannte Small Molecules (engl. kleine
Molekiile), welche eine oder mehrere biologische
Funktionen der zuvor genannten proteinbasierten
Signalmolekile Ubernehmen oder auch nicht-pro-
teinbasierte chemische/medizinische Wirkstoffe wie
antimikrobielle Wirkstoffe, Antiseptika, Farbstoffe
sein, die entweder Uber Ladungswechselwirkungen
und/oder Hydrophobwechselwirkungen oder andere
spezifisch, chemische Wechselwirkungen wie Was-
serstoffbriickenbindungen, reversibel an die die Affi-
nitdt-vermittelnde Polymerbausteine im Hydrogel
anbinden. Aus dem Stand der Technik sind Hydro-
gelsysteme bekannt, bei denen die physikochemi-
schen Eigenschaften eines Hydrogels zur Sequest-
rierung und/oder Freisetzung fir bestimmte
Substanzen bereits bei der Bildung festgelegt wer-
den muss. Dies wird durch eine spezifische Ladungs-
charakteristik des Hydrogelnetzwerkes wie beispiels-
weise aus WO 2018/162009 A2 bekannt, oder durch
die gezielte Einstellung von physikalischen Eigen-
schaften wie Maschenweite erreicht. Es ist auller-
dem bekannt, kovalent gekoppelte Substanzen
durch enzymatische Trigger, Licht oder variable pH-
Werte kontrolliert freizusetzen, wobei zum Nachteil
derartiger Hydrogelnetzwerke keine reversible Sub-
stanzbindung moglich ist. Eine kontrollierte Sequest-
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rierung von Substanzen und somit Abreicherung aus
einem Biofluid oder einer Gewebeumgebung ist
somit nicht moglich.

[0003] Bei den bekannten Systemen, welche die
Affinitdt zu den Substanzen reversibel Uber nicht-
kovalente Wechselwirkungen realisieren, wird die
Affinitdt und somit die Kontrolle der Sequestrierung
oder Freisetzung von Substanzen durch ihre intrinsi-
schen, das heil’t bei der Bildung des Hydrogelnet-
zwerkes aufgepragte Netzwerkarchitektur bestimmt.
Eine nachtragliche Modulation ist nur Gber die zuvor
genannten externen Trigger Licht, pH-Wert-Ande-
rungen oder enzymatische Spaltung moglich.

[0004] Neben intrinsisch geladenen Hydrogelen
sind elektrisch leitfahige Hydrogele in der biomedizi-
nischen Forschung beschrieben. Sie werden vorwie-
gend als Beschichtung fiir Elektrodenmaterialien,
zum Beispiel fir neuronale Elektroden verwendet,
um deren Biovertraglichkeit und Ladungsinjektion
zu optimieren. Aufgrund ihrer mechanischen Ahn-
lichkeit mit Geweben und Organen fihrt eine Ver-
wendung von weichen hydratisierten Polymermate-
rialien im Vergleich zu einer Verwendung von
Metallelektroden zu geringeren AbstoRungsreaktio-
nen. Zusatzlich findet bei klassischen Metallelektro-
den die Ladungsinjektion, welche fiir die Stimulation
von Geweben und Organen essentiell ist, nur an der
Oberflache der Elektroden statt. Durch Nanostruktu-
rierung wird versucht, die Oberflache und damit die
Kontaktfliche zwischen der Elektrode und der
Gewebeflussigkeit (Biofluid) zu erhdhen, was eine
erhdhte Ladungsinjektion zur Folge hat. Da das Bio-
fluid bei elektrisch leitfahigen Hydrogelen in das
gesamte Volumen des Materials eindringen kann,
ist die Kontaktflache bereits ohne weitere Strukturie-
rung deutlich groRer als bei Metallelektroden mit ver-
gleichbarer Grofe. Dies fuhrt ebenfalls zu einer deut-
lich gesteigerten Ladungsinjektion. Als Mal} fir die
Fahigkeit Ladungen in physiologische Lésungen zu
Ubermitteln wird in der Literatur der Begriff Ladungs-
speicherkapazitat (englisch charge storage capacity)
verwendet..

[0005] Zur Herstellung solcher leitfahigen Hydrogele
werden leitfahige Substanzen wie Kohlenstoffnano-
réhren und/oder elektrisch leitfahige Polymere ver-
wendet, wobei zumeist die leitfdhige Substanz in
einer  Hydrogel-Prakursorlésung  verteilt  und
anschlieBend das Hydrogel durch Polymerisation
und Vernetzung in einer weiteren von der leitfahigen
Substanz unabhangigen Komponente gebildet wird.
Hierbei ist als Ubergreifende Eigenschaft zu nennen,
dass die elektrisch leitfahige Komponente zumeist
hydrophob ist und daher kein Hydrogel bildet.

[0006] Aufgrund ihrer vielfaltigen Einsatzmdglich-
keiten und ihrer einfachen und kostengtinstigen Ver-
arbeitung werden leitfahige organische Polymere
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zunehmend in industriellen Anwendungen genutzt.
Die Polymere arbeiten nach dem Prinzip von Halblei-
tern. Wichtigster Bestandteil ist ein konjugiertes -
Elektronensystem, welches sich durch das gesamte
Polymerriickgrat erstreckt. Die intrinsische elektri-
sche Leitfahigkeit dieser Polymere ist gering. Um
freie Ladungstrager zu erzeugen, mit dem Ziel, die
molekulare elektrische Leitfahigkeit zu steigern, wer-
den geladene Molekille bendétigt, die Elektronen aus
dem Polymersystem entfernen (p-Dotierung) oder
Elektronen in das Polymersystem einbringen (n-
Dotierung). Dieser Prozess wird als primare Dotie-
rung bezeichnet.

[0007] Die meist verwendete Methode ist die p-
Dotierung. Die Dotierung und daraus resultierende
Interaktion von hydrophoben Polymeren mit stark
geladenen hydrophilen Molekilen reduziert zusatz-
lich die Hydrophobizitdt der Polymer-Dotierungs-
Komplexe und erlaubt damit die Verwendung dieser
Polymere in wassrigen Lésungen oder Hydrogelen.

[0008] Neben der primdren Dotierung ist auch die
Anordnung der leitfahigen Polymerketten zueinander
von entscheidender Bedeutung. Fir den Transport
von Ladungstragern ber langere Strecken miissen
diese zwischen den elektrisch leitfahigen Polymer-
ketten Ubertragen werden. Dafir ist eine gleichma-
Rige Verteilung der Polymerketten im Volumen bei
gleichzeitiger raumlicher Nahe zueinander notwen-
dig. Wassrige Losungen von leitfahigen Polymeren
und dem jeweiligen dotierenden Molekil bilden
meist Suspensionen. Durch die fehlende Interaktion
der leitfahigen Polymerketten untereinander resul-
tiert eine geringe elektrische Leitfahigkeit. Durch die
strukturelle Neuorganisation der leitfahigen Polymer-
ketten zueinander (sekundare Dotierung) kann die
notwendige rdumliche N&he der Polymerketten zuei-
nander erreicht und dadurch die Leitfahigkeit weiter
gesteigert werden. Dies kann zum Beispiel durch das
Erhéhen der lonenstarke und der damit verbunden
Abschirmeffekte der Ladung (charakterisiert Gber
die Debye-Lange) erreicht werden.

[0009] Ein Beispiel mit dem leitfahigem Poly-3,4-
ethylendioxythiophen (PEDOT) wird von Zhenan
Bao und weiteren Autoren beschrieben (DOI:
10.1038/s41467-018-05222-4, und
US20190390068A1). Wie aus dieser Schrift bekannt
ist, wird aus einer Mischung von hydrophilen Polysty-
rensulfonat (PSS) und PEDOT (primare Dotierung)
durch physikalische Verschlaufungen des PSS und
unter Verwendung von ionischen Flissigkeiten
(sekundare Dotierung) zunachst ein schwach ver-
netztes Hydrogel gebildet, welches im Anschluss
durch Bildung eines mit radikalischer Vernetzungs-
reaktion von Acrylatmonomeren gebildetes pseudo-
interpenetrierendes Netzwerk mechanisch stabili-
siert wird. Nach der Polymerisation resultiert ein
elektrisch leitfahiges Hydrogel-Netzwerk
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(10.1038/s41467-018-05222-4, und
US20190390068A1), wobei das sekundare Poly-
mer-Netzwerk lediglich der Stabilisierung und Ver-
besserung der mechanischen Eigenschaften des
Materials dient. Die elektrischen Eigenschaften des
Hydrogels resultieren allein aus dem primaren, nicht
kovalenten PEDOT:PSS Hydrogel.

[0010] Eine weitere Methode elektrische leitfahige
Hydrogele zu erhalten ist aus US 9 299 476 B2
bekannt. Dem aus US 9 299 476 B2 bekannten Ver-
fahren zufolge wird ein auf Biopolymeren basieren-
des Hydrogelnetzwerk, welches funktionelle anioni-
sche Gruppen tragt, auf der Oberflache einer
Elektrode gebildet und abgeschieden. Das so erhal-
tene primare Netzwerk wird in einer 3,4-Ethylendio-
xythiophen (EDOT)-Monomeren enthaltende Lésung
gequollen beziehungsweise in diese Uberfihrt und
eine elektrische Polymerisation der EDOT-Mono-
mere zu Poly-3,4-ethylendioxythiophen (PEDOT)
durch den einer elektrischen Spannung ausgeldst.
Es entsteht ein pseudo-interpenetrierendes Poly-
mernetzwerk durch die ionische Interaktion des
PEDOT mit den anionischen funktionellen Gruppen
des primaren Netzwerkes. Diese anionischen Grup-
pen wirken gleichzeitig p-dotierend auf das PEDOT
(priméare Dotierung) und erzeugen in Kombination
ein elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial. Aufgrund
der vorgegebenen Verteilung der kovalent im Hydro-
gel gebundenen anionischen Gruppen und der
nachtraglichen Polymerisation des PEDOT um das
primare Hydrogelnetzwerk, kdénnen aufgrund der
gleichmafigen Verteilung der PEDOT Polymerket-
ten, bereits ohne sekundare Dotierung Hydrogele
mit hoher elektrischer Leitfahigkeit erhalten werden.

[0011] Die bisher bekannten Hydrogelmaterialien
ermoglichen eine Sequestrierung und/oder Freiset-
zung von Substanzen durch die intrinsisch aufge-
pragte physikochemische Charakteristik oder zeigen
im Falle von elektrisch leitfahigen Hydrogelmateria-
lien eine eingeschrankte Modulierbarkeit und Spezi-
fizitat fur die Wechselwirkung mit bestimmten bioak-
tiven Substanzen.

[0012] Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren
vorzuschlagen, mit welchem Konzentrationen von
bioaktiven Substanzen in einem Hydrogelmaterial
oder in einer Umgebung eines Hydrogelmaterials
beeinflusst und bestimmt werden kénnen. Ferner ist
es Aufgabe der Erfindung, ein elektrisch leitfahiges
Hydrogelmaterial bereitzustellen, welches hinsicht-
lich seiner elektrischen Eigenschaften und physiko-
chemischen Eigenschaften modulierbar ist und eine
reversible Sequestrierung und/oder Freisetzung ins-
besondere von positiv geladenen Gruppen tragen-
den Substanzen ermdglicht. Gleichzeitig soll mit die-
sem Material die Bindung von Substanzen durch
resultierende charakteristische Anderungen der
elektrischen Eigenschaften erfassbar sein.
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[0013] Die Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den
Merkmalen gemal Patentanspruch 1 und einem
elektrisch leitfahigen Hydrogelmaterial mit den Merk-
malen des Patentanspruchs 7 geldst. Weiterbildun-
gen sind in den jeweils abhangigen Patentanspru-
chen angegeben. Verwendungen des elektrisch
leitfahigen Hydrogelmaterials sind in den Anspru-
chen 19 bis 22 angegeben.

[0014] Die Erfindung umfasst ein Verfahren zur
Erfassung und Beeinflussung einer Aufnahme von
bioaktiven Substanzen in einem Hydrogelmaterial
und/oder Freisetzung von bioaktiven Substanzen
aus dem Hydrogelmaterial, wobei das Hydrogelma-
terial definitionsgemal ein aus anionisch geladenen
Bausteinen und ungeladenen Bausteinen ausgebil-
detes Polymernetzwerk ist, dessen Affinitat fiir bioak-
tive Substanzen anhand von die anionisch gelade-
nen Bausteine definierenden Parametern
konfigurierbar ist und eine elektrisch leitfahige Kom-
ponente aufweist, deren elektrischer Widerstand und
elektrische Ladungsspeicherkapazitat von einer
Interaktion mit Hydogel-Bausteinen und einer Bin-
dung bioaktiver Substanzen an das Hydrogelmaterial
abhéangt, wobei die elektrisch leitfahige Komponente
geeignet ist, die anionische Ladung des Hydrogel-
materials und dessen Affinitat fir bioaktive Substan-
zen durch den Einfluss eines elektrischen Potentials,
zu verandern. Bei dem Verfahren wird das vordefi-
nierte Hydrogelmaterial mit einem Biofluid in Kontakt
gebracht, wobei eine Anderung des elektrischen
Widerstandes und/oder eine Anderung der Ladungs-
speicherkapazitat des Hydrogelmaterials erfasst und
anhand der erfassten Anderung des elektrischen
Widerstandesund und/oder der erfassten Ladungs-
speicherkapazitatsdnderung eine Aufnahme von bio-
aktiven Substanzen in das Hydrogelmaterial oder
eine Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus
dem Hydrogelmaterial in das Biofluid ermittelt wird,
und/oder wobei eine Konzentration von bioaktiven
Substanzen in dem Biofluid und/oder eine Konzent-
ration von bioaktiven Substanzen in dem Hydrogel-
material durch ein auf das Hydrogelmaterial wirken-
des elektrisches Potential beeinflusst wird.

[0015] Das aus anionisch geladenen Bausteinen
und ungeladenen Bausteinen gebildete Polymern-
etzwerk ist ein anionisch geladenes Polymernetz-
werk. Das anionisch geladene Polymernetzwerk ist
anhand von Parametern, welche die anionisch gela-
denen Bausteine definiert, konfigurierbar.

[0016] Das definitionsgemale Hydrogelmaterial,
welches elektrisch leitfahig ist, wird der Einfachheit
halber nachfolgend als Hydrogelmaterial bezeichnet.

[0017] Als Biofluid sind im Sinne der Erfindung phy-
siologische Lésungen, Zellkulturen und Lebendge-
webe zu verstehen. Die Handlungsanweisung Kon-
taktieren des Hydrogelmaterials mit einem Biofluid
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kann daher als eine Kontaktierung durch Eintauchen
in eine physiologische Lésung oder als eine Flachen-
kontaktierung des Hydrogelmaterials mit einem
Lebendgewebe in vivo und in vitro verstanden wer-
den.

[0018] Als bioaktive Substanzen werden im Sinne
der Erfindung proteinbasierte und nicht proteinba-
sierte bioaktive Substanzen, Wirkstoffe sowie Small
Molecules, welche Signaleigenschaften von Zytoki-
nen, Chemokinen, Hormonen, Neurotransmittern
oder Wachstumsfaktoren aufweisen sowie weitere
biologische Wirkungen verursachen, verstanden.
Bioaktiven Substanzen kdnnen insbesondere phar-
mazeutische Wirkstoffe sein. Fir alle zuvor genann-
ten bioaktiven Substanzen gilt als Ubergreifendes
Merkmal ein Molekulargewicht von kleiner gleich
70kDa.

[0019] Das erfindungsgemafle Verfahren umfasst
eine Erfassung einer Aufnahme von bioaktiven Sub-
stanzen in einem Hydrogelmaterial und/oder Freiset-
zung von bioaktiven Substanzen aus dem Hydrogel-
material sowie eine Beeinflussung einer Aufnahme
von bioaktiven Substanzen in einem Hydrogelmate-
rial und/oder Freisetzung von bioaktiven Substanzen
aus dem Hydrogelmaterial. Es kann somit eine Erfas-
sung und Beeinflussung von bioaktiven Substanzen
oder - gemaf’ der Alternative - eine Erfassung oder
Beeinflussung von bioaktiven Substanzen durchge-
fuhrt werden.

[0020] Dass zur Erfassung einer Aufnahme von bio-
aktiven Substanzen in dem Hydrogelmaterial und/o-
der einer Freisetzung von bioaktiven Substanzen
aus dem Hydrogelmaterial eine Anderung des elekt-
rischen Widerstands des Hydrogelmaterials und/o-
der eine elektrische Ladungskapazitatsdnderung
des Hydrogelmaterials erfasst wird/werden, liegt der
Erkenntnis zugrunde, dass die Anderung des elektri-
schen Widerstands des Hydrogelmaterials und/oder
eine elektrische Ladungskapazitatsdnderung des
Hydrogelmaterials durch die Bindung bioaktiver Sub-
stanzen an das Hydrogelmaterial beeinflusst wird.
So wird der elektrische Widerstand des Hydrogelma-
terials infolge der Sequestrierung und Bindung an
oder in dem Hydrogelmaterial erhéht, wobei die
elektrische Leitfahigkeit des Hydrogelmaterials
durch die Beladung der anionischen Gruppen mit
bioaktiven Substanzen sinkt. Im Umkehrschluss
wird der elektrische Widerstand des Hydrogelmate-
rials verringert, wenn bioaktive Substanzen aus
oder von dem Hydrogelmaterial gelést werden,
wobei die elektrische Leitfahigkeit des Hydrogelma-
terials ansteigt.

[0021] Die Berechnung der Ladungsspeicherkapa-
zitat erfolgt anhand der Messung der zyklischen Vol-
tammetrie. Daflr wird in einem 3 Elektroden-Aufbau
der Stromfluss zwischen Arbeitselektrode (Hydrogel-
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material) und Gegenelektrode (Kohlenstoff-Elekt-
rode) gemessen, wahrend in 5 zyklischen Durchlau-
fen das angelegte elektrische Potential von -0,6 bis
0,8 V (Potential zwischen Arbeitselektrode und
Ag/AgCl-Referenzelektrode) variiert wird. Die Scan-
Rate betragt 50 mV/s. AnschlieRend wird der nega-
tive Teil der Flache unter der Kurve integriert (Multi-
Trace 4.3, PalmSens) und daraus die Ladungsspei-
cherkapazitat mit nachfolgender Formel berechnet:

Stromstarke | * Spannung U
Scan — Rate

Ladungsspeicherkapazitat =

[0022] Als Integral gibt die Software den Wert|* U in
der Einheit [A] * [V] aus. Dabei gilt [A] = [C/s]. Durch
die Division der Scan-Rate [V/s] resultiert die Ladung
[C], welche durch das Material Ubertragen wird.
Diese wird anschlieBen in das Verhaltnis zum Volu-
men gesetzt, da die Grenzflache zum umgebenden
Medium das komplette Volumen des Hydrogels
betrifft und dadurch eine Berechnung der Oberfla-
che/Kontaktflache nicht moglich ist.

[0023] Zur Erfassung einer Aufnahme von bioakti-
ven Substanzen in dem Hydrogelmaterial und/oder
einer Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus
dem Hydrogelmaterial kann alternativ eine Anderung
der elektrischen Leitfahigkeit des Hydrogelmaterials
bestimmt werden, wobei anhand der Anderung der
elektrischen Leitfahigkeit eine Aufnahme von bioakti-
ven Substanzen in dem Hydrogelmaterial und/oder
eine Freisetzung von bioaktiven Substanzen aus
dem Hydrogelmaterial ermittelt wird. Die Bindung
bioaktiver Substanzen im elektrisch leitfahigen Hyd-
rogelmaterial erfolgt Gber nicht-kovalente Wechsel-
wirkungen der bioaktiven Substanzen mit den Poly-
merketten des Hydrogelmaterials. Dabei spielen
insbesondere ionische Wechselwirkungen eine wich-
tige Rolle. Durch die Interaktion von anionischen und
kationischen Gruppen der gebundenen bioaktiven
Substanzen mit dem anionische Gruppen tragenden
Polymernetzwerk des Hydrogelmaterials sowie dem
kationischen, elektrisch leitfahigen Polymer, erfolgt
eine Anderung der Dotierung des leitfahigen Poly-
mers. Die anionischen Gruppen in den gebundenen
Substanzen kénnen dabei zur Dotierung beitragen
und die Leitfahigkeit erhéhen. Kationische Gruppen
hingegen kompensieren negative Ladungen der
anionischen  Polymerkomponente und haben
dadurch einen negativen Einfluss auf die Dotierung.
Zusatzlich kénnen hydrophobe Bereiche der biokati-
ven Substanzen die Interaktion der PEDOT Polymer-
ketten zueinander beeinflussen. In Abhangigkeit vom
dem Molekiiltyp der gebundenen bioaktiven Sub-
stanzen sowie der Konzentration der bioaktiven Sub-
stanzen findet somit eine spezifische Anderung der
elektrischen Eigenschaften des Hydrogelmaterials
statt.
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[0024] Eine Aufnahme und/oder Freisetzung von
bioaktiven Substanzen kann als Konzentrationsan-
derung von bioaktiven Substanzen in dem Hydrogel-
material verstanden werden. Ferner kann vorgese-
hen sein, dass einem diskreten Leitfahigkeitswert,
einem diskreten elektrischen Widerstandswert oder
einem diskreten Wert der elektrischen Ladungsspei-
cherkapazitat eine diskrete Konzentration einer bio-
aktiven Substanz zugeordnet wird.

[0025] Der elektrische Widerstand des Hydrogelma-
terials kann als Gleichstromwiderstand oder als
Impedanz ermittelt werden. Fiur die Impedanzerfas-
sung kann ein Frequenzbereich von 0,01 Hz bis 1
MHz vorgegeben sein. Es kann vorgesehen werden,
dass zur Erfassung einer Bindung von bioaktiven
Substanzen an oder in dem Hydrogel eine Verande-
rung der Impedanz des Hydrogelmaterials bei zumin-
dest einer Frequenz im Bereich von 0,1 Hz bis 1MHz
gemessen wird. Dabei kann weiterhin eine Verande-
rung der Ladungsspeicherkapazitat beriicksichtigt
werden.

[0026] Zur Beeinflussung einer Konzentration von
bioaktiven Substanzen in dem Biofluid und/oder
einer Konzentration von bioaktiven Substanzen in
dem Hydrogelmaterial wird das Hydrogelmaterial
mit einem elektrischen Potential beaufschlagt.
Durch den Einfluss eines elektrischen Potentials auf
das Hydrogelmaterial wird die anionische Ladung
des Hydrogelmaterials und dessen Affinitat fir bioak-
tive Substanzen geadndert, so dass infolge einer
Potentialanderung eine Bindung von bioaktiven Sub-
stanzen in oder an dem Hydrogelmaterial beeinflusst
wird.

[0027] Eine Freisetzung von bioaktiven Substanzen
aus dem Hydrogelmaterial setzt voraus, dass eine
bioaktive Substanz vor der Kontaktierung mit dem
Biofluid an oder in dem Hydrogelmaterial gebunden
ist. Es kann daher vorgesehen werden, dass zur
Freisetzung von bioaktiven Substanzen das Hydro-
gelmaterial vor der Kontaktierung mit dem Biofluid
elektrisch oder chemisch mit einer vorgegebenen
Konzentration der vorgegebenen bioaktiven Sub-
stanz beladen wird.

[0028] Gemal einer Ausflihrungsvariante des erfin-
dungsgemalen Verfahrens ist vorgesehen, dass das
Polymernetzwerk in seiner Zusammensetzung
anhand von mindestens drei die anionisch gelade-
nen Bausteine definierenden Parametern, ausge-
wahlt aus einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2,
P3, konfigurierbar ist, wobei 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 anionischen
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Gruppen, mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner
als 2,5, je Volumeneinheit des unter physiologischen
Bedingungen gequollenen Hydrogelmaterials ent-
spricht, der Parameter P2 einem Wert aus der
Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem int-
rinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederholein-
heit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit
entspricht und der Parameter P3 einem Wert zur
Beschreibung der Amphiphilie der anionischen Bau-
steine entspricht, wobei ein elektrischer Widerstand
und/oder eine elektrische Ladungsspeicherkapazitat
des Hydrogelmaterials durch Parameterwerte einer
Parameterkonfiguration des Hydrogelmaterials vor-
gegeben wird. Eine detaillierte Definition der Para-
meterwerte und deren Bestimmung ist der Beschrei-
bung weiter unten zu entnehmen.

[0029] Eine Wechselwirkung von bioaktiven Sub-
stanzen kann weiterhin auf dem substanzspezifi-
schen Wert Pp beruhen, welcher aus dem Verhaltnis
der Nettoladung einer bioaktiven Substanz und der
fir Wasser zuganglichen Oberflache der bioaktiven
Substanz berechnet wird. Fir proteinbasierte Sub-
stanzen ist eine beliebige Proteinstruktur in der Pro-
tein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/) verfig-
bar. Die Nettoladung  der  ausgewahlten
Proteinstruktur wird mit dem Delphi Web Server
(http://compbio.clemson.edu/sapp/delphi  webser-
ver/) mit Standardeinstellungen bei pH 7 berechnet.
Die dem Lésungsmittel Wasser zugangliche Protein-
oberflache wird mit der PyMol-Software (www.pymo-
ol.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 Ldsungsmittel Wasser zugéngliche
Proteinoberflache multipliziert mit einem Faktor von
1000000, um die Einheit 10-¢ x [1/A2 bzw. A2] zu
erhalten.

[0030] Fir nicht-proteinbasierte Substanzen wird
die aus der chemischen Struktur ableitbare Nettola-
dung, welche dem Uberschuss anionischer oder
kationischer Gruppen entspricht, und die durch das
Lésungsmittel Wasser zugangliche Molekiloberfla-
che, welche in Analogie zur Bildungsvorschrift fir
den Parameter P3 durch Nutzung der Chemdraw
und ChemAxon MarvinSketch 19.21 Software abge-
leitet wurde, berechnet. Der erhaltene Wert wird mit
einem Faktor von 1000000 multipliziert, um die Ein-
heit 10-6 x [1/AZ bzw. A-2] zu erhalten.

[0031] Eine Beladung des Hydrogelmaterials, also
die Immobilisierung einer vorgegebenen Konzentra-
tion einer bioaktiven Substanz in oder an dem Hydro-
gelmaterial, kann auf unterschiedliche Weise erfol-
gen. Gemal einer ersten Methode, die auch als
erste Beladungsmethode bezeichnet werden kann,
wird eine vorgegebene Konzentration der zur Bin-
dung vorgesehenen bioaktiven Substanz oder Sub-
stanzen mit den anionisch geladenen Hydrogelbaus-
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teinen gemischt und dabei in das Polymernetzwerk
integriert. Bei der nachfolgenden Bildung der elekt-
risch leitfahigen Hydrogelmaterialien durch Inkorpo-
ration der elektrisch leitfahigen Komponente, sind die
bioaktiven Substanzen dann bereits gemaf der vor-
gegebenen Konzentration in dem Polymernetzwerk
enthalten. Bei diesem Vorgehen ist von Vortell,
dass die gesamte Menge der bioaktiven Substanz
beziehungsweise der bioaktiven Substanzen nach
der Polymernetzwerkbildung quantitativim Hydrogel-
material enthalten ist. Mit anderen Worten, die Bela-
dung der bioaktiven Substanz oder der bioaktiven
Substanzen erfolgt unabhéngig von den Parametern
PO, P1, P2, P3 und unabhéngig von dem substanz-
spezifischen Wert Pp. Die bei der Hydrogelmaterial-
bildung herrschenden Reaktionsbedingungen kon-
nen einen unginstigen Einfluss auf die Struktur der
bioaktiven Substanzen haben, weshalb nicht alle bio-
aktiven Substanzen flir eine Immobilisierung nach
der ersten Beladungsmethode geeignet sind.

[0032] Gemal einer zweiten Methode, die auch als
zweite Beladungsmethode bezeichnet werden
kann,wird das elektrisch leitfahige Hydrogelmaterial
mit einer vorgegebenen Parameterkonfiguration und
vorgegebenen Parameterwerten gebildet und das
elektrisch leitfahige Hydrogelmaterial im Anschluss
mit einer wassrigen Lésung oder einem Biofluid als
Beladungslésung mit einer vorgegebenen Substanz-
konzentration fiir eine vorgegebene Zeitdauer in
Kontakt gebracht. Dabei werden die in Ldsung
befindlichen bioaktiven Substanzen aus der wassri-
gen Loésung oder dem Biofluid in Abhangigkeit der
Parameter P0,P1,P2,P3 in das Hydrogelmaterial auf-
genommen und gebunden. Abschliefend wird das
beladene Hydrogelmaterial aus der Beladungslé-
sung entfernt. Die an oder in dem Hydrogelmaterial
immobilisierten bioaktiven Substanzen kénnen dann
durch den Einfluss eines elektrischen Potentiales an
eine Umgebung, vorzugsweise ein Biofluid oder ein
Lebendgewebe, freigesetzt werden. Dabei besteht
durch den Einfluss des elektrischen Potentials weiter
die Mdéglichkeit, das bioaktive Substanzen aus der
Umgebung des Hydrogelmaterials in das Hydrogel-
material sequestriert werden.

[0033] Gemal einer dritten Methode zur Beladung,
welche auch als dritte Beladungsmethode bezeich-
net werden kann, wird ein vorgegebenes elektrisch
leitfahiges Hydrogelmaterial, welches eine vorgege-
bene Parameterkonfiguration mit vorgegebenen
Parameterwerten aufweist,mit einer wassrigen
Lésung oder einem Biofluid als Beladungslésung
mit einer vorgegebenen Substanzkonzentration fir
eine vorgegebene Zeitdauer in Kontakt gebracht
und dabei dem den Einfluss eines elektrischen
Potentials ausgesetzt. in in Abh Dabei werden bioak-
tive Substanzen in Abhangigkeit der vorgegebenen
Parameterwerte aus der Beladungslésung in des
Hydrogelmaterial aufgenommen (sequestriert). Es
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kann erforderlich sein, dass das auf das Hydrogel-
material wirkende Potential aufrecht erhalten werden
muss, um die Bindung der bioaktiven Substanzen
konstant zu halten. Andernfalls, wenn das Potential
bzw. der Strom verandert wird, kdnnen die bioaktiven
Substanzen aus dem Hydrogelmaterial freigesetzt
werden. Wesentlich ist dabei, dass die Sequestrie-
rung oder Freigabe von bioaktiven Substanzen
neben der Beeinflussung durch ein elektrisches
Potential auch auf einer durch die Paramter PO,
P1,P2,P3,Pp vorgegebenen Affinitdt des Hydrogel-
materials fir bestimmte bioaktive Substanzen
beruht.

[0034] Es hat sich gezeigt, dass eine die elektrische
Leitfahigkeit des Hydrogelmaterials beeinflussende
Strukturbildung und Verteilung der elektrisch leitfahi-
gen Komponente in dem Hydrogelmaterial durch die
Parameterwerte  einer  Parameterkonfiguration
beeinflusst werden kann. Es kann daher vorgesehen
werden, dass ein Hydrogelmaterial vorgegeben wird,
welches eine vorgegebene elektrische Leitfahigkeit
aufgrund einer vorgegeben Parameterkonfiguration
mit vorgegeben Parameterwerten aufweist.

[0035] Bei dem Verfahren kann weiter vorgehen
sein, dass das Hydrogelmaterial zur Aufnahme von
bioaktiven Substanzen mit einem elektrischen
Potential, gegeniiber einer Ag/AgCl Referenzelekt-
rode, im Bereich von 1 mV bis 1000 mV, vorzugs-
weise im Bereich von 400 mV bis 600 mV beauf-
schlagt wird. Zur Freigabe von bioaktiven
Substanzen kann das Hydrogelmaterial mit einem
elektrischen Potential, gegenlber einer Ag/AgCl
Referenzelektrode, im Bereich von -1 mV bis -1000
mV, vorzugsweise in einem Bereich von -400 mV bis
-600 mV beaufschlagt werden.

[0036] Das Hydrogelmaterial kann zur Aufnahme
von bioaktiven Substanzen mit einem konstanten
elektrischen Strom groRer als 0 mA beaufschlagt
werden, wobei die Richtung des elektrischen Strom-
flusses zur Freigabe von bioaktiven Substanzen
geandert wird.

[0037] Die Erfindung umfasst weiter ein elektrisch
leitfahiges Hydrogelmaterial, welches zur Durchfiih-
rung des vorstehend beschriebenen Verfahrens
geeignet ist. Das erfindungsgemafe Hydrogelmate-
rial weist ein aus anionisch geladenen Bausteinen
und ungeladenen Bausteinen ausgebildetes Poly-
mernetzwerk auf oder besteht aus einem solchen
Polymernetzwerk, welches in seiner Zusammenset-
zung anhand von mindestens drei die anionisch gela-
denen Bausteine definierenden Parametern, ausge-
wahlt aus einer Gruppe von Parametern PO, P1, P2,
P3, konfigurierbar ist, wobei der Parameter PO einem
Wert aus der Anzahl der ionisierten, anionischen
Gruppen, unter Annahme einer 30%igen lonisierung
aller anionischen Gruppen, je Volumeneinheit des
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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 ent-
spricht, der Parameter P2 einem Wert aus der
Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem int-
rinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederholein-
heit geteilt durch die Molmasse der Wiederholeinheit
entspricht und der Parameter P3 einem Wert zur
Beschreibung der Amphiphilie der anionischen Bau-
steine entspricht. Weiterhin weist das Hydrogelmate-
rial eine elektrisch leitfahige Komponente auf, wel-
che in dem Polymernetzwerk inkorporiert ist, wobei
eine elektrische Leitfahigkeit, ein elektrischer Wider-
stand und/oder eine elektrische Ladungsspeicherka-
pazitat des Hydrogelmaterials durch Parameterwerte
einer Parameterkonfiguration des Hydrogelmaterials
vorgebbar ist.

[0038] Die Parameter PO bis P3 sind anhand der
nachfolgenden Festlegungen und Bildungsvorschrif-
ten naher definiert:

Parameter PO: der Wert fir PO, welcher in
pmol/ml angegeben werden kann, entspricht
30% der Gesamtanzahl anionischer Gruppen
bezogen auf das unter physiologischen Bedin-
gungen (0,154 mmol/l NaCl, pH gepuffert auf
7,4) gequollenen Hydrogelvolumen. Die
Berechnung kann beispielsweise aus den Poly-
merkonzentration der Hydrogelbausteine unter
Quellung in physiologischer Lésung berechnet
werden.

[0039] Parameter P1: der Wert fir P1, welcher in
pmol/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 Hydro-
gelvolumen.

[0040] 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 gelade-
nen Baustein geteilt durch das jeweilige Molekular-
gewicht des anionischen Bausteins.

[0041] Parameter P3: Der Parameter P3, welcher
die  Amphiphilie der anionischen Bausteine
beschreibt, wird durch Division des Verteilungskoef-
fizienten Oktanol/Wasser (LogP-Wert) des anioni-
schen Bausteins durch die dem Lésungsmittel Was-
ser zugangliche Oberflache des anionischen
Bausteins berechnet. Dies kann unter Zuhilfenahme
der Software ChemDraw19.0 und ChemAxon Mar-
vinSketch 19.21 wie folgt erfolgen: Unter Nutzung
der Software ChemDraw19.0 wird jeder anionische
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Baustein mit einer Ladnge des Polymerriickrates von
22 Kohlenstoffatomen beziehungsweise bei zucker-
basierten Strukturen mitinsgesamt 2 Disaccharidein-
heiten als komplette chemische Struktur dargestellt.
Anschlielend wird durch Nutzung der Softwarean-
wendung ChemAxon MarvinSketch 19.21 der Vertei-
lungskoeffizient Oktanol/Wasser (LogP-Werte) Uber
einlesen der durch Chemdraw dargestellten Struktur-
formeln berechnet und die durch das Lésungsmittel
Wasser zugangliche Oberflache mit einem Lésungs-
mittelradius 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.

[0042] Das erfindungsgemalie Hydrogelmaterial ist
wesentlicher Bestandteil zur Durchfiihrung des erfin-
dungsgemalen Verfahrens. Die das erfindungsge-
malke Hydrogel betreffenden Merkmale kdnnen
daher zur nadheren Erlauterung des erfindungsgema-
Ren Verfahrens, insbesondere zur Definition des
Hydrogelmaterials, verwendet werden und umge-
kehrt. Das erfindungsgemaRe Hydrogelmaterial,
basiert auf einem anionischen Gruppen tragenden
Polymernetzwerk , welches durch die Parameter
PO, P1, P2, P3 in seinem Eigenschaften definiert
ist. Anhand dieser Parameter PO bis P1 wird die Bil-
dung eines (pseudo)-interpenetrierendem Netz-
werks aus elektrisch leitfahigen Komponenten und
somit die elektrischen Eigenschaften des sich bilden-
den elektrisch leitfahigen Hydrogelmaterials kontrol-
liert. Vorteilhafterweise kann das elektrisch leitfahige
Hydrogelmaterial durch Anlegen eines elektrischen
Potentiales beziehungsweise durch den Einfluss
eines elektrischen Potentials stufenlos in seinen
Ladungseigenschaften moduliert werden, wobei die
Modulation der elektrischen Ladungseigenschaften
in Zusammenhang mit den Parametern PO, P1, P2,
P3 eine Affinitat des elektrisch leitfahigen Hydrogel-
materials zu bioaktiven Substanzen kontrollieren und
somit die Abreicherung von Substanzen aus einem
mit dem leitfahigen Hydrogel in Kontakt stehenden
Biofluid (Sequestrierung) oder die Freisetzung von
bioaktiven Substanzen aus dem Hydrogelmaterial in
das Biofluid stufenlos, reversibel und in Echtzeit in
direkter Abhangigkeit zum angelegten elektrischen
Potential regulieren lassen.

[0043] Durch die Verwendung von verschiedenen,
anionische Gruppen tragenden geladenen Baustei-
nen sowie die Variation deren Konzentration im Hyd-
rogelmaterial und der Anzahl und Dichte an stark
anionischen Gruppen entlang der Polymerkette der
ungeladenen Bausteine, kdnnen nach den Parame-
ter PO-P3 verschieden konfigurierte Hydrogelmate-
rialien mit gleichem Vernetzungsgrad und Feststoff-
gehalt synthetisiert werden. Zur Erzeugung von
elektrisch leitfahigen Hydrogelmaterialien wird als
elektrisch leitfahige Komponente vorzugsweise das
Polymer PEDOT chemisch als pseudo-interpenetrie-
rendes Netzwerk um die primaren Hydrogelnet-
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zwerke polymerisert. Die erhaltenen Hydrogelmate-
rialien unterscheiden sich in ihren elektrischen
Eigenschaften sowie in der Sequestrierung und Frei-
setzung von bioaktiven Substanzen in Abhangigkeit
der konfigurierten Parameter beziehungsweise Para-
meterwerte und deren Konstellation.

[0044] Der Parameter PO, der alle tatsachlich ioni-
sierten anionischen Gruppen unabhéangig ihres int-
rinsichen pKa imgequollenne Hydrogel beschriebt,
Ubt dabei im Vergleich zum Parameter P1 etwas
geringerne Einfluss auf die elektrischen Eigenschaf-
ten des resultierenden Hydrogelmaterials aus. Die in
dem Paramter PO enthaltenen schwach anionischen
Gruppen stellen keine effektive Dotierung fir PEDOT
dar, wodurch die elektrische Leitfahigkeit bezie-
hungsweise der elektrische Widerstand im Vergleich
zu dem Paramter P1, welcher die stark aziden
Grupppen mit meinem pKa < 2,5 beschreibt, beein-
flusst wird. Die integrale Anzahl an stark negativ
geladenen anionischen Gruppen (P1) dagegen
beeinflusst direkt die elektrische Leitfahigkeit bezie-
hungsweise den elektrischen Widerstand. Die mini-
male elektrische Leitfahigkeit wird bei einem voll-
standig undotierten Hydrogelmaterial (fir P1 = 0)
beziehungsweise ohne eine elektrisch leitfahige
Komponente erreicht. Je hdher die Anzahl stark gela-
dener anionischer Gruppen im Hydrogelmaterial ist,
desto hoher ist die elektrische Leitfahigkeit und desto
geringer ist der elektrische Widerstand. Die Ursache
liegt in der Erzeugung der freien Ladungstrager
durch die p-Dotierung des PEDOT. Je groler die
Anzahl an dotierenden Einheiten ist, desto mehr
freie Ladungstrager kénnen gebildet werden. Fir
die lokale Ladungsdichte der stark anionischen
Gruppen (P2) lasst sich ebenfalls eine direkte Beein-
flussung der elektrischen Eigenschaften erwarten.
Die Verringerung der lokalen Ladungsdichte bei
gleichbleibenden PO und P1 fiihrt zu einer Verringe-
rung der elektrischen Leitfahigkeit der Hydrogelma-
terialien. Die Begriindung liegt in der lokalen elektro-
statischen Interaktion der negativ geladenen
Polymere mit den positiv geladenen PEDOT Poly-
merketten. Eine zu geringe lokale negative Ladung
fuhrt zu einer schwéacheren Interaktion der positiv
geladenen PEDOT Polymerketten mit dem anioni-
schen Polymer beziehungsweise der anionisch gela-
denen Bausteine. Dadurch wird eine Dotierung
erschwert, was zu geringeren elektrischen Leitfahig-
keiten fihrt. Auch bei einem moderaten Wert fir P1
und zu geringem Wert fiir P2 lasst sich dadurch ver-
mutlich keine gesteigerte elektrische Leitfahigkeit zu
undotierten Hydrogelmaterialien beobachten. Durch
den Parameter P3 |asst sich ebenfalls die Interaktion
zwischen dem amphiphilen anionischen Polymer
und dem hydrophoben elektrisch leitfahigem Poly-
mer (PEDOT) konfigurieren. Durch eine erhdhte
Hydrophobizitat der anionisch geladenen Bausteine
lassen sich bereits bei deutlich geringerem P1-Wert
gesteigerte elektrische Leitfahigkeiten erzeugen. Der
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Grund ist die hohe Affinitdt der hydrophoben
PEDOT-Einheiten zu den hydrophoben Gruppen
auf dem anionisch geladenen Baustein, welche die
Dotierung positiv beeinflusst. Zuséatzlich erleichtern
die hydrophoben Gruppen bereits wahrend der
PEDOT Synthese ein besseres Eindringen der
Momomereinheiten (EDOT) in das Polymernetzwerk
und dadurch eine bessere Einlagerung der PEDOT
Ketten.

[0045] Fir eine spannungsabhangige, beziehungs-
weise stromabhangige Sequestrierung und Freiset-
zung von Substanzen spielen vorwiegend die integ-
rale (PO oder P1) und lokale Ladungsdichte (P2) bei
den verschiedenen angelegten Spannungen/Stro-
men im gesamten Hydrogelmaterial eine Rolle.

[0046] Ohne angelegte Spannung kompensiert die
positive Ladung des PEDOT einen Teil der negativen
Ladungen der anionisch geladenen Bausteine.
Dadurch lassen sich im Vergleich zu Hydrogelmate-
rialien, welche aus einem Polymernetzwerk ohne
elektrisch leitfahige Komponente bestehen, im gro-
Reren MalRe auch negative geladene Molekile bin-
den. In Abhangigkeit der Affinitat der bioaktiven Sub-
stanzen zum anionischen Polymer, das heif3t zum
anionisch geladenen Baustein, ist die Bindung posi-
tiv geladener bioaktiver Substanzen ebenfalls mog-
lich. Durch die Konfiguration der Parameter PO, P1,
P2, P3 lasst sich bei konstanten PEDOT-Polymerisa-
tionsbedingungen das Verhéaltnis der positiven
Ladungen des PEDOT und der anionischen Gruppen
des geladenen Bausteins einstellen. Dadurch kann
eine Sequestrierung (Aufnahme) von positiv bezie-
hungsweise negativ geladenen bioaktiven Substan-
zen ermoglicht werden. Durch das Anlegen einer
Spannung kann zusatzlich die Ladung des PEDOT
von neutral bis 66% positiver Ladungen pro Mono-
mereinheit eingestellt werden. Dadurch lasst sich
die Bindung zusatzlich stufenlos einstellen. Die Frei-
setzung der gebundenen bioaktiven Substanzen
Iasst sich ebenfalls in Abhangigkeit der konfigurier-
ten Parameter PO, P1, P2, P3 des Polymernetzwerks
in Kombination mit der Ladung des PEDOT, also der
elektrisch leitfahigen Komponente einstellen. Zusatz-
lich kann auch eine stufenlose Konfiguration durch
das Einstellen der Ladung des PEDOTs durch Anle-
gen einer elektrischen Spannung beziehungsweise
eines elektrischen Stroms erfolgen. Dadurch kann
eine reduzierte oder gesteigerte Freisetzung von ver-
schieden geladenen bioaktiven Substanzen stufen-
los eingestellt werden.

[0047] Die anionisch geladenen Bausteine kénnen
aus einer Gruppe enthaltend Poly(Acrylsaure-co-4-
acrylamidomethylbenzen-sulfonsdure), Poly(Acryl-
saureco-Acrylamidoethansulfonsaure), Poly(Acryl-
saure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat), Poly(4-
Styrensulfonsaure-co-Maleinsaure), sulfatierte Gly-
kosaminoglykane, insbesondere Heparin, selektiv

2022.06.02

desulfatierte Heparinderivate, Heparansulfat,
Chondrotinsulftat, Keratansulfat und Dermatansulfat,
ausgewahlt sein. Die ungeladenen Bausteine kon-
nen Aminogruppen oder Thiolgruppen enthaltende
Polymere oder Vernetzermolekile mit mindestens
zwei Aminogruppen oder Thiolgruppen sein, wobei
die geladenen und ungeladenen Bausteine zu dem
Polymernetzwerk vernetzt sind, erhaltlich durch
eine Aktivierung von Carboxylgruppen der Poly
(Acrylsadure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfon-
saure) und/oder der Poly(Acrylsadure-co-Acrylami-
doethansulfonsaure) und/oder der Poly(Acrylsaure-
co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) und/oder Poly
(4-Styrensulfonsaure-co-Maleinsaure), und/oder sul-
fatierten Glykosaminoglykanen, insbesondere Hepa-
rin, und/oder selektiv desulfatierten Heparinderivaten
und/oder Heparansulfat, und/oder Chondrotinsulftat
und/oder Keratansulfat und/oder Dermatansulfat mit
EDC/Sulfo-NHS und entweder eine direkte Vernet-
zung mit den Aminogruppen enthaltenden Polyme-
ren oder den Vernetzermolekiilen mit den mindes-
tens zwei Aminogruppen jeweils unter Amidbildung
oder eine Funktionalisierung der aktivierten Carbo-
xylgruppen mittels bifunktionellen Vernetzermoleki-
len, welche jeweils eine Aminogruppe und eine zu
einer Michael-Typ-Addition fahige Gruppe enthalten,
und die anschlieRende Vernetzung mit den Thiol-
gruppen enthaltenden Polymeren oder den Vernet-
zermolekulen mit den mindestens zwei Thiolgruppen
jeweils Uber eine Michael-Typ-Addition.

[0048] Die elektrische Impedanz des erfindungsge-
maRen Hydrogelmaterials ist, gemessen bei einer
Frequenz von 0,01 Hz, im Bereich von 150 Q bis 10
Q variierbar. Vorzugsweise werden die Parameter-
werte einer Parameterkonfiguration so gewahlt,
dass eine elektrische Impedanz von vorzugsweise
30 Q erreicht ist. Der bevorzugte Impedanzwert von
30 Q wird erreicht, wenn eine Parameterkonfigura-
tion mit den Parametern P1, P2, P3 fir P1=110
pgmol/ml, fir P2=4,5 mmol/(g/mol) und fir P3=-5,9
A-2 vorgegeben wird. Ein weiterer vorteilhafter Impe-
danzwert von 63 Q wird erreicht, wenn eine Parame-
terkonfiguration mit den Parametern P1, P2, P3 flr
P1=12 pmol/ml, fir P2=4,5 mmol/(g/mol) und fir
P3=6,8 A-2 vorgegeben wird.

[0049] Die elektrische Ladungsspeicherkapazitat
des erfindungsgemaflen Hydrogelmaterials ist im
Bereich von 900 mC/ml bis 4000 mC/ml variierbar
Vorzugsweise werden die Parameterwerte einer
Parameterkonfiguration so gewahlt, dass eine
Ladungsspeicherkapazitat von 3040 mC/ml erreicht
ist. Die bevorzugte Ladungsspeicherkapazitat von
2480 mC/ml wird erreicht, wenn eine Parameterkon-
figuration mit den Parametern P1, P2, P3 fir P1=110
pmol/ml, fir P2=4,5 mmol/(g/mol) und fiir P3=-5,9 A-2
vorgegeben wird. Eine weitere vorteilhafte Ladungs-
speicherkapazitdt von ebenfalls 3040 mC/ml wird
erreicht, wenn eine Parameterkonfiguration mit den
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Parametern P1, P2, P3 fur P1=12 pmol/ml, fir
P2=4,5 mmol/(g/mol) und fir P3=6,8 A-2 vorgegeben
wird.

[0050] Die elektrisch leitféhige Komponente kann
ein Tm-konjugiertes, elektrisch leitfahiges Polymer
oder eine Polymerzusammensetzung aus Polypyrrol,
Polyanilin, Polythiophen und/oder Poly(3,4-ethylen-
doxythiophen) (PEDOT) sein.

[0051] Gemal einer Weiterbildung des erfindungs-
gemalen leitfahigen Hydrogels kann vorgesehen
sein, dass die Amingruppen und Thiolgruppen ent-
haltenden Polymere als ungeladene Bausteine aus-
gewahlt sind aus der Klasse der Polyethylenglykole
(PEG), Poly(2-oxazoline) (POX), Polyvinylpyrroli-
done (PVP), Polyvinylalkohole (PVA) und/oder Poly-
arylamide (PAM) und dass die Amingruppen oder
Thiolgruppen enthaltenden Vernetzermolekile nicht-
polymere, bifunktionelle Vernetzermolekiile sind.

[0052] Weiter kann vorgesehen sein, dass als unge-
ladene Bausteine Polymere mit konjugierten enzy-
matisch spaltbaren Peptiden, die entweder Lysin
oder Cystein als reaktive Aminosaure in der Peptid-
sequenz aufweisen, fur die Polymernetzwerkbildung
genutzt werden. Die enzymatisch spaltbaren Peptide
kénnen durch humane oder bakterielle Proteasen,
insbesondere  MMPs, Cathepsine, Elastasen,
Aureolysin und/oder Blutgerinnungsenzyme, spalt-
bar sein.

[0053] Gemal einer weiteren vorteilhaften Weiter-
bildung des erfindungsgemafien Hydrogelmaterials
kann vorgesehen sein, dass bioaktive und/oder anti-
adhasive Molekile mit einer Aminogruppe oder Car-
boxylgruppe und/oder zellinstruktive Peptide Uber
Lysin oder Cystein in einer Sequenz an den gelade-
nen Bausteinen Poly(Acrylsaure-co-4-acrylamido-
methylbenzen-sulfonsdure) und/oder Poly(Acryl-
saure-co-Acrylamidoethansulfonsaure) und/oder
Poly(Acrylsaure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat)
und/oder Poly(4-Styrensulfonsaure-co-Malein-
saure), und/oder sulfatierten Glykosaminoglykanen
wie Heparin und/oder selektiv desulfatierten Hepa-
rinderivaten und/oder Heparansulfat und/oder
Chondrotinsulftat und/oder Keratansulfat und/oder
Dermatansulfat oder an deren Derivaten mit zur
Michael-Typ-Addition fahigen Gruppen unter Ausbil-
dung einer kovalenten Bindung an das Hydrogel-
netzwerk angebunden sind. Die bioaktiven Molekiile
kénnen antimikrobielle Substanzen, zum Beispiel
Antibiotika oder Antiseptika, oder pharmazeutische
Wirkstoffe sein.

[0054] Vorzugsweise wird das elektrisch leitfahige
Hydrogelmaterial mit einer Parameterkonfiguration
mit den Paramatern PO, P2, P3 oder mit den Para-
metern P1, P2, P3 vorgegeben. Die Parameterwerte
kénnen in vorgegeben Parameterwertebereichen
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variiert werden. Der Wert fir den Parameter PO
kann in einem Bereich von 0 bis 80 ymol/ml, der
Wert flr den Parameter P1 in einem Bereich von 0
bis 150 umol/ml, der Wert fir den Parameter P2 in
einem Bereich von 0 bis 10 mmol/(g/mol) und der
Wert fir den Parameter P3 in einem Bereich von -7
x 10-3 bis 7 x 10-3 A2 vorgegeben werden.

[0055] Das erfindungsgeméafle Hydrogelmaterial
kann vorzugsweise ein Speichermodul von 0,2 kPa
bis 22 kPa aufweisen.

[0056] Eine Verwendung des erfindunsgegemalen
Hydrogelmaterials kann vorgesehen sein zum in vivo
Faktormanagement zur Kontrolle der Angiogenese,
bei Immunerkrankungen, Krebserkrankungen, Dia-
betis, neurodegenerativen Erkrankungen, Morbus
Crohn, Colitis ulcerosa, Multiple Sklerose, Asthma,
Rheumatoide Arthritis oder der kutanen Wundhei-
lung und der Knochenregeneration. Eine weitere
Verwendung oder Anwendung des elektrisch leitfahi-
gen Hydrogelmaterials besteht in der elektrischen
Stimulation von Zellen oder Geweben.

[0057] Weiterhin kann das erfindungsgemafe Hyd-
rogelmaterial zur gezielten Aufreinigung von Protei-
nen aus Zelllysaten mikrobieller oder eukaryotischer
Herkunft verwendet werden.

[0058] Eine Verwendung des erfindungsgemalen
Hydrogelmaterials kann auferdem zur in vitro Zell-
und Organkultur von induziert pluripotenten Stamm-
zellen (iPS-), sowie weiteren nicht iPS zuzuordnen-
den Stammzellen und Vorlauferzellen, primaren, von
Patienten gewonnen Zellen, immortalisierten Zellli-
nien, sowie Herzgewebe, Muskelgewebe, Nierenge-
webe, Lebergewebe und Nervengewebe vorgese-
hen sein.

[0059] Kern der Erfindung ist die Bereitstellung des
erfindungsgemaflen Hydrogels, welches als wich-
tigstes Merkmal bei physiologischen Bedingungen
(lonenstarke und pH-Wert) anionische, das heil3t
negativ geladene Gruppen tragt. Die physikochemi-
schen Eigenschaften des erfindungsgemafien Hyd-
rogelmaterials, insbesondere die fiir die intrinsische
Affinitdt zu Substanzen entscheidende (anionische)
Ladungscharakteristik und die Charakteristik der fir
nicht-ionische Wechselwirkungen entscheidenden
chemischen Umgebung der anionischen Gruppen
sind dabei Uber folgende Parameter PO, P1, P2 und
P3 beschrieben. Zuséatzlich zu den bereits beschrie-
benen Eigenschaften kénnen durch den Einfluss
eines elektrischen Potentials auch physikalische
Eigenschaften wie Quellung, Steifigkeit und
Maschenweite des erfindungsgemafen Hydrogel-
materials verédndert beziehungsweise beeinflusst
werden. Die Gegenwart von kovalent gebunden Sig-
naleinheiten ist dabei Gber weite Bereiche und weit-
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gehend unabhangig von den Parametern PO-P3
abstufbar.

[0060] Zur Herstellung des erfindungsgemalen
Hydrogelmaterials wird ein vorgegebenes natives
Polymernetzwerk, welches eine vorgegebene Para-
meterkonfiguration mit vorgegebenen Parameter-
werten aufweist, in einer Ldsung, in welcher die
elektrisch leitfahige Komponente enthalten ist,
gequollen und anschlieBend die Polymerisation
oder Vernetzung zu einem elektrisch leitfahigen
Polymernetzwerk eingeleitet. Das native Polymern-
etzwerk mit seinen anionischen Gruppen wirkt
dabei Uber elektrostatische Wechselwirkungen dotie-
rend auf die leitfahige Komponente. Das hergestellte
Hydrogelmaterial besteht erfindungsgemal® aus
einem oder mehreren leitfahigen Polymersystemen,
die durch physikalische Wechselwirkungen mit dem
vorgegebenen nativen Polymernetzwerk interagie-
ren. Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass
die Struktur und Verteilung der elektrisch leitfahigen
Komponente durch die Parameter PO-P3 und damit
einhergehend die elektrischen Eigenschaften elektri-
scher Widerstand, elektrische Leitfahigkeit und elekt-
rische Ladungsspeicherkapazitdt und auch die
mechanischen und physikochemischen Eigenschaf-
ten des Hydrogelmaterials beeinflussbar sind. Durch
den Einfluss eines elektrischen Potentials, das heif3t
Uber das Anlegen einer Spannung an die elektrisch
leitfahige Komponente sind zudem die Ladungsei-
genschaften des Polymernetzwerks und somit die
Affinitat zu bioaktiven Substanzen stufenlos, reversi-
bel und in Echtzeit modulierbar.

[0061] Weitere vorteilhafte Eigenschaften ergeben
sich aus den Uberraschenden Einfliissen durch eine
Elektrostimulation von Zellen mit Hilfe des erfinduns-
gegemalen Hydrogelmaterials in Kombination mit
der Freisetzung oder der Sequestrierung von bioakti-
ven Substanzen. Weiterhin kénnen Gber die Modula-
tion des Stromflusses auch in Abhangigkeit der Para-
meter PO bis P3 die mechanischen Eigenschaften
des Materials in Echtzeit variiert werden.

[0062] Nachstehend wird die Herstellung des erfin-
dungsgemalen Hydrogelmaterials anhand eines
Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert:

Zur elektrischen Funktionalisierung des Hydro-
gelmaterials wird das leitfahige Polymer
Poly-3,4-ethylendioxythiophen (PEDOT) als
elektrisch Leitfahige Komponente um das vor-
gegebene native Polymernetzwerk polymeri-
siert. Dazu wird das vollstandig gequollene
Polymernetzwerk zunachst fir 3 Stunden bei
Raumtemperatur in einer Lésung bestehend
aus 0,4 M Ammoniumperoxodisulfat (APS)
geldstin 1 M HCl inkubiert. AnschlieRend erfolgt
eine Inkubation fur 6 Stunden bei Raumtempe-
ratur in 0,4 M 3,4-Ethylendioxythiophen (EDOT)
in Mineral6l. Wahrend der zweiten Inkubations-
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schritts erfolgt eine oxidative Polymerisation von
PEDOT durch das native Polymernetzwerk.
Erhalten wird ein SPH-PEDOT, welches
anschlieBend in Mineraldl, Hexan und PBS
gewaschen wird. Durch die verwendete
Methode sind im Vergleich zur Elektrodeposi-
tion von PEDOT keine Elektroden notwendig.
Zusatzlich kénnen beliebige Volumenkdrper
elektrisch Leitfahig gemacht werden.

[0063] Direkt nach der oxidativen Polymerisation
besitzt PEDOT eine inharente positive Ladung
(siehe 10.1021/acs.jpch.9b01745,
10.1021/acsapm.8b00061). Durch die nicht-kovalen-
ten Wechselwirkungen zwischen PEDOT und den
anionisch geladenen Bausteinen des Hydrogels
sowie der nicht-kovalenten Wechselwirkung zwi-
schen den einzelnen PEDOT-Ketten (wahrscheinlich
zumeist hydrophobe Wechselwirkungen) bildet sich
ein pseudo-interpenetrierendes Netzwerk zwischen
dem anionisch geladenen Polymernetzwerk und
PEDOT aus. Gleichzeitig fungieren die negativen
Ladungen des anionisch geladenen Polymernetz-
werk als Dotierung fir PEDOT. In Abhangigkeit der
integralen und lokalen Ladungsdichte, welche durch
die Parameter PO oder P1 und P2 definiert sind,
andert sich der Dotierungsgrad des PEDOT. Dies
hat einen direkten Einfluss auf die elektrischen
Eigenschaften des leitfahigen Hydrogelmaterials.
Da es sich bei PEDOT um ein hydrophobes Polymer
handelt, ist die Verteilung und die Vernetzung der
PEDOT-Ketten untereinander stark von der Hydro-
phobizitat der Umgebung, welche durch den Para-
meter P3 definiert ist, abhangig, was ebenfalls
einen Einfluss auf die elektrischen Eigenschaften
des Hydrogelmaterials hat.

[0064] Neben einer Freigabe von geladenen Mole-
kilen lassen sich durch die Veranderungen im Dotie-
rungsgrad infolge von vorgegebenen Werten der P1
und P2 sowie der Hydrophobizitat P3 leitfahige Hyd-
rogele mit unterschiedlichen elektrischen Eigen-
schaften erhalten. Durch eine hohe Dotierung kon-
nen Hydrogelmaterialien mit hoher Leitfahigkeit
erhalten werden. Diese kdnnen als biokompatible
Elektroden verwendet werden. Aufgrund der mecha-
nischen Eigenschaften von Hydrogelmaterialien,
welche biologischen Gewebe sehr ahnlich sind, kdn-
nen Fremdkorperreaktion eines Organismus gegen-
Uber SPH-PEDOT Elektroden im Vergleich zu klassi-
schen Metallelektroden reduziert werden. Zusatzlich
findet bei klassischen Metallelektroden der Ladungs-
transfer fir die elektrische Stimulation nur an der
Kontaktflache vom Metall zum Gewebe (physiologi-
sche Losung) statt. Aufgrund der Verteilung der leit-
fahigen Komponente innerhalb des Hydrogelmate-
rials und der Moglichkeit, dass physiologische
Flissigkeiten in das Hydrogelmaterial diffundieren
kdnnen, kann eine Ladungslbertragung innerhalb
des Volumens des Hydrogelmaterials stattfinden.
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Vorteilhaft sind dadurch fur die gleiche Ladungsinjek-
tion geringere elektrische Spannungen erforderlich,
was eine geringere Warmeentwicklung und demzu-
folge Gewebeschonung zur Folge hat.

[0065] Das erfindungsgemalle Hydrogelmaterial
ermdglicht in Kombination mit dem erfindungsgema-
Ren Verfahren eine retardierte Freisetzung von
Wirkstoffen in ein Biofluid oder Lebendgewebe.

[0066] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile
von Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus
der nachfolgenden Beschreibung von Ausfiihrungs-
beispielen. mit Bezugnahme auf die zugehdrigen
Zeichnungen und Tabellen. Es zeigen:

Fig. 1: eine schematische Darstellung zur Erlau-
terung des erfindungsgemafen Hydrogelmate-
rials,

Fig. 2: eine weitere schematische Darstellung
zur weiteren Erlauterung der Erfindung,

Fig. 3: eine Abbildung, die die optische Erschei-
nung der elektrisch leitfahigen pordsen und
nicht pordsen Hydrogelmaterialien im Quer-
schnitt zeigt,

Tabelle 1: Ubersicht (iber die geladenen und
ungeladenen Hydrogelbausteine der Polymern-
etzwerke,

Tabelle 2: welcher eine Zusammensetzung und
Synthese von Polymernetzwerken als Vorstufe
eines Hydrogelmaterials zu entnehmen sind,

Tabellen 3-1 bis 3-2: welchen elektrische Eigen-
schaften der verschiedenen elektrisch leitfahi-
gen Hydrogelmaterialien zu entnehmen sind,

Tabelle 4-1 bis 4-4: welchen eine Bindung bio-
aktiver Substanzen durch elektrisch leitfahige
Hydrogelmaterialien entnehmbar ist,

Tabellen 5-1 bis 5-4: welchen eine Freisetzung
bioaktiver Substanzen durch elektrisch leitfa-
hige Hydrogelmaterialeien bei verschiedenen
elektrischen Potentialen entnehmbar ist und

Tabelle 6: welcher eine Biokompatibilitat von
elektrisch  leitfahigen  Hydrogelmaterialien
gegeniber PC12 Zellen und daraus differenz-
ierter Neuron-artigen Zellen zu entnehmen ist.

[0067] Anionisch geladene Hydrogelbausteine sind
nachfolgend mit GB abgekirzt, wobei unterschiedli-
che anionisch geladene Bausteine zusatzlich mit
einer Ziffer gekennzeichnet sind., Ungeladene Bau-
steine des Hydrogelmaterials sind mit UGB abge-
kirzt, wobei unterschiedliche ungeladene Bausteine
mit einer Ziffer gekennzeichnet sind. Der Einfachheit
halber und aus Platzgriinden sind Hydrogelmateria-
lien in den Tabellen als Hydrogele bezeichnet. Hyd-
rogelmaterialtypen sind in den Tabellen als Hydro-
geltypen bezeichnet.
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[0068] Die Fig. 1 zeigt eine schematische Darstel-
lung zur Erlauterung des erfindungsgemafien elekt-
risch leitfdhigen Hydrogelmaterials 1. Abbildung A
der Fig. 1 zeigt beispielhaft die Synthese des Poly-
mernetzwerks 2 aus anionisch geladenen Baustei-
nen 3 und Vernetzermolekilen 4 als Vorlage zur Bil-
dung des erfindungsgeméafien Hydrogelmaterials 1.
Mit dem Polymernetzwerk 2 wird die Parameterkon-
figuration mit den Paremetern P1, P2 und P3 vorge-
geben. Die Abbildung B zeigt den Aufbau des elekt-
risch leitfahigen Hydrogelmaterials 1 als Pseudo-
interpenetrierendes Polymernetzwerk (IPN) aus
dem Polymernetzwerk 2 und einer elektrisch leitfahi-
gen Komponente 5. Das Polymernetzwerk 2 tragt
anionische Gruppen und wird durch die Parameter
P1, P2, und P3 bestimmt. Das elektrisch leitfahige
Hydrogelmaterial 1 entsteht durch Polymerisation
oder Vernetzung des Polymernetzwerks 2 mit der
elektrisch leitfahigen Komponente 5. In der Abb. C
der Fig. 1 ist die Dotierung der leitfahigen Kompo-
nente beispielhaft gezeigt. Im Beispiel ist die elekt-
risch leitfahige Komponente 5 PEDOT: Die Dotie-
rung erfolgt Gber die Wechselwirkung mit sulfat-
/sulfonatGruppen im anionisch geladenen Polymern-
etzwerk 2. Fur die Wechselwirkung mit PEDOT 5 und
die dadurch die resultierenden elektrischen Eigen-
schaften des leitfahigen Hydrogelmaterials 1 sind
die integrale Ladungsdichte P1 des Polymernet-
zwerks 2, die lokale Ladungsdichte P2 und die Hyd-
rophobizitdt P3 des anionische Gruppen tragenden
Polymers im Polymernetzwerk 2 entscheidend. In
Abb. D ist beispielhaft dargestellt, welchen Einfluss
das Anlegen eines elektrischen Potentials auf das
elektrisch leitfahige Hydrogelmaterial hat. Durch
den Einfluss eines elektrischen Potentials kann die
positive Ladung des PEDOT stufenlos reguliert wer-
den. Die Regulierung erfolgt dabei von neutral (0)
Uber mittel (+1) bis stark (+3) positiv geladen.

[0069] Die Fig. 2 zeigt eine weitere schematische
Darstellung zur weiteren Erlduterung der Erfindung.
Dargestellt ist ein elektrisch leitfahiges Hydrogelma-
terial 1, welches aus sulfatierte und sulfonierte Poly-
mere als geladende Bausteine 3 und PEG als Ver-
netzer 4, welche ein Polymernetzwerk 2 bilden, und
PEDOT als elektrisch leitfahige Komponente 5, wel-
che in dem Polymernetzwerk inkorporiert ist, ausge-
bildet ist. Rechts mit dem Bezugszeichen 6 ist ein
positiv geladenes Signalprotein dargestellt, welches
an negativ geladenem PEDOT gebunden ist. Die
Bindungseigenschaften des Signalproteins 6 in dem
Hydrogelmaterial 1 ist durch den Einfluss eines elekt-
rischen Potentials beeinflussbar. Zur elektrischen
Beeinflussung des Hydrogelmaterials 1 ist das Hyd-
rogelmaterial 1 mit einer Spannungsquelle 7 elekt-
risch kontaktiert. Das erfindungsgemalie Hydrogel-
material 1 ermoglicht eine elektrodynamische
Modulation spezifischer elektrostatischer Wechsel-
wirkungen zwischen dem Hydrogelpolymeren und
dem Signalprotein 6.
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Ausfiihrungsbeispiele:
Synthese des Polymernetzwerks

[0070] Fir die Synthese des Hydrogelmaterials (1)
wurden drei anionisch geladene Polymernetzwerk-
systeme (2), (1) ein aus zwei-Hydrogelbausteinen,
eines anionisch geladenen Baustein (GB1-5) mit
Maleimid- und eines ungeladenen Baustein UGB2
mit Thiolgruppen (im weiteren bezeichnet als Malei-
mid-Thiol Zwei-Komponenten-System) oder (2) ein
aus drei Hydrogelbausteinen (ein anionisch gelade-
ner Baustein (GB1-5) mit Maleimidgruppen und ein
ungeladener Baustein mit Maleimidgruppen UGB1)
und ein ungeladener Baustein (UGB2) mit Thiolgrup-
pen (im weiteren bezeichnet als Maleimid-Thiol Drei-
Komponenten-System) oder (3) ein System aus zwei
Hydrogelbausteinen vernetzt Uber EDC/NHS-
basierte Aktivierung der Carboxylgruppen des anio-
nisch geladenen Hydrogelbausteins (GB1) und
Reaktion mit den Aminogruppen am zweiten, unge-
ladenen Hydrogelbaustein UGB3 (im weiteren als
EDC/NHS-System bezeichnet), verwendet.

[0071] Die Eigenschaften der anionisch geladenen
Hydrogelbausteine (GB1 bis GB5) und der ungelade-
nen Hydrogelbausteine (UGB1 bis UGB3) sind in
Tabelle 1 zu entnehmen.

Maleimide-Thiol Zwei-Komponenten-System zur
Herstellung eines anionisch geladenen
Polymernetzwerks als Vorstufe des
erfindungsgemafen Hydrogelmaterials

[0072] GB1 (Heparin-Maleimid, 15 kDa) und UGB2
(sternférmiges Thiolfunktionalisiertes Polythylengly-
col, starPEG, 10 kDa) werden in 0,1 x phosphatge-
pufferter Kochsalzlésung (PBS), pH = 6) in einer
Konzentration von je 0,0015 mol/l gelést. 1 x PBS
besteht aus 137 nm NaCl, 2,7 mM KCI und 12 mM
Gesamt-Phosphat bestehend aus HPO42- und
H,PO,4. Die Mischungsverhaltnisse und Konzentra-
tionen sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Alle nach-
folgenden Schritte bis zum Mischen der Hydrogel-
bausteine erfolgen auf Eis. (pH-Werteinstellung
zum Erreichen einer Gelierungszeit von 30min -
bitte pH-Bereich definieren)) Fir ein molares Verhalt-
nis von 1 beider Bausteine werden gleichen Volumen
der beiden Loésungen durch Vermischung mittels
einer Pipette und/oder in einem Mischgerat
gemischt. AnschlieRend wird die Mischung zentrifu-
giert um Luftblasen zu entfernen und die Proben auf
Goldelektroden (Durchmesser 11 mm, 100 p1) oder
auf ein Deckglas (Durchmesser 8 mm, 67 pl) pipet-
tiert und mit einem 11 mm oder 8 mm grof3en hydro-
phoben (Sigmacote® behandelten) Deckglaser
abgedeckt. Die Vernetzung des Hydrogeles erfolgt
Uber die Reaktion der Thiol- und Maleimidgruppen
(Michael-Additionsreaktion). Die Polymerisation
erfolgt fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur
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in einer feuchten Kammer, um ein Austrocknen der
Gele zu vermeiden. Fir die Kryogelierung werden
die Proben Uber Nacht bei -15°C polymerisiert.
AnschlieRend werden die vollstandig polymerisierten
Hydrogele tiber Nachtin 1 x PBS (0,154mmol/l NaCl,
pH 7,4) gequollen. Der Feststoffanteil der Gele
betragt ca. 3 % (m/v).

Maleimide-Thiol Drei-Komponenten-System zur
Herstellung eines Polymernetzwerks als Vorstufe
des erfindungsgemafen Hydrogelmaterials

[0073] Flr eine prazise Einstellung der integralen
negativen Ladung im Hydrogelmaterial wird ein
drei-Komponenten System verwendet. Es werden
starPEG-Thiol, starPEG-Maleimide und Maleimid-
funktionalisierte anionisch geladene Hydrogelbau-
steine Polymere in 0,01 x PBS in einer vorgegebe-
nen Konzentration geldst und in Abhangigkeit der
gewulnschten integralen Ladung in verschiedenen
Verhaltnissen gemischt. Die Mischungsverhaltnisse
sind Tabelle 2 zu enthehmen. Durch Zugabe von
0,01 M HCI bzw. 0,01 M NaOH wird die Zeit zur
Gelierung auf weniger als 5 min eingestellt. Anschlie-
fend werden die Losungen gemischt und der Pro-
benkorper analog zum Zwei-Komponenten-System
bei Raumtemperatur (30 min) bzw. -15°C (Uber
Nacht) erzeugt. Die vollstandig polymerisierten Hyd-
rogele werden Uber Nacht in 1 x PBS (pH 7) gequol-
len. Der Feststoffanteil der Gele betragt zwischen ca.
3% (m/v).

[0074] Die Eigenschaften der ungeladenen und
anionisch geladene sind in Tabelle1 gezeigt.

EDC/NHS-System zur Herstellung eines
Polymernetzwerks als Vorstufe des
erfindungsgemaflen Hydrogelmaterials

[0075] Fir das EDC/NHS-System werden flr ein
molares Verhaltnis von UGB3 sternPEG-Amin zu
nicht-maleimidierten GB1 von 2 0,167 mg/pl von
UGB3, 0,145 mg/ul GB1), 0,1 mg/ul EDC (N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid,) und 0,1
mg/p1 NHS (N-Hydroxysulfosuccinimid) in eiskaltem
MilliQ-Wasser geldst. Fur 1 ml finales Gelvolumen
werden zunachst 85,20 yl EDC-Lésung und 48,25
pI NHS-Lésung zu 533,22 pl Heparin-Lésung pipet-
tiert, in einem Labormixer gemischt (Vortexen) und
fir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgt
die Zugabe von 333,33 pl starPEG-L6sung und das
erneute Mischen durch Vortexen. Direkt im
Anschluss erfolgt das Erzeugen der gewlnschten
Formkérper identisch zum Zwei-Komponenten-Sys-
tem. Die Polymerisation erfolgt Uber Nacht bei
Raumtemperatur oder -15°C in einer feuchten Kam-
mer um das Austrocknen der Hydrogele zu vermei-
den. Der Gesamtfeststoffgehalt der Gele betragt
ungefahr 10% bei einer finalen starPEG-Konzentra-
tion von 0,00784 mol/l und einer finalen Heparin Kon-
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zentration von 0,00392 mol/l. Die vollstandig polyme-
risierten Hydrogele wurden Uber Nacht in 1 x PBS
(pH 7) gequollen.

Synthese des elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials als pseudo-interpenetrierendes
Netzwerk

[0076] Die Synthese des elektrische leitfahigen
pseudo-interpenetrierenden Polymernetzwerkes ist
fir séamtlich Hydrogelmateralien der zuvor beschrie-
benen Bildungsvorschriften moglich. Fir die Syn-
these des elektrisch leitfahigen pseudo-interpenet-
rierenden Poly-3,4-ethylendioxythiophen (PEDOT)-
Netzwerkes mit PEDOT als elektrisch leitfahige Kom-
ponente, werden die vollstandig gequollenen anio-
nisch geladenen Polymernetzwerke im ersten Schritt
fur 3 Stunden in einer 0,4 M Ammoniumperoxodisul-
fat (APS) Lésung in 1 M HCI bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wird das Hydrogel fiir 6 Stun-
den in eine 0,4 M 3,4-Ethylendioxythiophen (EDOT)
Ldsung in Mineraldl in einem Rotationsschuttler inku-
biert. In dieser Zeit erfolgt die oxidative Polymerisa-
tion des EDOT zu einem elektrisch leitfahigen
PEDOT-Netzwerk, welches mit zunehmender Poly-
merisation des PEDOT eine schwarze Farbe
annimmt. (Fig. 3). Anschlielend werden die so her-
gestellten Hydrogelmaterialien Gber Nacht in Mine-
ralél gewaschen, um nicht reagierte Monomere zu
entfernen. Zum Entfernen des Mineraldls werden
die Hydrogelmaterialien anschlieRend in Hexan
gewaschen. Der Waschvorgang kann wiederholt
werden. AnschlieRend werden die Hydrogelmateria-
len fir mindestens 24 h in PBS (pH 7,4) gewaschen.

[0077] Alle Hydrogelmaterialtypen sind in Tabelle 2
zusammengefasst. Bei den angegebenen Konzent-
rationen handelt es sich um die Konzentration in der
fertigen Gelmischung. Die Hydrogelmaterialtypen
GB1-UGB2 16, GB1-UGB2 18, GB2-UGB2-UGBH1
19, GB2-UGB2-UGB1 20, GB3-UGB2-UGB1 21
und GB4-UGB2-UGB1 22 sind Hydrogele, welche
nicht mit PEDOT funktionalisiert wurden. Hydrogel-
materialtyp UGB1-UGB2 15 ist ein reines PEG-PEG
Hydrogel, welches keine anionischen Ladungen
tragt, allerdings PEDOT funktionalisiert ist.

Elektrische Charakterisierung

[0078] Die elektrische Charakterisierung sadmtlicher
Hydrogele erfolgte mittels Impedanzspektroskopie
bzw. zyklischer Voltammetrie in einem 3-Elektro-
den-Setup in 100 ml 1x PBS (pH 7). Fir Beide Mess-
methoden wurden 100 pl Gel-Probenkérper (Volu-
men ungequollen) auf einer Gold-Netzelektrode
hergestellt, welche als Arbeitselektrode dient. Als
Gegenelektrode wurde eine pordse Kohlenstoff-
Elektrode (BioLogic A-010530) mit deutlich gréRerer
Oberflache verglichen zur Arbeitselektrode verwen-
det. Als Referenz-Elektrode diente eine Ag/AgCl-
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Elektrode (Metrohm, Part No. 6.0726.100). Als Mess-
gerat diente ein Potentiostat (Metrohm Autolab
PGSTAT204 oder PalmSens 4).

Impedanzspektroskopie

[0079] Fir die Impedanzspektroskopie wird ein
Effektivpotential von 10 mV,,s angelegt und die
Impedanz sowie die der Phasenwinkel in einem Fre-
quenzbereich von 0,01 Hz bis 105 Hz mit 10 Mess-
punkte je Dekade gemessen. Die Impedanz der ver-
schiedenen Hydrogelmaterialtypen wurde bei einer
Frequenz von 0,01 Hz verglichen. Die elektrische
Leitfahigkeit verhalt sich umgekehrt proportional zur
Impedanz. Steigt die Impedanz so sinkt die elekitri-
sche Leitfahigkeit.

Zyklische Voltammetrie

[0080] Die Berechnung der Ladungsspeicherkapa-
zitat erfolgt anhand der Messung der zyklischen Vol-
tammetrie. Dafir unter Verwendung des oben
genannten 3 Elektroden-Aufbaus der Stromfluss zwi-
schen Arbeitselektrode (Hydrogel) und Gegenelekt-
rode (Kohlenstoff-Elektrode) gemessen, wahrend in
5 zyklischen Durchldufen das angelegte elektrische
Potential von -0,6 bis 0,8 V (Potential zwischen
Arbeitselektrode und Ag/AgCl-Referenzelektrode)
variiert wird. Die Scan-Rate betragt 50 mV/s.
Anschlielfend wird der negative Teil der Flache
unter der Kurve integriert (MultiTrace 4.3, PalmSens)
und daraus die Ladungsspeicherkapazitat Hydrogel
mit nachfolgender Formel berechnet:

I=U

Ladungsspeicherkapazitat = ——
Scan - Rate

[0081] Als Integral gibt die Software den Wert1* U in
der Einheit [A] * [V] aus. Dabei gilt [A] = [C/s]. Durch
die Division der Scan-Rate [V/s] resultiert die Ladung
[C], welche durch das Material Ubertragen wird.
Diese wird anschlieen in das Verhaltnis zum Volu-
men gesetzt, da die Grenzflache zum umgebenden
Medium im kompletten Volumen des Hydrogels vor-
handen ist und sich somit keine Oberflache berech-
nen lasst. Die Angabe der Werte erfolgt in Ladung
pro Milliliter Hydrogel.

Elektrische Eigenschaften der Hydrogelmaterialien

[0082] Direkt nach der oxidativen Polymerisation
besitzt PEDOT eine inharente positive Ladung
(10.1021/acs.jpcb.9b01745,

10.1021/acsapm.8b00061). Durch die nicht-kovalen-
ten Wechselwirkungen zwischen PEDOT und dem
anionisch geladenen Polymernetzwerk (Hydrogel)
sowie der nicht-kovalenten Wechselwirkung zwi-
schen den einzelnen PEDOT-Polymerketten bildet
sich ein pseudo-interpenetrierendes Netzwerk zwi-
schen dem anionisch geladenen Polymernetzwerk
und PEDOT aus. Gleichzeitig fungieren die negati-
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ven Ladungen des anionisch geladenen Polymernet-
zwerks als p-Dotierung fir PEDOT. In Abhangigkeit
der integralen und lokalen Ladungsdichte (Parame-
ter PO/P1 und P2) andert sich der Dotierungsgrad
des PEDOT. Dies hat einen direkten Einfluss auf
die elektrischen Eigenschaften (Impedanz und
Ladungsspeicherkapazitat) des elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials. Bei gleichem P2 und P3 wurden
Uber einen P1-Bereich von 110 bis 2 ymol/ml eine
Ladungsspeicherkapazitdt von 3040 bis 1505
mC/ml und eine Impedanz von 30 bis 93 Q fur die
Hydrogelmaterialtypen GB1-UGB2 01 und GB1-
UGB2-UGB1 02-04 und in einem P1-Bereich von
128 bis 2 ymol/ml eine Ladungsspeicherkapazitat
von 3040 bis 1894 mC/ml und eine Impedanz von
36 bis 74 Q fir die Hydrogelmaterialtypen GB2-
UGB2 05 und GB2-UGB2-UGB1 06-08 (Tabelle 3)
erhalten. Da es sich bei PEDOT um ein hydrophobes
Polymer handelt, ist die Verteilung und die Vernet-
zung der PEDOT-Ketten untereinander stark von
der Hydrophobizitdt der Umgebung und damit der
Amphiphilie des anionisch geladenen Polymernet-
zwerks (Parameter P3) abhangig, was ebenfalls
einen Einfluss auf die elektrischen Eigenschaften
des elektrisch leitfahigen Hydrogelmaterials hat. In
den Ausflhrungsbeispielen zeigt sich, dass bei
einem hohen Wert des Parameters P3 von 6,8 *10-3
1/A2 (GB2-UGB2-UGB1 08), siehe Tabelle 2 im Ver-
gleich zu einem niedrigen Wert fur P3 von -5,9*10-3
1/AZ (GB1-UGB2-UGB1 04), bei gleich bleibendem
Wert fir P2 (4,5 mmol/(g/mol)) und P1 (2 pmol/ml)
die hohere Hydrophobizitdt zu einer hdheren
Ladungsspeicherkapazitat (1894 vs 1505 mC/ml)
und geringerer Impedanz (74 Q vs. 93 Q) fuhrt
(Tabelle 3). Erhéht man den Abstand zwischen den
stark anionisch geladenen Gruppen entlang der
Polymerketten (verringerte Wert P2, steht flr eine
geringere lokale Ladungsdichte) so erhalt man bei
ahnlichem P3 und annahernd gleichem P1 eine deut-
lich geringere Ladungsspeicherkapazitat bei gestie-
gener Impedanz. Dieser Unterschied zeigt sich
besonders bei einem Vergleich bei niedrigem P1
von 9 mmol/ml, P2 von 0,9 mmol/(g/mol) und P3
von 0,7*10-3 1/A2 (GB4-UGB2-UGB1 12) im Ver-
gleich zu einem P1 von 11 bzw. 4 mmol/ml, P2 von
4,5 mmol/(g/mol) und P3 von -5,9*10-% 1/A2 (GB1-
UGB2-UGB1 02/03). Trotz des geringeren Wertes
fur P3 und einem annahernd gleichen bzw. geringe-
rem Wert fir P1 besitzen die Hydrogele mit héherem
P2 (GB1-UGB2-UGB1 02/03) eine deutlich hdhere
Ladungsspeicherkapazitat (2350 und 1811 mC/ml
und geringere Impedanz (42 und 81 Q) im Vergleich
zu GB4-UGB2-UGB1 12 (910 mC/ml und 150 Q).
Trotz der moderaten Werte fir P1 und P3 verhalt
sich GB4-UGB2-UGB1 12 wie ein Hydrogel ohne
anionisch geladene Gruppen nach PEDOT Funktio-
nalisierung, siehe UGB1-UGB2 15 (reines PEG-Hyd-
rogelmaterial, 921 mC/ml und 167 Q). Es lassen sich
somit durch die Veranderungen im Dotierungsgrad
(P1, P2) sowie der Hydrophobizitat (P3) leitfahige
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Hydrogele mit unterschiedlichen elektrischen Eigen-
schaften erhalten. Durch eine hohe integrale Anzahl
an anionischen Gruppen (d.h. einem hohen Wert fiir
PO bzw. P1) sowie einen geringen Abstand zwischen
den stark anionisch geladenen Gruppen (P2) kénnen
Hydrogele mit hoher Leitfahigkeit erhalten werden.
PO scheint einen ahnlichen Einfluss wie P1 auf die
elektrischen Eigenschaften zu haben, der vermutlich
auf den Anteil der stark anionischen Gruppen zuriick-
zufihren ist. Die schwach anionischen Gruppen, hier
bspw. Carboxylgruppen mit einem intrinsichen pKa
im Bereich von 3,5 bis 4,5 spielen vermutlich eine
untergeordnete Rolle bei der Dotierung des
PEDOT. Durch den Parameter P3 lasst sich eben-
falls die Interaktion zwischen hydrophilen/amphiphi-
len anionischen Polymer und hydrophoben elektrisch
leitfahigem Polymer (PEDOT) konfigurieren. Durch
eine erhdhte Hydrophobizitét der anionisch gelade-
nen Hydrogelbausteine (hoher Wert fiir Parameter
P3) lassen sich bereits bei deutlich geringerem P1
gesteigerte Leitfahigkeiten (d.h. geringere Impedan-
zen) erzeugen. Grund dafiir kann in der hohen Affini-
tat der hydrophoben PEDOT-Einheiten zu den hyd-
rophoben Gruppen auf den anionischen geladenen
Hydrogelbausteinen, welche mdglicherweise die
Dotierung positiv beeinflussen. Zusatzlich erleichtern
die hydrophoben Gruppen bereits wahrend der
PEDOT Synthese die Penetration und Verteilung
der Monomereinheiten (EDOT) im anionisch gelade-
nen Polymernetzwerk. Die elektrisch leitfahigen Hyd-
rogelmaterialien mit sehr hoher Leitfahigkeit (gerin-
ger Impedanz) und hoher
Ladungsspeicherkapazitat kénnen als biokompatible
Elektrodematerialien zur Stimulation von Zellen oder
Gewebe verwendet werden. Aufgrund der hohen
Hydratisierung und Weichheit dieser Hydrogele, wel-
che biologischem Gewebe sehr ahnlich sind, kénnen
die Fremdkorperreaktion des Organismus gegen-
Uber solchen auf den erfindungsgeméalien, elektrisch
leitfahigen Hydrogelmaterialien basierenden Elektro-
den im Vergleich zu klassischen Metallelektroden
deutlich reduziert werden. Zusétzlich findet bei klas-
sischen Metallelektroden der Ladungstransfer fir die
elektrische Stimulation nur an der Kontaktflache vom
Metall zum Gewebe (physiologische Losung) statt.
Aufgrund der Verteilung des leitfahigen Polymers
innerhalb des Volumenmaterials und der Mdglich-
keit, dass Biofluide in das Hydrogel eindiffundieren,
kann eine Ladungsubertragung innerhalb des kom-
pletten Volumens stattfinden. Dadurch kdénnen fir
die gleiche Ladungsinjektion geringere Spannungen
verwendete werden, was die Warmeentwicklung und
daraus resultierende potentielle Gewebeschaden im
Vergleich zu klassischen Metallelektroden reduziert.

Wirkstoffseauestrieruna und -freisetzung
[0083] Die Probenvorbereitung fiir die Wirkstoffse-

questrierung und -freisetzung erfolgt identische zur
Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften.
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100 pl der verschiedenen anionisch geladenen Poly-
mernetzwerke wurden auf eine Gold-Netzelektrode
aufgebracht und mittels nachfolgender Penetration
und Polymerisation von EDOT-Monomeren zu
PEDOT elektrische leitfahig gemacht.

Wirkstoffsequestrierung

[0084] Nach grindlichem Waschen der elektrisch
leitfahigen Hydrogelmaterialien in PBS erfolgte die
Sequestrierung verschiedener Substanzen mit einer
Konzentration von jeweils 100 ng/ml Substanz in 2,5
ml PBS mit 0,1 % BSA (um die physiologische Situa-
tion mit einem Tragerprotein nachzustellen. Das ent-
spricht 250 ng pro Protein und Hydrogelmaterial. Die
Sequestrierung erfolgt in einem 5 ml lowbinding
Eppendorf Tube (Eppendorf) um unspezifische Bin-
dung der Proteine zum Reaktionsgefalt zu minimie-
ren. Die Aufnahme erfolgte Gber 24 h. Die Sequest-
rierung erfolgte bei 500 mV, 0 mV (passiv) und -500
mV. Die aktive Sequestrierung erfolgte in einem 3-
Elektroden-Setup ahnlich der elektrischen Charakte-
risierung. Als Arbeitselektrode diente das leitfahige
Hydrogel auf der Gold-Elektrode. Diese Befand sich
zusammen mit der Referenzelekirode, einem
Ag/AgCI Draht, in einem 5 ml low binding Eppendorf
Tube. Die Gegenelektrode, eine porése Kohlenstoff-
elektrode (BioLogic A-010530) mit deutlich gréRerer
Oberflache verglichen zur Arbeitselektrode, befand
sich in einem separaten Gefall mit 100 ml PBS.
Geschlossen wurde der Stromkreis durch eine Salz-
briicke bestehend aus einem PVC-Schlauch, wel-
cher mit einem 25%igen Polyacrylamidhydrogel
(nach Herstellerangaben angeben) gequollen in
PBS geflllt war. Im Eppendorf-Gefall war der
Schlauch zusatzlich mit einer 1000 Da Dialyse-
membran verschlossen um ein Eindringen der Sub-
stanzen zu verhindern. Fir das Anlegen eines defi-
nierten Potentials diente ein Potentiostat (Metrohm
Autolab PGSTAT204 oder PalmSens 4). Als Proben
wurden 100 pl der Lésung vor und nach der Sequest-
rierung entnommen. Nach Bestimmung der Konzent-
rationen der verschiedenen Proteine nach Hersteller-
angaben unter Verwendung des Multiplex Assays
Kits (Luminex Technology, ThermoFisher) wurde
die aufgenommene Menge an Protein prozentual
berechnet.

[0085] Furdie Sequestrierung von Substanzen spie-
len vorwiegend die integrale PO bzw. P1 und lokale
Ladungsdichte (P2) bei den verschiedenen angele-
gten Spannungen im gesamten Hydrogelmaterial
(anionischgelades Polymernetzwerk  -PEDOT
pseudo IPN) eine Rolle. Die héchste Sequestrierung
konnte dabei unabhangig von der Ladung des
gebundenen Molekills ohne angelegtes Potential
gemessen werden (Tabelle 4). Im Vergleich zu nicht
leitfahigen Hydrogelen (ohne PEDOT) mit ahnlichen
P1 und P2 zeigt sich, dass die elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterialien eine geringere Aufnahme posi-
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tiv geladener Substanzen (GB2-UGB2-UGB1 09;
72,3% SDF-1a; 72,7% FGF-2; 70,8% IL-8 gegen-
Uber GB2-UGB2-UGB1 19; 98,2% SDF-1a; 85,0%
FGF-2; 96,7% IL-8) aufweisen (siehe Tabelle 4).
Bei negativ geladenen Molekiilen zeigt sich ein
umgekehrter Effekt. Eine Aufnahme von 49,9% GM-
CSF und 37,1% EGF bei GB2-UGB2-UGB1 09 im
Vergleich zu 43,3% GM-CSF und 33,5% EGF bei
GB2-UGB2-UGB1 19 konnten gemessen werden.
Dieser Effekt ist noch starker ausgepragt bei einem
geringerem P1. So konnten 77,8% GM-CSF und
69,2% EGF bei GB2-UGB2-UGB1 10 im Vergleich
zu 0,0% GM-CSF und 21,0% EGF bei GB2-UGB2-
UGB1 20 gebunden werden. Grund dafiir ist wahr-
scheinlich die positive Ladung des PEDOT. PEDOT
weist ohne Anlegen eines elektrischen Potentials
eine positive Ladung von ca. 33% der Monomerein-
heiten auf, welche mit negativ geladen Substanzen
eine Wechselwirkung verursachen und diese wahr-
scheinlich binden kénnen
(10.1021/acsapm.8b00061, 10.1021/acsa-
mi.5b04768). Zusatzlich zeigt sich, dass bei einem
niedrigen P1 auch positiv geladenen Substanzen
durch die elektrisch leitfahigen Hydrogele besser im
Vergleich zur nicht leitfahigen Kontrolle gebunden
werden konnten. So konnten bei GB2-UGB2-UGB1
10, 76,9% SDF-1a; 86,1% FGF-2; 39,9% IL-8,
gegenuber GB2-UGB2-UGB1 20, 60,5% SDF-1a;
41,6% FGF-2; 17,1% IL-8, gebunden werden. Dies
lasst vermuten, dass auch fur die Bindung vorwie-
gend positiv geladener Substanzen das leitfahige
Polymer PEDOT vor allem durch wechselseitige
Ladungskompensation mit den anionisch geladenen
Gruppen des Hydrogelmaterials eine wichtige Rolle
spielt. Sowohl die ionische Bindung negativ gelade-
ner Doméanen im Protein durch PEDOT als auch hyd-
rophobe Wechselwirkungen zwischen Protein und
dem PEDOT spielen hier eine wichtige Rolle.

[0086] Wird ein positives Potential von 500 mV
angelegt, verringert sich insgesamt die Sequestrie-
rung von Substanzen (Tabelle 4). Die ist vor allem
bei positiv geladenen Substanzen zu beobachten.
Bei negativ geladenen Substanzen, wie bspw. GM-
CSF und EGF, lasst sich hingegen eine geringe Stei-
gerung bzw. eine nahezu identische Sequestrierung
beobachten. So konnten 49,9% GM-CSF und 37,1%
EGF vor Anlegen des Potentials und 59,2% GM-CSF
und 67,0% EGF nach Anlegen des Potentials bei
GB2-UGB2-UGB1 09 bzw. 77,8% GM-CSF und
69,2% EGF vor Anlegen des Potentials und 78,4%
GM-CSF und 64,8% EGF nach Anlegen des Poten-
tials bei GB2-UGB2-UGB1 09 gebunden werden.
Grund daflr kann sein, dass sich durch das Anlegen
eines positiven Potentials die Ladung des PEDOT
erhéht. (10.1021/acsapm.8b00061, 10.1021/acsa-
mi.5b04768). Dies fuhrt zu einer positiven Beeinflus-
sung der Bindung negativ geladener Proteine wie
GM-CSF und EGF durch die erhdhte ionische Wech-
selwirkung. Da die negative Ladung der anionischen
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Komponente im Hydrogel hingegen konstant ist und
die starkere positive Ladung des PEDOT zur teilwei-
sen Ladungskompensation fiihren kann, verringert
sich summarisch die Aufnahme positiv geladener
Proteine.

[0087] Wird ein negatives Potential angelegt, kann
die positive Ladung des PEDOT reduziert bzw.
sogar komplett neutralisiert werden
(10.1021/acsapm.8b00061, 10.1021/acsa-
mi.5b04768). Bei einem Potential von -500 mV zeigt
sich vorwiegend eine Reduzierung der Substanz-
Sequestrierung unabhangig von der Ladung der
Substanzen und unabhangig vom P1 und P2 der
Hydrogelmaterialien (Tabelle 4). So sinkt die
Sequestrierung von SDF-1 a von 72,3% auf 47,2%,
NGF-B von 94,1% auf 75,0% und IL-8 von 70,8% auf
35,4% in GB2-UGB2-UGB1 09. Ein gleicher Trend
lasst sich fur GB2-UGB2-UGB1 10 und GB3-UGB2-
UGB1 11/12 beobachten. Dies bestatigt die Vermu-
tung, dass fir die Bindung vorwiegend positiv gela-
dener Substanzen die positive Ladung des PEDOT
eine wichtige Rolle spielt. Dies kann z.B. durch die
Bindung negativ geladener Doméanen der Substan-
zen (Proteine) an die positiven Ladungen von
PEDOT, das zuvor beschriebene Phanom, verur-
sacht werden. Bei der Sequestrierung negativ gela-
dener Substanzen zeigt sich bei -500 mV eine sehr
starke Reduzierung der Sequestrierung. So sinkt die
Sequestrierung von GM-CSF von 49,9% auf 17,9%
und EGF von 37,1% auf 0,0% in GB2-UGB2-UGB1
09 bzw. von GM-CSF von 77,8% auf 44,9% und EGF
von 69,2% auf 42,8% in GB2-UGB2-UGB1 10. Der
Grund fiir diese starke Verringerung der Sequestrie-
rung von negativ geladenen Substanzen bei negati-
vem Potential liegt vermutlich in der Reduzierung der
positiven Ladung des PEDOT. Dadurch finden sich
deutlich weniger Bindungsstellen fur negativ gela-
dene Substanzen.

Wirkstofffreisetzung

[0088] Nach der Sequestrierung (Beladung der Hyd-
rogele nach der zuvor angesprochen dritten Bela-
dungsmethode) erfolgte die elektrisch gesteuerte
Freisetzung der bioaktiven Molekiile. Aufgrund der
im Durchschnitt héchsten Sequestrierung wurden
dafir die Proben verwendet, welche bei einem
Potential von 0 mV (passiv) fir 24 h mit Substanzen
beladen wurden. Eine kontrollierte Freisetzung von
aktiv sequestrierten Substanzen kann ebenfalls
nach dem im folgenden beschriebenen Protokoll
durchgefiihrt werden.

[0089] Nach der Beladung der Hydrogele erfolgte
zunachst ein kurzer Waschschritt um schwach
gebundene Proteine zu entfernen. Dafiir wird das
Hydrogel zunachst bei 3000 rpm fiir 1 min zentrifu-
giert um anhaftende Flissigkeit zu entfernen.
Anschlielend werden die Hydrogele in 1 ml PBS
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mit BSA gewaschen und erneut bei 3000 rpm fiir 1
min zentrifugiert. Die Freisetzung erfolgt ebenfalls in
der im Kapitel Wirkstoffsequestrierung beschriebe-
nen 3-Elektroden-Setup bei einem angelegten
Potential von 500 mV, 0 mV und -500 mV. Die Pro-
benentnahme erfolgte fir die Ausgangslésung (Kon-
trolle), nach Sequestrierung, nach dem Waschen
und fir die Freisetzung nach 0 min, 10 min, 30 min,
1 h, 6 h, 8 hund 24 h. Da sich bereits nach 8 h eine
Sattigung der freigesetzten Proteine beobachtete
werden konnte, sind die Ergebnisse der im Plateau
liegenden Freisetzung nach 8 h gezeigt (Tabelle 5).
Die Bestimmung der Konzentration der verschiede-
nen Substanzen erfolgte nach Herstellerangaben
unter Verwendung des Multiplex Assays Kits (Lumi-
nex Technology, ThermoFisher).

[0090] Die Freisetzung der gebundenen Substan-
zen lasst sich in Abhangigkeit der konfigurierten
Parameter des anionisch geladenen Polymernet-
zwerkes in Kombination mit der Ladung des
PEDOT einstellen (Tabelle 5). Bei einem hohem P1
(60 umol/ml, GB2-UGB2-UGB1 09) erfolgt lediglich
eine sehr geringe Freisetzung von positiv geladenen
Substanzen (0,0% SDF-1a; 0,0% FGF-2; 0,5% IL-8).
Fir positiv geladene Substanzen kann hingegen
eine moderat geringe Freisetzung beobachtet wer-
den (2,3% GM-CSF; 9,1% EGF). Durch die wahr-
scheinliche Uberkompensation der positiven Ladung
des PEDOT durch die anionischen Gruppen, kann
eine Freigabe von negativ geladenen Substanzen
wahrscheinlich deutlich schneller erfolgen als die
Freigabe von positiv geladenen Proteinen. Bei nied-
rigem P1 (2 ymol/ml, GB2-UGB2-UGB1 10) erfolgt
eine gesteigerte Freisetzung der positiv geladenen
Substanzen (0,8% SDF-1a; 0,3% FGF-2; 11,7%
IL-8). Negativ geladene Substanzen hingegen wer-
den weniger freigesetzt verglichen mit einem hoéhe-
ren P1 (0,4% GM-CSF; 2,0% EGF). Verringert man
P2 bei ahnlichen P1 Werten (GB3-UGB2-UGB1
11/12) so kann eine gesteigerte Freisetzung negativ
geladener  Substanzen  (4,3/3,7%  GM-CSF;
94,1/73,5% EGF) bei nahezu unveranderter Freiset-
zung von positiv geladenen Substanzen erreicht wer-
den (1,6/0,2% SDF-1 a; 0,0/0,0% FGF-2; 1,4/1,2%
IL-8) werden (Tabelle 5). Grund dafir ist ebenfalls
die Kompensation positiver Ladungen im PEDOT
durch anionische Gruppen trotz der geringeren
Ladungsdichte.

[0091] Legt man ein Potential von 500 mV an, so
kann ein zurickhalten gebundener Substanzen
unabhangig von deren Ladungen beobachtet wer-
den. Der Effekt zeigt sich besonders deutlich fir
GB2-UGB2-UGB1 09. Hier konnte die Freisetzung
von nahezu allen 14 Proteinen auf 0% reduziert wer-
den (Tabelle 5). Auch bei moderatem P1 (9 pmol/ml)
und sehr geringem P2 (0,94 mmol/(g/mol)) in GB3-
UGB2-UGB1 12 konnte die Freisetzung sémtlicher
Substanzen auf nahezu 0% gesenkt werden (Tabelle
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5). Grund daflr kénnte in der Quellrate der Hydro-
gele liegen. Bei einem positiven Potential kompen-
siert die erhdhte positive Ladung des PEDOT mehr
anionisch geladene Gruppen. Geht man davon aus,
dass mehr anionische Gruppen verglichen zu den
positiven Ladungen des PEDOT im Hydrogelmaterial
vorhanden sind, verschiebt sich die gesamte Ladung
des Hydrogels hin zum neutralen, wodurch es zu
einem Wasserverlust des Hydrogels und dadurch
zu einem Schrumpfen kommt. Dies fihrt zu einer ver-
ringerten Maschenweite der Polymerketten, was wie-
derum eine reduzierte Freisetzung der Proteine
unabhangig von deren Ladung zur Folge hat.

[0092] Wird ein Potential von -500 mV angelegt,
zeigt sich eine gesteigerte Freisetzung bei einem
Groliteil der Substanzen (Tabelle 5). Dies betrifft vor-
wiegend negativ geladene bioaktive Molekile. So
steigt nach Anlegen des Potentials die Freisetzung
von TNF-a, GM-CSF und EGF fiur den Hydrogelma-
terialtyp GB2-UGB2-UGB1 09 von 1,4/2,3/9,2% auf
5,3/10,4/67,2% und GB2-UGB2-UGB1 10 von
1,7/0,4/2,0% auf 53,2/5,9/72,6%. Dieser Trend kann
auch fir die Hydrogelmaterialtypen GB3-UGB2-
UGB1 11/12 beobachtet werden. Interessant ist
dabei, dass Substanzen die bereits ohne angelegtes
Potential eine groRere Freisetzung aufweisen durch
Anlegen des negativen Potentials am meisten freige-
setzt werden. Grund dafir ist hdchstwahrscheinlich
die Verringerung/Neutralisierung der positiven
Ladung des PEDOT. Dadurch sind mehr freie anioni-
sche Gruppen vorhanden, die durch ionische Wech-
selwirkungen eine Abstolung negativ geladener
Proteine bewirken. Allerdings kann auch bei positiv
geladenen Substanzen eine gesteigerte Freisetzung
beobachtet werden. So steigert sich die Freisetzung
von FGF-2, IL4 und IL8 fur den Hydrogelmaterialtyp
GB2-UGB2-UGB1 10 von 0,3% auf 2,6%, 0,6% auf
1,7% und 11,7 auf 26,3%. Grund hierflir koénnte
ebenfalls die gesteigerte Anzahl an freien anionisch
geladenen Gruppen durch fehlende Ladungskom-
pensation mit PEDOT sein. Die dadurch bewirkte
erhohte negative Nettoladung des Hydrogels fiihrt
zu einem Quellen. Dadurch wird eine Freisetzung
unabhangig von der Ladung begiinstigt, wodurch
auch positiv geladene Substanzen im hdheren
Male freigesetzt werden kdnnen.

Hydrogel Biokompatibilitat

[0093] Fur die Untersuchung der Biokompatibilitat
wurde die PC12-Zelllinie und der Hydrogelmaterial-
typ GB1-UGB2 17 verwendet. Bei der Zelllinie han-
delt es sich um Phaochromozytom-Zellen, welche
durch Zugabe von NGF-B innerhalb von wenigen
Tagen zu Neuron-artigen Zellen differenziert werden
kénnen. Die PC-12-Zelllinie ist ein weit verbreitetes
Modell fir neuronale Differenzierung. Fir die Kulti-
vierung mit PC12 Zellen wurden die gewaschenen
und in PBS gequollenen elektrisch leitfahigen Hydro-
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gele zunéachst fir 10 min in 70% Ethanol gespilt um
eventuelle Mikroorganismen abzutéten und anschlie-
Rend in sterilem PBS gewaschen. Nach der Behand-
lung mit Collagen Typ | (50 pg/ml, 1 mi/100 pl Gel,
Gibco™) in 20 mM steriler Essigsaure fur 2 h bei
Raumtemperatur wurden die Gele fir 30 min in
PBS gewaschen. Fur NGF-R beladene Gele erfolgte
eine zusatzliche Inkubation mit NGF-R (100 ng/ml,
Sigma-Aldrich) in PBS mit 1% BSA Uber Nacht.
AnschlieBend wurden 50.000 Zellen pro cm?2
Geloberflaiche ausgesat. Die Aussaat der Zellen
sowie deren Inkubation erfolgt in RPMI1640
(Gibco™) mit einem Zusatz von 10% Pferdeserum
(Gibco™), 5% fetalem Kalberserum (Gibco™) und
1% Penicillin und Streptamycin (Gibco™) im
Medium. Je nach Kultivierungsbedingung erfolgt die
Verwendung des puren Mediums, die Zugabe von
100 ng/ml NGF-3 in das Medium oder die Verwen-
dung von néahrstoffreduziertem Medium (reduziert)
mit nur 1% Pferdeserum (Gibco™) und 0,5% fetalem
Kélberserum. Nach einer Inkubation von 5 bzw. 7
Tagen mit einem Mediumwechsel aller 2 Tage erfolgt
das Fixieren der Zellen fir 20 min bei Raumtempera-
turin 4% PFA in PBS. Fir die Bildgebung wurden die
Zellen mit Phalloidin (Abcam) und DAPI (Pierce)
nach Herstellerangaben gefarbt. Bilder wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die
Auswertung der Zellzahl und des Zellumfangs
erfolgte mit FlJl/ImagedJ unter der Verwendung des
watershed und analyze particles (Zellzahl) und des
skeletonize Plugins.

[0094] Fir alle Kultivierungsbedingungen wurden
Zelladhasion und Zellproliferation auf den Gelen
beobachtet. Im Vergleich von 7 zu 5 Tagen erfolgte
eine starke Zunahme der Zellzahl bei Abnahme des
Zellumfangs auf den Hydrogelen ohne Zusatz von
NGF-R (Tabelle 6). Die spricht fiir eine hohe Zellpro-
liferation. Die Zugabe von NGF-R in das Medium
fuhrt zur Differenzierung der PC12-Zellen nach
bereits 5 Tagen (Tabelle 6). Dies konnte in einer
Zunahme des Zellumfangs durch das Wachstum
axonartiger Strukturen bestatigt werden. Eine
Zugabe von NGF-B in das Hydrogel nicht aber ins
Medium flihrt zu einer nur geringen Steigerung des
Zellumfangs bei nur gering steigender Zellzahl
(Tabelle 6). Ohne Stimulus ist die Menge an freige-
setztem NGF-3 zu gering um eine vollstandige Diffe-
renzierung der Zellen zu erreichen. Die liegt an der
hohen Affinitdt von NGF-R zum Hydrogel. Reduziert
man den Nahrstoffgehalt im Medium so I&sst sich
eine gesteigerte Differenzierung erreichen. Die Zel-
len besitzen demnach in allen Kultivierungsbedin-
gungen die Fahigkeit auf den Hydrogelen zu prolife-
rieren und differenzieren, was eine hohe
Biokompatibilitat der Hydrogele bestétigt.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Erfassung und Beeinflussung
einer Aufnahme von bioaktiven Substanzen (6) in
einem Hydrogelmaterial (1) und/oder Freisetzung
von bioaktiven Substanzen (6) aus dem Hydrogel-
material (1), wobei das Hydrogelmaterial (1) ein
aus anionisch geladenen Bausteinen (3) und unge-
ladenen Bausteinen ausgebildetes Polymernetz-
werk (2) ist, dessen Affinitat fur bioaktive Substan-
zen (6) anhand von die anionisch geladenen
Bausteine (3) definierenden Parametern konfigurier-
bar ist und eine elektrisch leitfahige Komponente (5)
aufweist, deren elektrischer Widerstand und elektri-
sche Ladungsspeicherkapazitdt von einer Interak-
tion mit den Hydogel-Bausteinen (3) und einer Bin-
dung von bioaktiven Substanzen (6) an das
Hydrogelmaterial (1) abhangt, wobei die elektrisch
leitfahige Komponente (5) geeignet ist, die anioni-
sche Ladung des Hydrogelmaterials (1) und dessen
Affinitat fur bioaktive Substanzen (6) durch den Ein-
fluss eines elektrischen Potentials zu verandern, bei
dem Verfahren das Hydrogelmaterial (1) mit einem
Biofluid in Kontakt gebracht wird, wobei eine Ande-
rung des elektrischen Widerstandes und/oder eine
Anderung der Ladungsspeicherkapazitat des Hydro-
gelmaterials (1) erfasst und anhand der erfassten
Anderung des elektrischen Widerstandes und/oder
der erfassten Ladungsspeicherkapazitatsanderung
eine Aufnahme von bioaktiven Substanzen (6) in
das Hydrogelmaterial (1) oder eine Freisetzung von
bioaktiven Substanzen (6) aus dem Hydrogelmate-
rial (1) in das Biofluid ermittelt wird, und/oder wobei
eine Konzentration von bioaktiven Substanzen (6) in
dem Biofluid und/oder eine Konzentration von bioak-
tiven Substanzen (6) in dem Hydrogelmaterial (1)
durch ein auf das Hydrogelmaterial (1) wirkendes
elektrisches Potential beeinflusst wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Freisetzung von bioakti-
ven Substanzen (6) das Hydrogelmaterial (1) vor der
Kontaktierung mit dem Biofluid mit einer vorgegebe-
nen Konzentration einer vorgegebenen bioaktiven
Substanz (6) beladen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das Polymernetzwerk (2) in
seiner Zusammensetzung anhand von mindestens
drei die anionisch geladenen Bausteine (3) definier-
enden Parametern, ausgewahlt aus einer Gruppe
von Parametern PO, P1, P2, P3, konfigurierbar ist,
wobei der Parameter PO einem Wert aus der Anzahl
der ionisierten, anionischen Gruppen, unter
Annahme einer 30%igen lonisierung aller anioni-
schen Gruppen, je Volumeneinheit des unter phy-
siologischen Bedingungen gequollenen Hydrogel-
materials (1) entspricht, der Parameter P1 einem
Wert aus der Anzahl der stark anionischen Gruppen,
mit einem intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je
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Volumeneinheit des unter physiologischen Bedin-
gungen gequollenen Hydrogelmaterials (1) ent-
spricht, der Parameter P2 einem Wert aus der
Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem
intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederhol-
einheit geteilt durch die Molmasse der Wiederhol-
einheit entspricht und der Parameter P3 einem
Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der anioni-
schen Bausteine (3) entspricht, wobei ein elektri-
scher Widerstand und/oder eine elektrische
Ladungsspeicherkapazitdt des Hydrogelmaterials
(1) durch Parameterwerte einer Parameterkonfigu-
ration des Hydrogelmaterials (1) vorgegeben wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das Hydrogelmaterial (1)
zur Erfassung einer Bindung von bioaktiven Sub-
stanzen (6) eine Veranderung der Impedanz des
Hydrogelmaterials (1) bei zumindest einer Frequenz
im Bereich von 0,1 Hz bis TMHz gemessen wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das Hydrogelmate-
rial (1) zur Aufnahme von bioaktiven Substanzen (6)
mit einem elektrischen Potential im Bereich von 1
mV bis 1000 mV, vorzugsweise im Bereich von
400 mV bis 600 mV beaufschlagt wird, und dass
das Hydrogelmaterial (1) zur Freigabe von bioakti-
ven Substanzen mit einem elektrischen Potential
im Bereich von -1 mV bis -1000 mV, vorzugsweise
in einem Bereich von -400 mV bis -600 mV beauf-
schlagt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass das Hydrogelmate-
rial (1) zur Aufnahme von bioaktiven Substanzen (6)
mit einem konstanten elektrischen Strom gréRer als
0 mA beaufschlagt wird, wobei die Richtung des
elektrischen Stromflusses zur Freigabe von bioakti-
ven Substanzen (6) gedndert wird.

7. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1),
geeignet zur Durchfiihrung des Verfahrens nach
den Anspriichen 1 bis 6, aufweisend ein aus anio-
nisch geladenen Bausteinen (3) und ungeladenen
Bausteinen ausgebildetes Polymernetzwerk (2),
welches in seiner Zusammensetzung anhand von
mindestens drei die anionisch geladenen Bausteine
(3) definierenden Parametern, ausgewabhlt aus einer
Gruppe von Parametern PO, P1, P2, P3, konfigurier-
bar ist, wobei der Parameter PO einem Wert aus der
Anzahl der ionisierten, anionischen Gruppen, unter
Annahme einer 30%igen lonisierung aller anioni-
schen Gruppen, je Volumeneinheit des unter phy-
siologischen Bedingungen gequollenen Hydrogel-
materials (1) 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 Bedin-
gungen gequollenen Hydrogelmaterials (1) ent-
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spricht, der Parameter P2 einem Wert aus der
Anzahl der stark anionischen Gruppen, mit einem
intrinsischen pKs-Wert kleiner als 2,5, je Wiederhol-
einheit geteilt durch die Molmasse der Wiederhol-
einheit entspricht und der Parameter P3 einem
Wert zur Beschreibung der Amphiphilie der anioni-
schen Bausteine (3) entspricht, und eine elektrisch
leitfahige Komponente (5), welche in dem Polymern-
etzwerk (2) inkorporiert ist, wobei eine elektrische
Leitfahigkeit, ein elektrischer Widerstand und/oder
eine elektrische Ladungsspeicherkapazitat des Hyd-
rogelmaterials (1) durch Parameterwerte einer Para-
meterkonfiguration des Hydrogelmaterials (1) vor-
gebbar ist.

8. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial nach
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die
anionisch geladenen Bausteine (3) ausgewahlt
sind aus einer Gruppe enthaltend Poly(Acrylsdure-
co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfonsaure), Poly
(Acrylsaure-co-Acrylamidoethansulfonsaure), Poly
(Acrylsadure-co-Acrylamidoethanhydrogensulfat),
Poly(4-Styrensulfonsaure-co-Maleinsaure),  sulfa-
tierte Glykosaminoglykane, insbesondere Heparin,
selektiv desulfatierte Heparinderivate, Heparansul-
fat, Chondrotinsulftat, Keratansulfat und Dermatan-
sulfat, und dass die ungeladenen Bausteine Amino-
gruppen oder Thiolgruppen enthaltende Polymere
oder Vernetzermolekiile (4) mit mindestens zwei
Aminogruppen oder Thiolgruppen sind, wobei die
geladenen und ungeladenen Bausteine vernetzt
sind zu dem Polymernetzwerk (2), erhaltlich durch
eine Aktivierung von Carboxylgruppen der Poly
(Acrylsadure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfon-
saure) und/oder der Poly(Acrylsdure-co-Acrylami-
doethansulfonsaure) und/oder der Poly(Acrylsaure-
co-Acrylamidoethanhydrogensulfat) und/oder Poly
(4-Styrensulfonsaure-co-Maleinsaure), und/oder
sulfatierten Glykosaminoglykanen, insbesondere
Heparin, und/oder selektiv desulfatierten Heparin-
derivaten und/oder Heparansulfat, und/oder Chond-
rotinsulftat und/oder Keratansulfat und/oder Derma-
tansulfat mit EDC/Sulfo-NHS und entweder eine
direkte Vernetzung mit den Aminogruppen enthal-
tenden Polymeren oder den Vernetzermolekilen
mit den mindestens zwei Aminogruppen jeweils
unter Amidbildung oder eine Funktionalisierung der
aktivierten Carboxylgruppen mittels bifunktionellen
Vernetzermolekilen, welche jeweils eine Amino-
gruppe und eine zu einer Michael-Typ-Addition
fahige Gruppe enthalten, und die anschlieRende
Vernetzung mit den Thiolgruppen enthaltenden
Polymeren oder den Vernetzermolekilen mit den
mindestens zwei Thiolgruppen jeweils Uber eine
Michael-Typ-Addition.

9. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1),
nach einem der Anspriiche 7 oder 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die elektrische Impedanz
des Hydrogelmaterials (1), gemessen bei einer Fre-
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quenz von 0,01 Hz, im Bereich von 150 Q bis 10 Q
variierbar ist, wobei die Parameterwerte einer Para-
meterkonfiguration vorzugsweise so gewahlt sind,
dass eine elektrische Impedanz von 30 Q erreicht
ist.

10. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1),
nach einem der Anspriche 7 oder 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die elektrische Ladungsspei-
cherkapazitat des Hydrogelmaterials (1) im Bereich
von 900 mC/ml bis 4000 mC/ml variierbar ist, wobei
die Parameterwerte einer Parameterkonfiguration
vorzugsweise so gewahlt sind, dass eine Ladungs-
speicherkapazitat von 2480 mC/ml erreicht ist.

11. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial nach
einem der Anspriche 7 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die elektrisch leitfahige Komponente
ein (5) -konjugiertes, elektrisch leitfahiges Polymer
oder eine Polymerzusammensetzung aus Polypyr-
rol, Polyanilin, Polythiophen und/oder Poly(3,4-ethy-
lendoxythiophen) (PEDOT) ist.

12. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass
die Aminogruppen und Thiolgruppen enthaltenden
Polymere als ungeladene Bausteine (3) ausgewahlt
sind aus der Klasse der Polyethylenglykole (PEG),
Poly(2-oxazoline)  (POX), Polyvinylpyrrolidone
(PVP), Polyvinylalkohole (PVA) und/oder Polyaryla-
mide (PAM) und dass die Aminogruppen oder Thiol-
gruppen enthaltenden Vernetzermolekile (4) nicht-
polymere, bifunktionelle Vernetzermolekiile (4) sind.

13. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach einem der Anspriche 7 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass als ungeladene Bausteine
(3) Polymere mit konjugierten enzymatisch spaltba-
ren Peptiden, die entweder Lysin oder Cystein als
reaktive Aminosaure in der Peptidsequenz aufwei-
sen, fur die Polymernetzwerkbildung genutzt wer-
den.

14. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach Anspruch 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass die enzymatisch spaltbaren Peptide durch
humane oder bakterielle Proteasen, insbesondere
Matrixmetalloproteasen (MMPs), Cathepsine, Elas-
tasen, Aureolysin und/oder Blutgerinnungsenzyme,
spaltbar sind.

15. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach Anspruch 7 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass bioaktive und/oder antiadhdsive Molekulle mit
einer Aminogruppen oder Carboxylgruppe und/oder
zellinstruktive Peptide Uber Lysin oder Cystein in
einer Sequenz an den geladenen Bausteinen Poly
(Acrylsaure-co-4-acrylamidomethylbenzen-sulfon-
saure) und/oder Poly(Acrylsdure-co-Acrylamidoe-
thansulfonsaure) und/oder Poly(Acrylsaure-co-Acry-
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lamidoethanhydrogensulfat) und/oder Poly(4-Sty-
rensulfonsaure-co-Maleinsaure), und/oder sulfatier-
ten Glykosaminoglykanen wie Heparin und/oder
selektiv desulfatierten Heparinderivaten und/oder
Heparansulfat und/oder Chondrotinsulftat und/oder
Keratansulfat und/oder Dermatansulfat oder an
deren Derivaten mit zur Michael-Typ-Addition fahi-
gen Gruppen unter Ausbildung einer kovalenten
Bindung an das Hydrogelnetzwerk angebunden
sind.

16. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet,
dass die bioaktiven Molekiile antimikrobielle Sub-
stanzen, zum Beispiel Antibiotika oder Antiseptika,
oder pharmazeutische Wirkstoffe sind.

17. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach einem der Anspriche 7 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass fiir den Parameter PO ein
Wert in einem Bereich von 0 bis 80 pmol/ml, fir
den Parameter P1 ein Wert in einem Bereich von 0
bis 150 ymol/ml, fir den Parameter P2 ein Wert in
einem Bereich von 0 bis 10 mmol/(g/mol) undfir den
Parameter P3 ein Wert in einem Bereich von -7 x
10-3 bis 7 x 10-3 A-2 vorgebbar ist.

18. Elektrisch leitfahiges Hydrogelmaterial (1)
nach einem der Anspriche 7 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass das Hydrogelmaterial ein
Speichermodul von 0,2 kPa bis 22 kPa aufweist.

19. Verwendung eines elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials (1) nach einem der Anspriiche 7
bis 18 zum in vivo Faktormanagement zur Kontrolle
der Angiogenese, bei Immunerkrankungen, Krebs-
erkrankungen, Diabetis, neurodegenerativen
Erkrankungen, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Mul-
tiple Sklerose, Asthma, Rheumatoide Arthritis oder
der kutanen Wundheilung und der Knochenregene-
ration.

20. Verwendung eines elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials (1) nach einem der Anspruche 7
bis 18 zur elektrischen Stimulation von Zellen oder
Geweben.

21. Verwendung eines elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials (1) nach einem der Anspriiche 1
bis 16 zur gezielten Aufreinigung von Proteinen aus
Zelllysaten mikrobieller oder eukaryotische Her-
kunft.

22. Verwendung eines elektrisch leitfahigen
Hydrogelmaterials (1) nach einem der Anspriiche 7
bis 18, 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
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Herzgewebe, Muskelgewebe,
Lebergewebe und Nervengewebe.

Nierengewebe,

Es folgen 16 Seiten Zeichnungen
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Tabelle 1
Bau Anzahl Anzahl d‘:::i?:)
Geladene und L der |deranio-| . | P2 P3
steine M . . nischen 3
ungeladene .. Maleimid{ nischen [mmol/ | *10
) Abkur-| [g/mol] Gruppen .
Bausteine gruppen | Gruppen (g/mol)] [1//.\2]
zung (1/mol] | [1/mol] (pKa<2.5,
[1/mol])
Heparin GB1 | 14000 7 87,6 67,6 4,5 -5,9
Poly(4-
Styrensulfonsdure- | GB2 | 21100 9 142,8 92 4,5 6,8
co-Maleinsdure) 3:1
Poly(Acrylsdure-co-
Acrylamidoethan- | GB3 | 26200 12 149 80 3,2 -2,5
hydrogensulfat) 1:1
Poly(Acrylsdure-co-
Acrylamidoethan- | GB4 | 18400 12 149 16 0,9 0,7
hydrogensulfat) 9:1
6-ON-desulfatiertes| cog | 15300 7 | 425 | 225 | 18 |-638
Heparin
4-Arm-
Polyethylenglykol, |UGB1| 10000 0 0 0 0 -2,8
maleimidterminiert
4-Arm-
Polyethylenglykol, |UGB2| 10000 0 0 0 0 -2,8
thiolterminiert
4-Arm-
Polyethylenglykol, |, g3l 10000| 0 0 0 0o |-28
amin terminiert
thiolterminiert
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Tabelle 2
Losungsmittel
Hydrogel- geladener fir geladene und| GBx UGB1 uGB2
materialtyp Polymgr- ungeladene | (mg/ml) [ (mg/ml) | (mg/ml)
baustein .
Bausteine
GB1-UGB2 01 GB1 0,01xPBS,pH4 30,8 0,0 21,8
GB1-UGB2-UGB1 02 GB1 0,01xPBS,pH4 3,7 14,3 17,3
GB1-UGB2-UGB1 03 GB1 0,01xPBS,pH4 1,3 16,4 16,8
GB1-UGB2-UGB1 04 GB1 0,01xPBS,pH4 0,4 17,1 16,8
GB2-UGB2 05 GB2 0,01 xPBS,pH4 31,8 0,0 32,1
GB2-UGB2-UGB1 06 GB2 0,01 xPBS,pH4 4,1 14,8 25,7
GB2-UGB2-UGB1 07 GB2 0,01 xPBS,pH4 1,4 16,6 16,8
GB2: 0,01 PBS, pH
GB2-UGB2-UGB1 08 GB2 4; UGB: 0,01 PBS, 0,4 17,1 16,8
pH 5,9
GB2-UGB2-UGB1 09 GB2 0,01 x PBS, pH 4; 21,2 6,9 16,8
GB2-UGB2-UGB1 10 GB2 0,01 x PBS, pH 4; 0,7 17,0 16,8
GB3-UGB2-UGB1 11 GB3 0,01 xPBS,pH 4 19,8 9,5 16,8
GB4-UGB2-UGB1 12 GB4 0,01 xPBS,pH 4 13,9 9,5 16,8
GB1-UGB2 13 GB1 0,1xPBS,pH6 44,8 0,0 31,7
GB5-UGB2-UGB1 14 GB5 0,01 xPBS,pH 4 6,2 12,5 16,8
UGB1: 0,01 PBS,
UGB1-UGB2 15 - pH 4; UGB2: 0,01 0,0 17,3 16,8
PBS, pH 6,4
GB1-UGB2 16 GB1 0,1xPBS,pH®6 44,8 0,0 31,7
GB1-UGB2 17 GB1 0,1xPBS,pH6 44,8 0,0 31,7
GB1-UGB2 18 GB1 0,1 xPBS,pH6 44,8 0,0 31,7
GB2-UGB2-UGB1 19 GB2 0,01xPBS,pH4 | 30,8 0,0 14,9
GB2-UGB2-UGB1 20 GB2 0,01 x PBS, pH 4 0,6 14,9 15,2
GB3-UGB2-UGB1 21 GB3 0,01 xPBS,pH4 29,9 0,0 22,8
GB4-UGB2-UGB1 22 GB4 0,01xPBS,pH4 | 28,9 0,0 19,6
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Tabelle 4-1
Sequestrierung in % (24 h)
PO (umol/ml) nach Quellung 40 24
P1 (umol/ml) nach Quellung 84 60
P2 (mmol/(g/mol)) 4,5 4,5
P3 (1/A-2)*1073 6,8 6,8
GB2-
Hydrogelmaterialtyp UGB2- GB2-UGB2-UGB1 09
UGB1 19
o kein 500
Protein | Klasse |Pp *10-6 [1/A2] PEDOT Iy 0OmV |[-500 mV
SDF-1a 1139 98,20 25,29| 72,31 47,21
MCP-1 1083 95,50 9,13| 33,41 0,00
FGF-2 S 942 85,00( 80,90| 72,67 80,77
©
L
NGF-B &% 350 100,00 70,01| 94,06 74,97
Q
2
IL-4 = 315 91,20 63,56| 72,15 60,43
<)
Q.
IL-8 247 96,70 48,09| 70,78 35,35
PDGF-BE 175 100,00 86,59
L-10 27 88,40 86,46| 51,59 52,69
TNF-a = -44 87,60 65,23 46,31 15,13
IFN-y é 83 90,10 66,36
VEGF -128 79,40 0,00| 64,75 0,00
GM-CSF -394 43,30 59,24 49,93 17,88
> ©
MIP-1p 'ﬁ 3 -427 88,30( 45,46| 62,78 0,00
oo ©
T
EGF < “814| 33,50| 66,99] 37,15 0,00
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Tabelle 4-2
Sequestrierung in % (24 h)
PO (umol/ml) nach Quellung 1 1
P1 (umol/ml) nach Quellung 2 2
P2 (mmol/(g/mol)) 4,5 4,5
P3 (1/A-2)*1073 6,8 6,8
GB2-
Hydrogelmaterialtyp UGB2- GB2-UGB2-UGB1 10
UGB1 20
o kein 500
Protein | Klasse |Pp *10-6 [1/A2] PEDOT Iy 0OmV |[-500 mV
SDF-1a 1139 60,50 31,95 76,88 19,68
MCP-1 1083 78,20 49,61| 59,52 27,30
FGF-2 S 942 41,60 51,27| 86,10 70,33
©
L
NGF-B &% 350 79,00 7,93| 60,89 25,77
Q
2
IL-4 = 315 45,80 61,88 69,12 48,65
<)
Q.
IL-8 247 67,80 17,06| 39,94 3,69
PDGF-BE 175 70,101 0,00| 66,38 0,00
L-10 27 46,10 0,00| 61,17 0,00
TNF-a = -44 25,101 0,00| 45,94 0,00
IFN-y é 83| 64,40 48,30
VEGF -128 54,00( 0,00| 42,42 0,00
GM-CSF -394 0,00| 78,40 77,79 44,91
> ©
MIP-1p 'ﬁ 3 -427 63,90| 26,49| 78,08 28,26
oo ©
T
EGF < "814] 21,00 64,83] 69,23] 42,78
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Tabelle 4-3
Sequestrierung in % (24 h)
PO (umol/ml) nach Quellung 45 25
P1 (umol/ml) nach Quellung 81 43
P2 (mmol/(g/mol)) 3,2 3,2
P3 (1/A-2)*1073 2,5 2,5
GB3-
Hydrogelmaterialtyp UGB2- GB3-UGB2-UGB1 11
UGB1 21
o kein 500
Protein | Klasse |Pp *10-6 [1/A2] PEDOT Iy 0OmV |[-500 mV
SDF-1a 1139 90,20 36,82| 70,85 43,66
MCP-1 1083 85,10 81,86| 80,59 41,09
FGF-2 S 942 58,10 72,49| 87,01 75,62
'c .
L
NGF-B &% 350 84,80 31,85| 84,57 36,58
Q
2
IL-4 = 315 78,10 76,76| 78,10 68,41
<)
Q.
IL-8 247 87,20 64,68| 83,85 37,80
PDGF-BE 175 72,60 20,63| 86,18 12,97
L-10 27 33,00 58,02| 72,43 4,11
TNF-a = -44 44,80 66,33| 70,98 16,58
IFN-y ] 83 76,50
2
VEGF -128 41,10( 0,00| 67,46 0,00
GM-CSF -394 14,60| 74,42| 64,04 60,48
2 £
MIP-18 | & 3 -427 62,00| 53,68| 75,09 0,00
oo ©
v 9 ,
EGF < “814 6,00 72,68| 40,45 0,00
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Tabelle 4-4
Sequestrierung in % (24 h)
PO (umol/ml) nach Quellung 33 26
P1 (umol/ml) nach Quellung 12 9
P2 (mmol/(g/mol)) 0,9 0,9
P3 (1/A-2)*1073 0,7 0,7
GB4-
Hydrogelmaterialtyp UGB2- GB4-UGB2-UGB1 12
UGB1 22
o kein 500
Protein | Klasse |Pp *10-6 [1/A2] PEDOT Iy 0OmV |[-500 mV
SDF-1a 1139 58,90 0,00 93,28 15,56
MCP-1 1083 78,701 75,65| 76,42 67,74
FGF-2 S 942 41,00 67,27 91,78 68,40
©
L
NGF-B &% 350 71,30 0,00 95,89 0,00
Q
2
IL-4 = 315 48,30 55,55| 78,40 73,33
<)
Q.
IL-8 247 73,00( 46,30\ 75,79 58,38
PDGF-BE 175 59,00 0,00| 96,86 20,54
[L-10 27 17,10| 32,94 71,16 29,25
TNF-a = -44 46,50( 49,24\ 73,96 38,62
IFN-y ] 83 70,00
2
VEGF -128 56,90 0,00| 76,52 0,00
GM-CSF -394 9,50| 63,21| 64,24 74,97
> ©
MIP-1p 'ﬁ 3 -427 53,00 28,60| 68,33 14,49
g 2
EGF < “814 8,50| 55,89| 17,59] 0,00
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Tabelle 5-1
Freisetzung in % (8h)
PO (umol/ml) nach Quellung 24
P1 (umol/ml) nach Quellung 60
P2 (mmol/(g/mol)) 4,5
P3 (1/A-2)*1073 6,8

Hydrogelmaterialtyp

GB2-UGB2-UGB1 09

Pp *10-6
Protein | Klasse ; 500 mV| 0 mV [-500 mV
rotein as [1/A2]
SDF-1a 1139] 0,05 | 0,00 | 0,00
MCP-1 1083| 0,18 | 0,76 | 2,70
FGF-2 < 942| 0,00 | 0,00 | 0,00
©
C
NGF-B 2 350] 0,00 | 0,00 [ 0,00
[}
2
IL-4 = 315| 0,22 [ 0,33 | 0,36
&
IL-8 247| 0,21 | 0,48 | 3,25
PDGF-BB 175| 0,00 | 0,00 | 0,00
IL-10 27| 0,00 | 0,09 | 0,00
TNF-o - 44| 0,00 | 1,39 | 526
IFN-y é -83] 0,00 | 0,00 | 0,77
VEGF -128| 0,08 | 0,24 | 1,56
GM-CSF 394 0,22 | 2,33 | 10,41
2 < ' ‘
MIP-1B | & 8 427| 0,17 | 0,87 | 8,77
0o O
T
EGF < w 814| 0,86 | 9,12 | 67,18
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Tabelle 5-2
Freisetzung in % (8h)
PO (umol/ml) nach Quellung 1
P1 (umol/ml) nach Quellung 2
P2 (mmol/(g/mol)) 4,5
P3 (1/A-2)*1073 6,8

Hydrogelmaterialtyp

GB2-UGB2-UGB1 10

Pp *10-6
Protein | Klasse o 500 mV| O mV |-500 mV
ein (1/A2]
SDF-1a 1139] 0,23 | 0,75 | 0,00
MCP-1 1083 0,32 | 4,35 | 4,58
FGF-2 g 942| 0,69 | 0,31 | 2,55
©
[¢*]
NGF-B o 350 0,55 | 0,54 | 5,26
()]
2
IL-4 = 315 0,17 | 0,60 | 1,71
&
IL-8 247 1,18 | 11,69 26,33
PDGF-BB 175 1,55 | 0,98 | 0,00
IL-10 27] 0,02 | 0,03 | 0,14
TNF-a — 44| 0,88 | 1,70 | 53,20
IFN-y é -83] 10,50 | 17,50 | 57,33
VEGF -128] 2,05 | 1,29 | 8,56
GM-CSF -394] 0,11 | 0,38 | 5,90
> < ‘
MIP-18 | & 8 -427|] 0,56 | 0,64 | 2,96
N @©
U g
EGF < o “814| 0,08 | 1,96 | 72,62

37/40




DE 10 2020 131 547 A1

2022.06.02

Tabelle 5-3
Freisetzung in % (8h)
PO (umol/ml) nach Quellung 25
P1 (umol/ml) nach Quellung 43
P2 (mmol/(g/mol)) 3,2
P3 (1/A-2)*10/3 -2,5

Hydrogelmaterialtyp

GB3-UGB2-UGB1 11

Pp *10-6
Protein | Klasse o 500mVv| OmV [-500 mV
ein (1/A2]
SDF-1a 1139| 0,81] 1,63 2,42
MCP-1 1083 0,22 1,33 2,10
FGF-2 < 942] 0,00 0,01 0,08
O
[¢*]
NGF-B 2 350] 0,00 0,21 0,00
[«}]
2
IL-4 E= 315 1,34 2,23 1,66
8 :
IL-8 2471 0,30 1,43 1,88
PDGF-BB 175 0,00 0,00 0,00
IL-10 271 0,08] 0,30 0,43
TNF-a — 44| 0,07 0,83 2,85
IFN-y > -83
2
VEGF -128] 1,70 2,96 13,74
GM-CSF 394 0,50 4735 12,29
> <
MIP-1p | 2 8 4271 093] 2,92 3,47
b @©
v g
EGF < o 814 1,19 94,10] 100,00
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Tabelle 5-4
Freisetzung in % (8h)
PO (umol/ml) nach Quellung 26
P1 (umol/ml) nach Quellung 9
P2 (mmol/(g/mol)) 0,9
P3 (1/A-2)*1073 0,7

Hydrogelmaterialtyp

GB4-UGB2-UGB1 12

Pp *10-6
Protein | Klasse o 500 mV| OmV |-500 mV
ein (1/A2]
SDF-1a 1139] 0,06] 0,23 0,21
MCP-1 1083] 0,16] 1,35 2,08
FGF-2 c 942| 0,00 0,02 0,13
©
[¢*]
NGF-B o 350 0,00 0,09 0,02
()]
2
IL-4 = 315 0,29 0,83 1,05
8 B
IL-8 247 0,26] 1,18 3,68
PDGF-BB 175]  0,09| 0,08 0,05
IL-10 27| 0,04] 0,26 0,37
TNF-a - 44| 0,20 0,75 1,38
IFN- 2 83
Y 2
VEGF -128| 0,08 0,60 0,94
GM-CSF 394 0,22] 3,65 5,76
> < '
MIP-18 | & 8 427 0,10] 2,17 6,34
o @© -
U g
EGF < @ 814 73,54] 100,00

3,44
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Tabelle 6
PC12 Kultur unter Verwendung von Cryogelen GB1-
UGB2 17
Zellumfang (um/Zelle)
t (d) 5 7
Mittelwert S.D. Mittelwert S.D.
ohne 7,92 1,32 4,32 0,46
« | im Medium 18,49 1,53 19,58 4,34
o im Gel 10,25 0,51 9,55 1,67
Z T e,
reduziertes 13,1 2,14 17,77 4,45
Zellzahl (Zellen/cm?)
t (d) 5 7
Mittelwert S.D. Mittelwert S.D.
ohne 919,17 | 304,79 | 4553,24 | 727,33
« | imMedium | 1590,24 | 336,16 | 1934,93 | 686,48
o im Gel 2138,08 | 359,01 | 2852,43 | 1222,45
> T GET,
reduziertes | 1501,98 | 365,23 | 1523,63 | 265,07
BAccliiina
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