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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein physika-
lisches selbstorganisierendes Hydrogelsystem fiir biotech-
nologische Anwendungen aus einem nicht-kovalenten Netz-
werk auf der Grundlage einer Protein-Ligand-Wechselwir-
kung, umfassend ein tetrameres Protein als Protein sowie
Biotin oder eines seiner Derivate als Ligand, wobei Biotin
oder eines seiner Derivate kovalent jeweils an ein Ende ei-
ner Polymerkette eines linearen oder mehrarmigen synthe-
tischen Polymers oder eines Einzel- cder Doppelstrang-Oli-
gonukleotids konjugiert ist und wobei der Feststoffgehalt be-
zogen auf das gesamte Hydrogel mindestens 3 % betrégt
und die Konjugate durch das tetramere Protein vernetzt sind.
Die Hydrogelbildung erfolgt dabei mit kontrollierter Kinetik
auf der Grundlage einer Protein-Ligand-Wechselwirkung.
Eine erfindungsgeméfie Bedingung ist ein Mischungsver-
héltnis als Aquivalentverhiltnis zwischen dem Protein und
der Anzahl der terminalen biotinylierten Enden der Polymer-
ketten im Biotin-Polymer-Konjugat von 1:2 bis 1:8.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein physikalisches
selbstorganisierendes Hydrogelsystem fiir biotech-
nologische Anwendungen. Die Hydrogelbildung er-
folgt dabei mit kontrollierter Kinetik auf der Grundlage
einer Protein-Ligand-Wechselwirkung.

[0002] Die Avidin/Streptavidin-Biotin-Interaktion ist
das am meisten verwendete Protein-Liganden-Paar
in der Biotechnologie. Biomaterialien auf Basis der
Avidin/Streptavidin-Biotin-Interaktion finden zum Bei-
spiel Anwendung in der Zellkultur oder zur kontrol-
lierten Wirkstofffreisetzung. In der Forschung wer-
den bislang chemische Reaktionen genutzt, um Bio-
tin oder Streptavidin in ein Material oder auf einer
Oberflache zu inkorporieren. Vor kurzer Zeit wurde
ein kovalentes Hydrogel-System entwickelt, das mit
einer 2-Photonenphotochemischen Reaktion kombi-
niert ist. Diese Methode ermdglicht den Einschluss
von biotinylierten Substanzen in 3D-Matrizen. Fur
viele zellbasierte Anwendungen sind Methoden, die
auf chemische Reaktionen verzichten, von Vorteil,
um Biofunktionen zu integrieren.

[0003] Aus der Druckschrift Tan, H. et al. ,Injectable
Nanohybrid Scaffold for Biopharmaceuticals Delivery
and Soft Tissue Engineering“, Macromol. Rapid Com-
mun. 33, S. 2015-2022, 2012, sind Nanofiber-Hy-
drogel-Trégermaterialien zur Einkapselung von Zel-
len und zum Einsatz in der Gewebetechnologie be-
kannt. Diese werden durch Konjugation von Biotinen-
den, die an PEG-Molekiile gebunden sind, an Strep-
tavidingruppen von mit Streptavidin funktionalisierter
Hyaluronséure hergestelit.

[0004] Chemische Reaktionen sind jedoch (iber ei-
nen weiten Bereich nur schwer kontrollierbar und we-
nig ergiebig. Es ist allerdings auch sehr schwierig, ein
physikalisches Hydrogel zu bilden, das beispielswei-
se auf einer Avidin/Streptavidin-Biotin-Interaktion ba-
siert, da diese Komponenten in Verbindung oft zur
Bildung von Prazipitaten und Aggregaten neigen.

[0005] Aufgabe der Erfindung ist es, solche Bedin-
gungen zu schaffen, die die Erzeugung von kleinen
Polymerpartikeln verhindern, sowie die Bildung eines
kohérenten Hydrogels oder eines Biofilms ermdgli-
chen.

[0006] Die Losung der Aufgabe der Erfindung be-
steht in einem physikalischen selbstorganisierenden
Hydrogelsystem fiir biotechnologische Anwendun-
gen nach Anspruch 1. Dieses besteht aus einem
nicht-kovalenten Netzwerk auf der Grundlage einer
Protein-Ligand-Wechselwirkung und umfasst Biotin
oder eines seiner Derivate als Ligand, wobei Biotin
oder eines seiner Derivate kovalent jeweils an ein En-
de einer Polymerkette eines linearen cder mehrarmi-
gen synthetischen Polymers oder eines Einzel- oder

Doppelstrang-Oligonukleotids konjugiert ist, und ein
tetrameres Protein als Protein, wobei der Feststoff-
gehalt bezogen auf das gesamte Hydrogel mindes-
tens 3 %, vorzugsweise mindestens 4 %, betragt und
die Konjugate durch das tetramere Protein vernetzt
sind. Besonders vorteilhaft ist ein Feststoffgehalt von
mindestens 9 %. Eine erfindungsgemafe Bedingung
ist ein Mischungsverhiltnis als Aquivalentverhaltnis
zwischen dem Protein und der Anzahl der termina-
len biotinylierten Enden der Polymerketten im Biotin-
Polymer-Konjugat von 1:2 bis 1:8. Bevorzugt ist ein
Aquivalentverhéltnis von 1:4, was bei zwei termina-
len Enden pro Polymerkette, wie beispielsweise bei
einem Konjugat von § kDa linearem Polyethylengly-
kol (PEG) mit Biotin, einem molaren Verhéltnis von 1:
2 zwischen Protein und Polymer-Biotin-Konjugat ent-
spricht. Als die Konjugate vernetzendes tetrameres
Protein ist vorzugsweise Avidin, Streptavidin oder ei-
ne Mutante dieser Proteine vorgesehen.

[0007] Die Netzwerkbildung wird durch die Pro-
zesse der physikalisch-chemischen Wechselwirkun-
gen zwischen den Polymerketten gesteuert. Uberra-
schenderweise fihren das gewéhlte Molekiildesign
und die erfindungsgemaflen Vernetzungsbedingun-
gen dazu, dass die Erzeugung von kleinen Polymer-
partikeln verhindert wird und es zur Bildung eines
zusammenhangenden Hydrogels oder eines Bio-Ma-
trixfilms kommt.

[0008] Mit der vorteilhaften Verwendung von Trap-
tavidin, einer mutierten Form von Streptavidin, kann
die Hydrogel-Stabilitat dariiber hinaus im Vergleich
zu Streptavidin/Avidin-Polymer-Biotin-Konjugat-Sys-
temen bemerkenswert erhéht werden.

[0609] In einer Ausgestaltung der Erfindung wird die
Polymerkette aus einem linearen oder mehrarmigen
Polyethylenglykol (PEG) gebildet. Ist ein Oligonu-
kleotid als Polymerkette vorgesehen, kann geman ei-
ner vorteilhaften Ausgestaltung ein verzweigtes Oli-
gonukleotid, das heiflt ein Oligonukleotid mit mehr
als zwei Enden, eingesetzt werden. In einer beson-
ders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung be-
steht die Oligonukleotid-Polymerkette aus einer dop-
pelstréngigen DNA. In einer bevorzugten Ausgestal-
tung der Erfindung wird an Stelle einer synthetischen
Polymerkette oder eines Einzelstrang-Oligonukleo-
tids doppelstréangige DNA eingesetzt. Dies ermdglicht
einen noch kontrollierteren Gelierungsprozess.

[0010] Die optimierten Methoden verbessern nicht
nur die Hydrogelstabilitét, sondern ermdglichen auch
die Bildung dinner Hydrogelfilme bei minimalem
Substanzeinsatz. Das System kann scmit verwendet
werden, um dinne Hydrogel-Filme zu bilden, deren
Herstellung kostengiinstig ist, was die Beschichtung
grofier Oberflaichen mit den gewiinschten Biomate-
rialien ermoglicht. Das Hydrogelsystem bildet eben-
so eine einfache Plattform, um viele Biomatrix-Fil-
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me mit unterschiedlichen Bedingungen zu erzeugen
und damit zum Beispiel ein Hochdurchsatz-Scree-
ning durchfiihren zu kénnen. Ein weiteres interessan-
tes Merkmal des neuen Hydrogel-Systems ist des-
sen Fahigkeit, nach dem Trocknen wieder volisténdig
hergestellt werden zu kénnen. Diese Eigenschatft er-
moglicht einen leichten Materialtransport.

[0011] Das erfindungsgeméaRe Hydrogelsystem
kann in situ ohne chemische Reaktionen gebildet
werden. Das ist neu im Vergleich zu bereits bekann-
ten Hydrogelen auf der Basis von Streptavidin-Biotin-
Interaktionen. Die Erosion kann durch Zugabe von
Biotin ohne Proteasen beschleunigt werden. Eine
mégliche Anwendung besteht in der Analyse intak-
ter extrazelluldrer Matrixproteine, die von im Hydro-
gel eingebetteten Zellen segretiert werden.

[0012] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein
Netzbildungsverfahren, das auf einer Biotin-Avidin-
Wechselwirkung basiert. Die Netzwerkbildung wird
durch die Prozesse der physikalisch-chemischen
Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten ge-
steuert. Wie bereits erwahnt, konnte ein Molekiil-
design und Vernetzungsbedingungen ermittelt wer-
den, die zur Verhinderung der Erzeugung von klei-
nen Polymerpartikeln fiihren und die Bildung eines
zusammenhangenden Hydrogels oder eines Bio-Ma-
trixfilms ermdglichen. Bei dem Verfahren zur Herstel-
lung des erfindungsgemaRen Hydrogels, einschliel-
lich aller seiner genannten Ausfilhrungsformen, wer-
den die zu vernetzenden Komponenten, das heifdt
das Protein und das Konjugat, bei einem Feststoff-
gehalt von mindestens 3 % und in einem Aquivalent-
verhéltnis von 1:2 bis 1:8 miteinander gemischt. Das
Mischen der beiden Komponenten, vorzugsweise in
einem Hochgeschwindigkeits-Wirbelmischer, verhin-
dert, dass es anstelle der Hydrogelbildung zu einer
Partikelformung kommt.

[0013] Der niedermolekulare Ligand Biotin bezie-
hungsweise eines seiner Derivate, wie zum Bei-
spiel Iminobiotin oder Desthiobiotin, wird an die En-
den der Polymerkette konjugiert. Das Polymer kann
ein lineares synthetisches Polymer oder ein Einzel-/
Doppelstrang-Oligonukleotid sein. Das Polymer kann
auch ein mehrarmiges synthetisches Polymer oder
eine verzweigte Oligonucleotid-Struktur sein, das/die
mehr als zwei Enden enthalt. Die resultierenden Po-
lymer-Biotin-Konjugate werden durch ein tetrameres
Protein vernetzt. Als tetrameres Protein kénnen da-
bei Streptavidin oder Avidin oder Mutanten von Strep-
tavidin und Avidin eingesetzt werden. Besonders be-
vorzugt ist dabei die Streptavidin-Mutante Traptavi-
din, die eine héhere Affinitat zu Biotin als Streptavidin
besitzt.

[0014] Die Biomaterial-Systeme k&nnen weiterhin
entweder durch Einfligen von Peptidsequenzen in
die Polymerkette oder durch Zugabe von biotinylier-

ten Peptiden, biotinylierten Wirkstoffen, biotinylier-
ten Oligosacchariden, biotinylierten Oligonukleotiden
oder biotinylierten Proteinen in das Hydrogel modifi-
ziert werden. Die Biotingruppe kann, wie bereits er-
wiahnt, auch durch die Biotinanaloga Desthiobiotin
oder Iminobiotin ersetzt werden, von denen erwar-
tet wird, dass sie die Freisetzungsraten der Pepti-
de, Wirkstoffe, Oligosaccharide, Oligonukleotide und
Proteine erhéhen. Weiterhin kénnen die oben er-
wahnten verschiedenen kovalenten oder nicht-kova-
lenten Modifikationen kombiniert werden, was eine
unbegrenzte Anzahl von neuen Biomaterialien her-
vorbringt, welche fur das Screening und die Opti-
mierung von Biomaterialien durch einen kombinatori-
schen Ansatz verwendet werden kénnen.

[0015] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft
die Verwendung eines erfindungsgemafen physikali-
schen selbstorganisierenden Hydrogelsystems fiir ei-
ne Zellkultur. Das heilit, die resultierenden Biomate-
rial-Systeme kénnen zur Kultivierung von Zellen auf
den Biomaterialien sowie fur die Einkapselung von
Zellen in das Hydroge! eingesetzt werden.

[0016] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile
der Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden
Beschreibung von Ausfiihrungsbeispielen mit Bezug-
nahme auf die zugehérigen Zeichnungen. Es zeigen:

[0017] Fig. 1: eine schematische Darstellung der
kinetischen und thermodynamischen Kontrolle der
Netzwerkbildung,

[0018] Fig. 2a: eine schematische Darstellung ei-
ner zweidimensionalen Hydrogelmatrix als eine Rei-
he von miteinander verbundenen Quadraten,

[0019] Fig. 2b: eine photographische Abbildung ei-
nes verbundenen Netzwerks,

[0020] Fig. 2c: eine photographische Abbildung ei-
nes verbundenen Netzwerks,

[0021] Fig. 3a: ein Diagramm mit einem Vergleich
der relativen Gelharte von Hydrogelen mit unter-
schiedlichem Feststoffgehalt,

[0022] Fig. 3b: ein Diagramm, das die Hydrogelero-
sion in Abhangigkeit vom Feststoffgehalt zeigt,

[0023] Fig. 3c: ein Diagramm, das die Hydrogelquel-
lung in Abhéngigkeit der lonenstérke zeigt,

[0024] Fig. 3d: ein Diagramm, das die Hydrogel-
Haltbarkeit in Abhéngigkeit von der lonenstérke zeigt,

[0025] Fig. 4: eine GréRenausschluss-Chromato-
graphie einer Hydrogelldsung mit 1 % Feststoffge-
halt,
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[0026] Fig. 5a: eine GréRenausschluss-Chromato-
graphie fir Hydrogellésungen nach der Erosion mit
Neuordnung von Partikeln,

[0027] Fig. 5b: eine GréRenausschluss-Chromato-
graphie von erodiertem Hydrogel mit 9% Feststoffge-
halt nach einer Konzentrierung der Probe,

[0028] Fig. 6: eine photographische Abbildung eines
Live-Dead-Assays,

[0029] Fig. 7a: eine mikroskopische Aufnahme einer
typischen sich nicht ausbreitende Zelle,

[0030] Fig. 7b: eine mikroskopische Aufnahme einer
teilweise sich ausbreitenden Zelle,

[0031] Fig. 7c: eine mikroskopische Aufnahme einer
sich weit ausbreitenden Zelle,

[0032] Fig. 7d: hellfeldmikroskopische Aufnahme
des 0 %-B-ll-Hydrogels,

[0033] Fig. 7e: hellfeldmikroskopische Aufnahme
des 50 %-B-lI-Hydrogels,

[0034] Fig. 7f: hellfeldmikroskopische Aufnahme
des 100 %-B-ll-Hydrogels,

[0035] Fig. 7g: eine mikroskopische Aufnahme einer
volistandigen Verteilung der Zellausbreitung, und

[0036] Fig. 8: ein Transliteration-Assay von stimu-
lierten Maus T-Zellen unter Verwendung von Durch-
flusszytometrie in Abhangigkeit von CsA-azo-Biotin.

[0037] Die Fig. 1 zeigt schematisch eine kine-
tisch-kontrollierte Hydrogelierung auf der Basis der
Protein-Ligand-Wechselwirkung. Kinetische Kontrol-
le heildt:

Abhangig vom Volumen bilden sich nur intramoleku-
lare Verbindungen des PEG-Biotins zu einem Pro-
tein, zum Beispiel zu Avidin, Streptavidin oder ei-
ner Mutante dieser Proteine, bei niedriger Konzen-
tration, siehe Abbildung a), kleine Partikel mit intra-
und intermolekularen Verbindungen bei héherer Kon-
zentration, siehe Abbildung b), oder Hydrogele mit
fast ausschlieflich intermolekularen Verbindungen
bei héchster Konzentration, siehe Abbildung c). Ki-
netische und thermodynamische Kontrolle heilt: Da
die Verbindungen sich in dynamischer Umlagerung,
das heift Kinetik, befinden, kénnen die einzelnen in
den Abbildungen a, b, ¢) gezeigten ,Stadien” durch
Volumenéanderung/Konzentrationsanderung ineinan-
der umgewandelt werden. Auch erreicht das System
immer (in jedem Stadium) das energetische und en-
tropische Minimum, welches je nach Konzentration/
Volumen in Partikelformation oder Hydrogelformation
endet.

Ausfiihrungsbeispiel |: Streptavidin/
Avidin-PEG-Biotin-Hydrogel

[0038] Aufgrund der zunehmenden Anwendung von
nicht-kovalenten Hydrogelsystemen fiir biotechnolo-
gische Anwendungen wurde ein sich selbstorganisie-
rendes Hydrogel synthetisiert, welches allein durch
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zwischen Biotin
und Avidin vernetzt ist.

[0039] Dieses Modellsystem wurde genutzt, um das
Verhalten von Rezeptor-Liganden auf der Basis von
supramolekularen Netzwerken zu bestimmen und zu
rationalisieren. Die Hydrogelbildung und die Erosion
werden durch die physikalische Chemie von Rezep-
tor-Ligand-Wechselwirkungen bestimmt. Die Gel-Bil-
dung ist einerseits kinetisch kontrolliert und tritt erst
oberhalb einer kritischen Konzentration ¢* auf, ande-
rerseits kommt es aufgrund von kombinierten Effek-
ten der Ligand-Umlagerung, Netzwerkquellung und
Entropie schneller als erwartet zur Erosion. Eine Ero-
sion tritt als fortschreitende Umlagerung des Gels in
immer kleinere Partikel auf. Jedoch ist dieser Prozess
konzentrationsabhangig und kann durch Konzentrie-
rung der ercdierten Hydrogel-L6sung umgekehrt wer-
den. SchlieBlich wurden als Nachweis der Nitzlich-
keit eines solchen Systems Peptidmotive eingebaut,
mit der Absicht, Stammzellen-Adhé&sion und Ausbrei-
tung zu férdern.

[0040] Viele Hydrogelsysteme wurden bisher auf der
Basis von nicht-kovalenten Wechselwirkungen, wie
zum Beispiel hydrophoben Wechselwirkungen, Pro-
tein-Protein- oder Peptid-Oligosacccharid-Wechsel-
wirkungen, entwickelt. Ein viel weniger genutzter Ver-
netzungsweg stellt demgegeniiber die Nutzung ein-
facher Rezeptor-Ligand-Bindungen dar. Da die Netz-
werkbildungen komplexe Prozesse sind, wurde bis-
her noch nicht gut verstanden, wie die Bindungskine-
tik und Bindungsenergie die Netzwerkbildung sowie
die daraus resultierenden physikalischen, mechani-
schen und biochemischen Eigenschaften beeinflus-
sen. Die schnelle Bindung und die Besonderheiten
zum Beispiel der Biotin-Avidin-Bindung sind fur ei-
ne Nanopartikelbildung sowie Hydrogelmodifikation
und -funktionalisierung ausgenutzt worden, interes-
santerweise blieb aber die Verwendung als alleini-
ger Vernetzer in einem makroskopischen Netzwerk
weitgehend unerforscht. Uberraschenderweise wur-
de herausgefunden, dass dieses scheinbar einfache
selbstorganisierende Netz nur unter fein abgestimm-
ten Bedingungen gebildet werden kann. Obwohi die
Biotin-Avidin-Bindung im Allgemeinen als fast irrever-
sibel betrachtet wird, fiihrt die physikalische Chemie
der Protein-Ligand-Bindung und die Dissoziation zu
einem dynamischen Netzwerk. Darliber hinaus wird
das Netzwerk leicht funktionalisiert, um in diesem Fall
die Morphologie von eingekapselten mesenchymalen
Stammzellen in der 3D-Matrix zu beeinflussen.
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[0041] Die Hydrogel-Netzwerkbildung ist konzentra-
tionsabhéngig. In einem ideal selbstorganisierten Git-
ter dienen Avidin-Tetramere als Bindungszentrum,
die durch an beiden Enden biotinylierte lineare Poly-
ethylenglykol-(PEG)-Ketten vernetzt sind. Die struk-
turelle Einfachheit des Hydrogels ermdéglicht es, die
Matrix zweidimensional als eine Reihe von miteinan-
der verbundenen Quadraten zu modellieren, wie die
Fig. 2a zeigt. Durch die steile Biotin-Avidin-Bindungs-
Konstante K, erlangt die Komponentenkonzentra-
tion entscheidende Bedeutung fiir die Netzwerkbil-
dung. Fir die Bildung eines vollstandigen Netzwerks
missen die Zwischenrdume zwischen den Avidin-
Bindungsstellen dhnlich oder kleiner als der theoreti-
sche Durchschnittsabstand der Enden der biotinylier-
ten PEG-Linker zueinander sein. Wenn die Topologie
geeignet ist, kann eine PEG-Kette zwei verschiede-
ne Avidin-Tetramere binden, was in der sogenannten
"Netzwerk-Konformation” erfililt ist. Je mehr sich die
Konzentrationen verringern und die Abstéande groRer
werden, desto mehr erhéht sich die Wahrscheinlich-
keit, dass eine PEG-Kette sich an das gleiche Avidin-
tetramer in einer sogenannten "geschiossenen Kon-
formation” zweimal bindet, so dass das erste Bin-
dungsereignis den Bereich beschrankt, in dem die
PEG-Kette eine andere Bindungsstelle suchen kann.
Daher wird sich ein fragmentiertes, unvollstandiges
Netz bilden, das aus einem Gemisch von Netzwerk-
bestandteilen und geschlossenen Konformationsteil-
chen besteht, wenn die Zwischenrdume fir das PEG
auch nur geringfiigig zu grof® sind, um die Absténde
zu (berbriicken. Wenn die Raume fiir das PEG viel
zu groB sind, um die Abstande zu Uberbriicken, wird
sich kein zusammenhangendes Netz bilden, sondern
eine Verteilung von Mikro- und Nano-Gelteilchen mit
geschlossenen Konformationsrandern. Unter der An-
nahme, dass die PEG 10 kDa-Kette in ihre Kontur-
lange von 33,2 nm gestreckt wird, kénnte sich ein
Hydrogel mit einem Feststoffgehalt von 0,21 % (27
UM Avidin und 54 pM Biotinyl-PEG) bilden. Jedoch
wird unter diesen Bedingungen kein Hydrogel gebil-
det, da die freien Polymere energetisch eine halbge-
wendelte Random-Coil-Struktur bevorzugen. Es wur-
de der mittlere Abstand der Enden einer 10 kDa-
PEG-Kette durch die Modellierung des Polymers un-
ter Anwendung des ,Modells einer wurmartigen Ket-
te* berechnet. Die Berechnungen zeigen einen mitt-
leren End-End-Abstand von 5,0 nm fiir eine 10 kDa-
PEG-Kette. Unter der Annahme einer idealen Vertei-
lung von Avidin in L&sung wurde berechnet, dass ein
Hydrogel-Feststoffgehalt von 9 %, das entspricht 1,
27 mM Avidin, Licken von 5,1 nm zwischen den Avi-
din-Tetrameren ergeben und damit in etwa dem Min-
destfeststoffgehalt entsprechen wiirde, der erforder-
lich ist, um ein verbindendes Netzwerk zu bilden, wie
es in den Fig. 2b und Fig. 2c gezeigt ist. Obwohl
Hydrogele mit einem Feststoffgehalt gebildet werden
kénnen, der so niedrig ist wie 4 %, sind sie aufgrund
des Patchwork-Charakters des unvollstandigen Netz-
werks deutlich weicher, wie die Fig. 3a zeigt, und

weniger stabil als Gele mit hdherem Feststoffgehalt.
Mischungen mit einem Feststoffgehalt von unter 4
% bilden kein zusammenhéangendes Netzwerk. Da-
bei zeigt die GroRenausschluss-Chromatographie in
Fig. 4 fir eine Gel-L6sung mit 1 % Feststoffgehalt ei-
ne Streuung von kleinen Gel-Teilchen.

[0042] Die Hydrogel-Erosion ist ein linearer und kon-
zentrationsabhéngiger Prozess. Da die Biotin-Avidin-
Wechselwirkung generell im Hinblick auf die Stabili-
tat ahnlich einer kovalenten Bindung betrachtet wird,
war es {iberraschend, dass die Erosion der Hydroge-
le im Uberstand erst in einer Zeitskala von Tagen bis
Wochen auftrat, wahrend die Hydrogele in Abwesen-
heit von Uberstand (iber Monate stabil blieben, wie
in Fig. 3b zu sehen. Die Hydrogel-Stabilitat konnte
durch Einstellen des Feststoffgehalts von einer Le-
bensdauer von vier Tagen bei 4 % Feststoffgehalt
auf eine Lebensdauer von 20 Tagen bei 14 % Fest-
stoffgehalt angepasst werden. In allen Fallen erodie-
ren die Hydrogele linear, was typisch fiir physikali-
sche Hydrogele ist. Wie die vorhergehende Darstel-
lung der verschiedenen mdglichen Konformationen
der Biotinyl-PEG/Avidin-Wechselwirkungen zeigt, ist
es auch méglich, den physikalischen Mechanismus
fur die Erosion zu beschreiben. Wenn eine Biotin-Avi-
din-Bindung aus einer Netzwerk-Konformation her-
ausbricht, kann das PEG-Biotinyl-Konjugat entweder
ein Avidin in einer Netzwerk-Konformation oder ei-
ne andere verfiigbare Stelle des gleichen Tetramers
binden, indem es sich in einer geschlossenen Kon-
formation platziert, was zur Erosion durch Diffusi-
on aus einem Gel-Kérper fiihrt. Unter der Annahme,
dass die Bindungsenergie zwischen Avidin und Bio-
tin in jeder Netzwerk-Konformationen gleich ist, er-
haht sich der Unterschied zwischen der Entropie des
erodierten Zustands und der Gitterstruktur, wie sich
das Volumen des gesamten Systems durch Zuga-
be von Pufferlésung auf das Hydrogel erhéht. Da-
her ist einerseits die Erosion der geordneten Struk-
tur im Uberstand thermodynamisch begiinstigt. An-
dererseits wird die Kinetik der strukturellen Umlage-
rung auch von der Hydrogel-Quellung sowie der Dis-
soziation von Biotin aus Avidin beeinflusst.

[0043] Des Weiteren beeinflusst eine Quellung die
Hydrogel-Lebensdauer. Das Biotinyl-PEG/Avidin-Hy-
drogel unterléuft eine Quellung, wenn es im Uber-
stand platziert ist. Die Quellung wird durch den os-
motischen Druck - aufgrund der gréReren Konzen-
tration der geldsten Stoffe im Inneren des Hydrogels
als auRen - angetrieben und endet, wenn entwe-
der das osmotische Gleichgewicht erreicht ist oder
die elastischen Krafte aus der Ausdehnung der Hy-
drogel-Komponente dem osmotischen Druck wider-
stehen kénnen. Um die Auswirkungen der Quellung
des Hydrogels zu untersuchen, wurde die lonenstar-
ke des Hydrogels und des Uberstands eingestellt. So
wurde die Hydrogelquellung in deionisiertem Was-
ser (ddH20) der Hydrogelquellung in verschiedenen
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Phosphat-gepufferten Kochsalzlésungen (PBS) in je-
weils unterschiedlicher Konzentration, das heift 1x
PBS, 5x PBS und 10x PBS, gegeniibergestellt. Wie
die Fig. 3c zeigt, ist es durch Uberfiihren des Hy-
drogels aus deionisiertem Wasser (Milli-Q®-Wasser,
ddH,0) in 10x Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(PBS) mdglich, den Betrag der in einem Hydrogel
mit 9 %-igem Feststoffgehalt und in einem Zeitraum
von 24 Stunden auftretenden Quellung von ~74 %
auf 35 % zu reduzieren. Interessanterweise haben
die Hydrogele mit reduzierter Quellung eine langere
Lebensdauer als die Vergleichsbeispiele mit erhohter
Quellung, wie ein Vergleich mit Fig. 3d zeigt. Offen-
bar trégt die Hydrogel-Quellung in zweierlei Hinsicht
zur Erosion bei. Zunachst dehnen sich die PEG-Ket-
ten durch die Quellung tber ihre Gleichgewichtslan-
ge aus. Wenn eine Biotin-Avidin-Bindung gebrochen
ist, wird sich das PEG in seine Gleichgewichtslange
zuriickzuziehen und ist somit eher geeignet, in einer
geschlossenen Konformation Bindungen einzugehen
als ein Netzwerk neuzubilden.

[0044] Des Weiteren setzt die Quellung die Ket-
ten durch die Ausdehnung des Polymers (iber sei-
ne Gleichgewichtslénge hinaus unter Spannung. Das
Hydrogel mit 9 % Feststoffgehalt quillt in 1x PBS
innerhalb von 24 Stunden 60 Vol.-%, wobei sich
das PEG von 5,0 nm auf 5,8 nm ausdehnt. Bei
erneuter Betrachtung des Polymers als wurmarti-
ge Kette, wurde die wirkende Spannung aufgrund
der Ausdehnung des Polymers mit 3,2 pN berech-
net. Die Belastungsgeschwindigkeit betrug etwa 0,32
pN pro Stunde. Ungeachtet der Biotin-Avidin-Bruch-
festigkeit, die haufig als im Bereich von Hunderten
von pN liegend genannt wird, werden die genann-
ten Werte hoher Belastungsgeschwindigkeit erzielt.
Berechnungen zufolge kdnnte bei Vorliegen einer
sehr kleinen Belastungsgeschwindigkeit die Biotin-
Avidin-Bindung durch nur ~3 pN direkt aufgebrachter
Kraft gebrochen werden, wahrend Messungen mit ei-
ner optischen Falle bei Belastungsgeschwindigkeiten
von 7,7 pN pro Sekunde einen Bruch bei so niedri-
gen Kréften wie 3,4 pN anzeigten. Wahrend die fes-
te Bindung bei hoher Belastungsgeschwindigkeit fur
die verschiedenen Anwendungen von Biotin-Avidin in
der Biotechnologie von hochster Bedeutung ist, wird
interessanterweise im Hydrogel-Erosionsexperiment
die schwache Wechselwirkung des Bindungspaares,
wenn es bei niedriger Belastungsgeschwindigkeit ge-
streckt wird, veranschaulicht. Das Biotin-Avidin-Hy-
drogel ist bei hoher mechanischer Beanspruchung
wie bei Ultraschall-Behandlung stabil, wahrend die
physikalische Belastung, die sich aus dem langsa-
men Quellungsprozess ergibt, die Interaktion zwi-
schen diesem ansonsten sehr starken Rezeptor-Li-
gand-Paar stéren kann.

[0045] Die Erosion ist fortschreitend und reversi-
bel. Wahrend die Hydrogel-Erosion ein thermody-
namisch begiinstigter Prozess der geschlossenen

Konformations-Teilchen ist, die aus dem Hydrogel
in den Uberstand diffundieren, konnte fiir die ero-
dierten Hydrogel-Lésungen mittels der GréRenaus-
schluss-Chromatographie festgestellt werden, dass
auch dann, wenn ein zusammenhéngendes Hydro-
gel verschwunden ist, sich die Partikel in Lésung (iber
die Zeit weiterhin in kleineren Fragmenten neu ord-
nen, wie auch aus der Fig. 5a hervorgeht. Es ist von
auRerordentlicher Bedeutung, dass die Gelierungs-/
Erosionsprozesse reversibel sind. Die ercdierten Hy-
drogel-Lésungen wurden in ihre urspriinglichen Vo-
lumina zurtick konzentriert, wobei sich herausstelite,
dass Hydrogele tber einen Zeitraum von 72 Stun-
den neu gebildet wurden. Dies ist ein relativ langer
Zeitraum im Vergleich zu der nahezu sofortigen Bil-
dung der urspriinglichen Hydrogele. Zur weiteren Un-
tersuchung dieses Prozesses wurde 1 ml Losung von
30 pl erodiertem Hydrogel mit 9% Feststoffgehalt zu
100 pl konzentriert, was zu einem Feststoffgehalt et-
was unterhalb des kritischen Feststoffgehalts fir die
Hydrogel-Bildung fihrt, und eine GréRenausschluss-
Chromatographie durchgefiihrt. Deren Ergebnis istin
der Fig. 5b gezeigt. Unmittelbar vor dem Konzentrie-
ren der Probe war der Hauptpeak bei 8 + 0,02 Minu-
ten eluiert. Nach einer Zeit von 168 und 336 Stunden
nach der Konzentrierung der Probe wurde der Haupt-
peak mit den Einspritzpeaks eluiert. Diese Daten zei-
gen, dass die Netzwerkbildung bei hoher Konzentra-
tion beglnstigt ist.

[0046] Hydrogele sind biokompatibel und geeignet
zur 3D-Stammzellenkultur. Ein sich schnell selbstor-
ganisierendes Hydrogel ist das Mittel der Wahl fiir
das Screening optimaler Bedingungen fir 3D-Zell-
kultur-Anwendungen. Es wurde untersucht, ob die
Zellen in der Lage sein wiirden, in den 3D-Matri-
ces zu Uberleben und sich auszubreiten. Es wur-
den modifiziete PEGs prapariert, die Biotin-Pep-
tid-Konjugate enthielten. Das erste Konjugat Biotin-
GRGDSPGWC, im Folgenden Bl bezeichnet, ent-
hielt nur das Zelladhésions-Motiv RGDSP. Das zwei-
te Konjugat Biotin-GRGDSPQGIWGQC, im Folgen-
den B-ll bezeichnet, enthielt sowohl das Zelladhasi-
ons-Motiv als auch die Spaltstelle von Matrix-Metallo-
proteinase (MMP), PQG t { IWGQ, so dass die Zel-
len chemisch das Netzwerk spalteten. Die Hydrogel-
Komponenten-Lésungen wurden mit humanen me-
senchymalen Stammzellen (MSCs) gemischt, was zu
eingekapselten Zellen in einem selbstorganisieren-
den Netzwerk fiihrt. Nach 24 Stunden Inkubation wur-
den die Hydrogele mit einem Live/Dead-Assay getes-
tet, welches 98,10 % Uberlebende Zellen zeigte (n =
157)(siehe Fig. 6).

[0047] Als Nachstes wurde untersucht, ob die Hy-
drogele Zellausbreitung und Wachstum ermdglichen.
Es wurden zunéchst Bl und B-ll gemischt, das heif3t
eine Vormischung hergestellt, um Hydrogele mit O
%, 50 % und 100% B-Il herzustellen. Eine typische
immune, sich nicht ausbreitende Zelle ist in Fig. 7a
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gezeigt. Eine teilweise sich ausbreitende Zelle ist in
Fig. 7b abgebildet. Eine sich weit ausbreitende Zel-
le istin Fig. 7c dargestellt. Reprasentative hellfeldmi-
kroskopische Aufnahmen der 0 %-, 50 %-, 100 %-B-
Il-Hydrogele werden jeweils in den Fig. 7d, Fig. 7e
und Fig. 7f gezeigt. Eine vollstdndige Verteilung der
Zellausbreitung ist in Fig. 7g gegeben. Nach 48 St-
unden zeigt im 0 %-Hydrogel ein Anteil von 6,55 %
der Zellen eine Ausbreitung an (n = 121), wahrend im
5 %- Hydrogel ein Anteil von 31,95 % der Zellen (n =
131) und im 100 % -Hydrogel ein Anteil von 25,15 %
der Zellen eine Ausbreitung (n = 130) anzeigen. Das
Biotinyl-PEG/Avidin-Hydrogelsystem ist biokompati-
bel und fiir die Zellkulturanwendungen mit der MMP-
spaltbaren Sequenz in B-ll geeignet, die fiir die MSC-
Ausbreitung erforderlich ist.

[0048] Vorliegend wurde ein neues, nicht-kovalen-
tes Hydrogel bereitgestellt, welches durch die Re-
zeptor-Ligand-Wechselwirkung zwischen Biotin und
Avidin vemetzt ist. Das bemerkenswerteste Merk-
mal dieses Hydrogels ist, dass die Hydrogel-Bildung
und Erosion durch die physikalische Chemie der Re-
zeptor-Ligand-Wechselwirkungen bestimmt wird. Ei-
nerseits ist die Hydrogel-Bildung ein kinetisch ge-
steuerter Prozess und tritt erst oberhalb einer kri-
tischen Konzentration auf, andererseits fiihren die
Streckspannung der Polymerketten sowie eine er-
hoéhte Wahrscheinlichkeit, dass nach Brechung der
Bindung wahrend der Ausbreitung des Hydrogels ein
PEG eine geschlossene Bindungskonformation an-
nimmt, im Ergebnis zu einer Erosion des Hydrogels.
Ebenfalls interessant war die Beobachtung, dass ei-
ne Erosion iber eine fortschreitende Umlagerung der
Hydrogelpartikel in eine zunehmende Zahl von Teil-
chen mit kleineren Kernbereichen erfolgt. Dariiber
hinaus ist diese Umlagerung bidirektional und kann
Uber die Konzentrierung des erodierten Hydrogels
umgekehrt werden. Das Hydrogel-System zeigt, dass
Netzwerke, die auf Rezeptor-Ligand-Wechselwirkun-
gen basieren, geeignete Wege fiir die Entwickiung
von neuen Biomaterialien sind, welche interessan-
te Eigenschaften besitzen. Die Hydrogele organisie-
ren sich unter milden Bedingungen selbst und wei-
sen lineare, einstellbare Erosionsraten auf. Die Be-
dingungen, um eine 3D-Stammzelikultur zu férdern,
kénnten durch die Erforschung der Synergieeffek-
te der verschiedenen Peptidsequenzen abgestimmt
werden. Da die Biotinylierung die am weitesten ver-
breitete Methode ist, um Biomolekiile zu immobilisie-
ren, stellt das neuartige System einen einfachen An-
satz dar, hoch funktionalisierte Bio-Matrices zu ent-
werfen und zu Glberwachen.

[0049] Im Folgenden werden die angewendeten Me-
thoden vorgestelit.

Praparation der Hydrogelkomponente:

[0050] Avidin (Affiland, Belgien) wurde als lyophi-
lisiertes Pulver erhalten. Biotinyliertes PEG wurde
durch Auflésen von Biotin-NHS- und amino-terminier-
tes 10 kDa-PEG (Rapp Polymere, Deutschland) in
einem Molverhéltnis von 12:1 in Milli-Q-Wasser mit
einem auf pH 9,5 eingesteliten pH-Wert prapariert.
Die Gesamtkonzentration betrug 31 mg/mL. Die L6-
sung wurde Uber Nacht geriihrt. Das Reaktionsge-
misch wurde dann zwei Tage lang gegen destillier-
tes Wasser dialysiert (8 kDa MW cutoff), um nicht-
verbundenes Biotin zu entfernen. Die Lésung wurde
dann lyophilisiert.

Hydrogelbildung:

[0051] Um die Hydrogele zu bilden, wurden Bioti-
nyl-PEG und Avidin in L&sungen gleichen Volumens
in einem molaren Verhéltnis von 2:1 in der passen-
den Konzentration fiir den gewiinschten Feststoffge-
halt gelést. Es wurden 15 pL Avidin-Lésung in ein Mi-
krozentrifugenréhrchen pipettiert und in einen Hoch-
geschwindigkeits-Wirbelmischer gegeben. Unter Mi-
schung wurden 15 L Biotinyl-PEG-Ldsung zugege-
ben, was zu einer nahezu sofortigen Hydrogelbildung
fuhrte.

Hydrogel-Steifigkeit:

[0052] Eine Tischzentrifuge wurde verwendet
(5424R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), um klei-
ne Mengen von Hydrogel in einem Hochdurchsatz-
verfahren zu vergleichen. Es wurden 30 pL Hydrogele
in 1x PBS hergestellt. Die relative Steifigkeit der Hy-
drogele wurden mittels 45 °-Zentrifugenrotor und Ein-
dringen von 275 pm-Metallkiigelchen in Abhangigkeit
von der durch die Zentrifuge angelegten Kraft analy-
siert.

Hydrogel-Erosion:

[0053] Bei der Untersuchung der Hydrogel-Erosion
wurden die Gele, wie zuvor beschrieben, mit dem
Zusatz von 10 pL (0,18 nmol) Cyanin-5-markiertem
Streptavidin (Invitrogen) gebildet. Cyanin 5, im Fol-
genden Cy5 genannt, ist ein blauer Flucreszenzfarb-
stoff. Nach der Hydrogelbildung wurde 1 ml Uber-
stand vorsichtig auf die Oberseite jedes Hydrogels
hinzugegeben. Die Gele wurden dann in einem Rota-
tionsmischer mit 5 Umdrehungen pro Minute platziert
und vor Licht geschiitzt. Aller 24 Stunden wurden 125
pl Uberstand aus jedem Hydrogel entnommen und
die Fluoreszenz-Aktivitét an einem Synergy H1-Pla-
te-Reader bei 645 nm Emission und 675 nm Anre-
gung gemessen. Der entnommene Uberstand wurde
dann mit 125 pl frischem Uberstand ersetzt, und die
Fluoreszenz-Daten wurden mit einer Standardkurve
verglichen, um die Erosion zu bestimmen.
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Live/Dead-Assay:

[0054] Die Lebensfahigkeit der Zellen in den PEG-
Hydrogelen wurde mittels eines Live/Dead-Assays
untersucht. Zellen enthaltende Gele wurden einmal
mit PBS gespiilt. Eine Losung von 10 uM Propidi-
umjodid (P1) (Molecular Probes, Invitrogen, Deutsch-
land) und 0,15 uM Fluorescein-Diacetat (FDA) (Flu-
ka, Deutschland) in PBS wurde 3 min lang auf die
Gele aufgebracht, gefolgt von einem Waschschritt mit
PBS. Zellen wurden mit einem konfokalen Mikroskop
(Leica SP5, 10x / 0,4) aufgenommen. Aufnahmen
wurden alle 10 pm fiir einen Gelabschnitt von 100 pm
Dicke entnommen und die Projektion der maximalen
Intensitat der Aufnahmen prasentiert. Helligkeit und
Kontrast wurden in Fiji-Build von ImageJ angepasst.

Zellausbreitungsmessung:

[0055] Es wurden 48 Stunden nach der Gel-Bildung
Bilder von verschiedenen z-Ebenen der Hydrogele
aufgenommen. Einzelne Zellen wurden identifiziert
und mit Ellipsen unter Nutzung von Fiji-Build von Ima-
geJ ausgestattet. Die Excentrizititen der gemesse-
nen Ellipsen wurden verwendet, um die Ausbreitung
zu bewerten. MSCs mit Exzentrizitdten > 1,5 werden
als Ausbreitung klassifiziert.

Ausfiihrungsbeispiel il:
Traptavidin-PEG-Biotin-Hydrogel

[0056] Da die Erosion des Avidin/Streptavidin-Hy-
drogels durch die Dissoziation von Biotin aus te-
trameren Proteinen ausgeldst und von der Netzwerk-
Umlagerung gefolgt wird, wodurch sich die Disso-
ziationsgeschwindigkeit verringert, ist zu erwarten,
dass die Matrix-Stabilitat verbessert wird. Wahrend
die Avidin/ Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung eine
der hichsten Affinitaten zwischen einem Protein und
einem Liganden in der Natur besitzt, wurde fir die
Streptavidin-Mutante Traptavidin vor kurzem berich-
tet, dass sie eine 10-mal langsamere Biotin-Dissozia-
tionsgeschwindigkeit hervorbringt.

[0057] In diesem Ausfihrungsbeispiel wurden die
vorteilhaften biophysikalischen Eigenschaften von
Traptavidin genutzt, um die Hydrogel-Stabilitat zu
verbessern. Das Protein wurde in E. coli exprimiert
und das gereinigte Protein zur Bildung des Hydro-
gels mit PEG-Biotin eingesetzt. Wie erwartet, konn-
te das selbstorganisierte Hydrogel wie in dem Avidin-
PEG-Biotin-System nur oberhalb der kritischen Kon-
zentration von 4 % Feststoffgehalt gebildet werden.
Des Weiteren blieben die Hydrogele ohne Zugabe
von Uberstand (iber einen Zeitraum von mehreren
Monaten stabil.

[0058] Wenn die Traptavidin-PEG-Biotin-Hydrogele
mit dem Uberstand inkubiert wurden, trat in einem
Zeitraum von zwei Monaten keine sichtbare Erosion

auf. Es wurde 1 % Cy5-markiertes Streptavidin zu
nicht-markiertem Traptavidin zugesetzt, um das Hy-
drogel zu bilden. In dem Avidin-Hydrogel-System kor-
relierte die Freisetzung von Cy5-markiertem Strepta-
vidin gut mit dem Erosionsprozess und dem Verlust
an Hydrogelmasse, wahrend Cy5-markiertes Trapta-
vidin wahrend einer Zeitdauer von 2 Monaten nach-
gewiesen werden konnte. Im Ergebnis demonstrierte
dieses Experiment, dass die langsame Dissoziations-
rate zwischen Traptavidin und Biotin (berraschen-
derweise eine drastische Zunahme der Stabilitét des
selbstorganisierten Matrix-Netzwerks bewirkt.

[0059] Ausfiihrungsbeispiel lll: Streptavidin/Avidin/
Traptavidin-DNA-Biotin-Hydrogel Das Hydrogel kann
auch durch Ersetzen des biotinylierten PEG-Linkers
mit biotinylierten doppelstrangigen DNA hergestelit
werden. Aufgrund ihrer erhdhten Steifigkeit verrin-
gern die DNA-Strange die Hydrogelquellung und be-
wahren die Liganden an einer Polymerkette davor,
sich mehr als einmal mit dem gleichen tetrameren
Protein zu verbinden, was zu einer in ihrem Ausmaf
Gberraschenden wesentlichen Verringerung der Ero-
sion und zu einer Erhéhung der Hydrogel-Lebens-
dauer fiihrt. Die groRe Persistenzlédnge der doppel-
strangigen DNA fiihrt zu einer Iangeren mittleren Ket-
tenlange von einem Ende zum anderen mit einer
im Vergleich mit PEG zunehmenden Konturlange,
was zu der Mdglichkeit der Herstellung von Hydro-
gelen mit einer reduzierten Menge an Avidin fihrt.
Ein weiterer Vorteil ist die Steuerung der Gelierzeit
Uber die Warme. Die Stammldsungen kdnnen Uber
die Schmelztemperatur der doppelstrangigen DNA
erhitzt und dann langsam abgekiihlt werden, um die
Gelbildung zu verlangsamen.

[0060] Die DNA-Hydrogele wurden hergestellt, in-
dem im ersten Schritt komplementare DNA-Einzel-
strange synthetisiert wurden. Jeder Strang wird dann
am 5'-Ende biotinyliert. Das Avidin-Protein in dem Gel
wird in zwei gleiche Populationen geteilt und dann
kurz mit einem DNA-Strang inkubiert. Die Lésungen
werden dann Uber der Schmelztemperatur der DNA
erhitzt, gemischt und abgekihit, um das Hydrogel
zu erzeugen. Das Gel kann, wie zuvor beschrieben,
als Hydrogelmasse oder als ein diinner Film herge-
stellt werden. Der diinne Film wird hergestelit, indem
zunéchst eine kleine Menge einer vorgeheizten Avi-
din-DNA-Lésung auf die erhitzte Oberflache pipettiert
wird. Eine gleiche Menge der zweiten vorgeheizten
Avidin-DNA-L&sung mit der komplementéren DNA-
Sequenz wird dann auf die Oberflache pipettiert, ge-
mischt und mit der Pipette (iber die Oberflache ver-
teilt, um eine homogene Loésung zu erstellen. Es ist
mdglich, Filme mit Volumina von Lésungen unter ei-
nem Mikroliter herzustellen, so dass eine Massenpro-
duktion von Filmen kostenglinstig ist. Die Filme sind
auch elastisch und uberstehen multiple Zyklen der
Dehydratisierung und Rehydratisierung.
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[0061] Wie die Avidin/Streptavidin/Traptavidin-Bio-
tin-PEG-Hydrogele kann das Gel jede biotinylierte
Einheit integrieren. Diese Technologie ermdglicht die
Herstellung von DNA-Avidin-Hydrogel-Arrays, die ei-
ne beliebige Kombination von Peptiden oder ande-
ren Molekiilen in einer breiten Palette von durch den
Endbenutzer gewlinschten Konzentrationen enthal-
ten. Die Hydrogel-Matrix ist auch individuell einstell-
bar, so dass fiir die Anwender Matrices unterschied-
licher Konzentration und Steifigkeit auswahlbar sind.
Mégliche Anwendungen fiir eine solche Technologie
schlieRen allgemeines Affinititsscreening, Drug-Tar-
get-Screening, Optimierungsassays fir die Zellkultur-
bedingungen und die kontrollierte Freisetzung der an-
gehéngten Ladung ein.

Ausfiihrungsbeispiel IV: Freisetzung
von Biomolekiilen aus Hydrogel

[0062] Die Biotinylierung stellt die am weitesten ver-
breitete Methode zur Affinitats-Erfassung und Immo-
bilisierung von interessanten Biomolekdiilen dar. Kirz-
lich wurde ein kovalentes Hydrogelsystem in Kombi-
nation mit einer 2-Photonenphotochemischen Reak-
tion entwickelt, welche die raumliche Erfassung von
biotinylierten Substanzen in 3D-Matrices erlaubt. Im
Vergleich mit dem chemischen Ansatz durch Pfrop-
fen von Streptavidin an einem Polymernetzwerk fiihrt
ein physikalisches Hydroge!, das durch eine Strep-
tavidin (und seine Analoga)-Biotin-Wechselwirkung
vernetzt ist, zu einer in situ-Gelierung, Ligandimmo-
bilisierung und Verkapselung von Zellen sowie zu
einem breiten Konzentrationsbereich zur Beladung
mit interessanten biotinylierten Substanzen. Weiter-
hin kann die resultierende Ladedichte von biotiny-
lierten Biomolekiilen genau gesteuert und bestimmt
werden, da sie mit dem Verhaltnis zwischen biotiny-
liertem Polymer und interessanten biotinylierten Bio-
molekiilen korreliert. Somit kann das sich ergeben-
de System zu einer unbegrenzten Anzahl von Kom-
binationen von Liganden in einer 3D-Matrix Uber ei-
nen weiten Konzentrationsbereich (bis zu 1 mM) zur
Untersuchung der Zell-Ligand-Wechselwirkung in ei-
ner 3D-Umgebung fiihren. Weiterhin kann das Hydro-
gel auch als ein Freisetzungssystem biotinylierter nie-
dermolekularer Substanzen und Protein-Therapeuti-
ka verwendet werden.

[0063] Vorliegend wird ein System zum Ldsen bio-
tinylierter Derivate des Immunsuppressivums Cyclo-
sporin A (CsA-Biotin) beschrieben. Das CsA-Biotin
ist ahnlich aktiv wie seine Ausgangsverbindung CsA,
wie sowohl in dem Calcineurin-Inhibition-Assay als
auch in dem immunsuppressiven Assay gegen Jur-
kat-T-Zellen, menschliche periphere mononukleare
Blutzellen und T-Zellen der Maus gezeigt wird. Wenn
CsA-Biotin in den Avidin-Biotin-PEG-Hydrogelen ein-
gelagert wird, wird die Freisetzung des immunsup-
pressiven Wirkstoffs nicht durch die Erosion des Hy-
drogels, sondern durch die Dissoziation von CsA aus

Avidin-Biotin gesteuert. Die mit CsA-azo-Biotin ge-
ladenen Hydrogele wurden entweder mit humanem
Serum allein oder mit menschlichem Serum mit Bio-
tin bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Hydrogele ab-
schlieRend erodiert waren, wurden die resultierenden
Lésungen genutzt, um ein immunsuppressives Assay
gegen Maus-T-Zellen durchzufiihren.

[0064] Die Fig. 8 zeigt ein Proliferations-Assay
von mittels anit-CD3/CD28-Antikérpern stimulierten
Maus T-Zellen unter Verwendung von Durchflusszy-
tometrie in Abhangigkeit von CsA-azo-Biotin, abge-
geben vom Hydrogel. Die Kontrolle zeigt die Zell-
proliferation ohne CsA-Einwirkung. Die weifte Fliche
zeigt stimulierte T-Zellen, die schwarze Flache nicht
stimulierte T-Zellen. Je weiter links die Flache im Dia-
gramm liegt, desto mehr Proliferation findet statt. Ei-
ne Menge von 1 uyM des immunsuppressiven Me-
dikaments CsA inhibiert die T-Zell-Proliferation. Die
T-Zellen wurden zusatzlich mit 1 yM CsA-azo-Bio-
tin, das heil’t biotinyliertem CsA, behandelt, welches
vom Hydrogel abgegeben wurde. Dieses Hydrogel
hatte einen Feststoffgehalt von 9 %, wobei im Hy-
drogel ein molares Verhéltnis zwischen Avidin und
5kDa PEG-Biotin von 1:2 bestand. Es ist kaum ein
Unterschied zur Kontrolle erkennbar. Unter Zuhilfe-
nahme von Biotin kann die Bindung von CsA-azo-
Biotin zum Streptavindin/Avidin/Mutante geltst wer-
den (1 yM CsA-azo-Biotin mit Biotin). Dies fihrt zu
einer Inhibierung der T-Zellen ahnlich der Positivkon-
trolle CsA. Die Proliferation wurde nach drei Tagen
bestimmt.

[0065] Wie in der Fig. 8 gezeigt, ist das erodier-
te Hydrogel in Gegenwart von Biotin genauso ak-
tiv wie die Ausgangsverbindung CsA bei der Immun-
suppression, wahrend das erodierte Hydrogel in Ab-
wesenheit von Biotin keine immunsuppressive Wir-
kung hat. Interessanterweise haben CsA und das bio-
tinylierte CsA-Analoge eine dhnliche Selektivitat zwi-
schen den verschiedenen Subtypen von T-Zellen ge-
zeigt. Sie zeigten deutliche Auswirkungen auf die nai-
ven T-Zellen, wéhrend sie keine suppressive Wirkung
auf regulatorische T-Zellen haben.

[00666] Ohne Zugabe von Biotin kdnnen die kleinen
Partikel des erodierten Hydrogels noch CsA-Biotin
erfassen und verhindern, dass es stark in die Zel-
len eintritt. Im Gegensatz dazu kann in der Gegen-
wart von Biotin CsA-Biotin aus Streptavidin dissoziiert
werden und eine immunsuppressive Wirkung in den
Zellen verursachen. Da das CsA-Biotin, das in dem
erodierten Hydrogel erfasst wird, die Peptidyl-Pro-
lyl-cis/trans-lIsomerase-Aktivitat von Cyclophilin inhi-
biert, was das primare Ziel von CsA ist, kann das vor-
liegende Verfahren zur kontrollierten Wirkstofffunk-
tion fuhren, entweder durch Hemmung der biolo-
gischen Wirkung von extrazelluldren Cyclophilinen
oder durch die Hemmung des intrazellularen Calci-
neurins. Darliber hinaus kann durch Austausch von
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Biotin mit Desthiobiotin oder Iminobiotin sowohl die
Gel-Erosion als auch die Freigabe von aktiven Ligan-
den beschleunigt werden.

Patentanspriiche

1. Physikalisches selbstorganisierendes Hydrogel-
system fiir biotechnologische Anwendungen aus ei-
nem nicht-kovalenten Netzwerk auf der Grundlage ei-
ner Protein-Ligand-Wechselwirkung, umfassend ein
tetrameres Protein als Protein sowie Biotin oder eines
seiner Derivate als Ligand, wobei Biotin oder eines
seiner Derivate kovalent jeweils an ein Ende einer
Polymerkette eines linearen oder mehrarmigen syn-
thetischen Polymers oder eines Einzel- oder Doppel-
strang-Oligonukleotids konjugiert ist und wobei der
Feststoffgehalt bezogen auf das gesamte Hydrogel
mindestens 3 % betragt und die Konjugate durch das
tetramere Protein vernetzt sind, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Hydrogelsystem ein Mischungs-
verhiltnis als molares Aquivalentverhiltnis zwischen
dem Protein und der Anzahl der terminalen biotiny-
lierten Enden der Polymerketten im Biotin-Polymer-
Konjugat von 1:2 bis 1:8 vorliegt.

2. Physikalisches selbstorganisierendes Hydrogel-
system nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass im Hydrogelsystem ein Mischungsverhaltnis als
molares Aquivalentverhltnis zwischen dem Protein
und der Anzahl der terminalen biotinylierten Enden
der Polymerketten im Biotin-Polymer-Konjugat von 1:
4 bis 1:8 vorliegt.

3. Physikalisches selbstorganisierendes Hydrogel-
system nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Feststoffgehalt, bezogen auf das
gesamte Hydrogel mindestens 4, vorzugsweise 9 %,
betrégt.

4. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Ansprii-
che 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass als die
Konjugate vernetzendes tetrameres Protein Avidin,
Streptavidin oder einer Mutante dieser Proteine vor-
gesehen ist.

5. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach Anspruch 4, da-
durch gekennzeichnet, dass als die Konjugate ver-
netzendes tetrameres Protein die Streptavidin-Mu-
tante Traptavidin vorgesehen ist.

6. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Anspru-
che 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als
Biotinderivate Iminobiotin oder Desthiobiotin vorge-
sehen sind.

7. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Ansprii-

che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Po-
lymerketten jeweils aus einem linearen oder mehrar-
migen Polyethylenglykol (PEG) gebildet werden.

8. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Anspri-
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als Oli-
gonukleotid fiir die Polymerketten ein verzweigtes
Oligonukleotid, das heif¥t ein Oligonukleotid mit mehr
als zwei Enden eingesetzt wird.

9. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Anspri-
che 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Po-
lymerketten jeweils aus einer doppelstrangigen DNA
bestehen.

10. Physikalisches nicht-kovalentes selbstorgani-
sierendes Hydrogelsystem nach einem der Ansprii-
che 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass dieses
durch Einfiigen von Peptidsequenzen in die Polymer-
ketten oder durch Zugabe von biotinylierten Peptiden,
biotinylierten Wirkstoffen, biotinylierten Oligosaccha-
riden, biotinylierten Oligonukleotiden oder biotinylier-
ten Proteinen in das Hydrogel modifiziert ist.

11. Verfahren zur Herstellung eines Hydrogels
nach einem der Anspriiche 1 bis 10, bei dem die zu
vernetzenden Komponenten, das hei3t das Protein
und das Konjugat, bei einem Feststoffgehalt von min-
destens 3 % und in einem Aquivalentverhiltnis von
1:2 bis 1:8 miteinander gemischt werden.

12. Verwendung eines physikalischen nicht-kova-
lentenselbstorganisierenden Hydrogelsystems nach
einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Kultivierung von
Zellen.

13. Verwendung eines physikalischen nicht-kova-
lenten selbstorganisierenden Hydrogelsystems nach
einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Einkapselung von
Zellen.

Es folgen 20 Seiten Zeichnungen
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Hydrogel Erosion
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GroRenausschluss-Chromatographie
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GroRenausschluss-Chromatographie fiir
Hydrogellosungen nach Erosion
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GroBenausschluss-Chromatographie fur
konzentrierte Hydrogellosungen nach Erosion
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Fig. 7d
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Leibniz-Institut fur Polymerforschung Dresden e. V.
Antonio Reguero Linares, LL.M.

Leiter Forschungsplanung und -koordinierung
Hohe StralRe 6

01069 Dresden

Sperling, Fischer & Heyner per Fax an: 0351 4758033
Patentanwailte per E-mail: kanzlei@patentidee.com
Tolkewitzer Stralle 22

01277 Dresden

Antwort zur Beantragung einer Schmuckurkunde

Aktenzeichen: 10 2014 104 566.1
Titel: Physikalisches  selbstorganisierendes  Hydrogelsystem  fur

biotechnologische Anwendungen
Unser Zeichen: BCUBE3-13

Fir das oben genannte Patent soll:

o eine Schmuckurkunde beantragt werden. lhre Kostenrechnung wird beglichen.
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