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Polymere Biomaterialien

Das Potenzial responsiver Materialien
fur die kinstliche Gewebeziuchtung
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Biocompatible thermoresponsive polymer coatings with tuneable prop-
erties can be used in various applications, such as the fabrication of
cell sheets for tissue engineering purposes. The rolling of endothelial
cell sheets into artificial vessels combined with the generation of a
microvascular network inside a hydrogel is a step towards the in vitro
engineering of a vascular bed and the vascularisation of tissue models.
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B Die Polymerchemie bietet beinahe unbe-
grenzte Kombinationsmoglichkeiten ver-
schiedener Monomere und bringt dadurch
stetig neue Materialien mit vielfaltig einstell-
baren Eigenschaften hervor. Fiir die biologi-
sche Forschung besonders attraktiv sind
responsive Polymere, die auf Licht, elektri-
sche oder magnetische Felder, auf Anderun-
gen des pH-Werts oder der Temperatur mit
einer Anderung ihrer Konformation und
Eigenschaften reagieren. Das eroffnet diverse
Einsatzmoglichkeiten u. a. im Bereich der
Medikamentenapplikation, der Biosensorik,
der Oberflachenbeschichtung oder des Tissue
Engineerings [1].

Thermoresponsive Polymere
Thermoresponsive Polymere mit Mischungs-
liicke und unterer kritischer Losungstempe-
ratur (LCST) in wéssriger Losung sind im
biologischen Kontext besonders wertvoll.
Bei diesen Polymeren andert sich das Los-
lichkeitsverhalten entgegen den Erwartun-
gen: Sie sind bei niedriger Temperatur (<
LCST) gut 16slich. Bei Erwdrmung iiber die
LCST hinaus durchlduft das System einen
reversiblen Phaseniibergang, wobei die
Polymerketten unloslich werden. Ein Para-
debeispiel fiir ein solches Polymer mit einer
thermischen Schaltbarkeit im physiologisch
relevanten Bereich ist Poly(/N-isopropylacry-
lamid) (PNIPAM), das eine LCST von 32 °C
aufweist [2].
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Die Schalttemperatur eines thermorespon-
siven Polymers kann iiber das Verhaltnis
hydrophiler und hydrophober Einheiten jus-
tiert werden. Mit Copolymeren, die aus zwei

verschiedenen Monomeren synthetisiert wer-
den, ist dies besonders einfach umzusetzen.
Unsere Gruppe nutzt hierfiir vorwiegend
Glycerin-basierte Monomere, wie Glycidylme-
thylether (GME) und Ethylglycidylether (EGE).
Dabei werden biokompatible statistische
poly(GME)-stat-(EGE) (PGE) Copolymere erhal-
ten, die in wassriger Losung einen einstellba-
ren Phasentlibergang mit Triibungspunkten
zwischen 15 und 60 °C aufweisen [3-5].

Thermoresponsive
Oberflaichenbeschichtungen

Um die Thermoresponsivitit der PGE-Copoly-
mere flir die zellbiologische Forschung nutz-
bar zu machen, wurden sie auf Oberflachen
aufgebracht und derart optimiert, dass eine
thermische Schaltbarkeit der Polymerketten-
hydratisierung im Bereich zwischen 20 und
37 °C gegeben ist [6]. Typische Zellkultur-
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A Abb. 1: Schematische Darstellung der Beschichtung der géngigsten Zellkulturmaterialien
(Glas, Polystyrol (PS), Polycarbonat (PC), Polyethylenterephthalat (PET) und zellkulturbehandeltes
Polystyrol (TCPS)) mit thermoresponsiven Polyglycidylether-Blockcopolymeren (blau) mit Poly-

amin- (braun) oder Benzophenon-Anker (griin).
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A Abb. 2: Schematische Darstellung des thermisch induzierten Abldsens einer Zellschicht von
thermoresponsiven Substraten. Bei 37 °C wachsen adhérente Zellen auf der kollabierten Poly-
merbeschichtung zur Konfluenz. Eine Temperaturabsenkung induziert das Ablosen des Zellrasens.

Adaptiert aus [9].
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A Abb. 3: Schritte zum Engineering eines vaskuldren Systems. A, schematische Darstellung
eines Ko-Kultursystems zur Erzeugung eines (B) vaskularisierten Kollagengels (HUVECs, 21 Tage,
CD31: griin, z= 600 pum). Adaptiert aus [12]. C, Illustration des Aufrollens einer abgeldsten Zell-
schicht auf ein Geriist. Adaptiert aus [9]. D, Aus einem artifiziellen BlutgefaB herauswachsender
GefaBspross (GFP-HUVECs: griin, Hoechst: blau). Adaptiert aus [13]. E, Zellausrichtung von
HUVECs nach 96 h statischer oder dynamischer Kultur, dargestellt mittels Farbcodierung von
Phasenkontrastbildern: Je héher die Uniformitat der Farbe, desto gleichmaBiger die Ausrichtung
(MaBstabsbalken 100 pum, Pfeil = Flussrichtung). Adaptiert aus [9].

substrate wie Glas, Polystyrol (PS), Polycar-
bonat (PC), Polyethylenterephthalat (PET)
und zellkulturbehandeltes Polystyrol (TCPS)
wurden adressiert. Eine kovalente Oberfla-
chenbeschichtung konnte durch einen Selbst-
anordnungsprozess der Copolymere, die mit
einem entsprechenden Ankerblock aus-
gestatten waren, realisiert werden. Ein
Polyaminanker-Block bindet die Polymer-
ketten an Dopamin-vorbehandelte Glasoberfla-
chen, wahrend photoreaktive Benzophenon-
haltige Ankerblocke die Assemblierung der
Polymerketten auf den Kunststoffoberflachen
forcieren und diese durch kurze UV-Licht-
bestrahlung dort auch kovalent verankern
(Abb. 1). Mithilfe derartiger Blockcopolymere
ist es moglich, die gangigsten Zellkulturgefa-
Be, unabhéngig von ihrer Geometrie, mit einer
thermoresponsiven PGE-Monolage von zwei
bis acht Nanometern Dicke zu beschichten

und ihnen dadurch eine Schaltbarkeit zwi-
schen 20 und 37 °C zu verleihen [7, 8].

Innovative Materialien fiir die
Zellkultur

Aber wofiir sind thermoschaltbare Oberfld-
chen in der Zellkultur einsetzbar? Ganz ein-
fach: Um Zellen enzymfrei und mit ihrer
extrazelluldren Matrix (ECM) von Oberfla-
chen abzulOsen, allein durch eine Verande-
rung der Temperatur. Bei 37 °C ist die Poly-
merschicht auf der Oberflache dehydratisiert
und dadurch kollabiert, was die Adsorption
von Proteinen und das Anwachsen von Zel-
len ermoglicht. Bei einer Temperaturabsen-
kung verandert sich das Substrat unterhalb
der Zellen: Die Polymerschicht wird hydrati-
siert und quillt an, wodurch die Oberflache
sowohl protein- als auch zellabweisend wird.
Befand sich vorher eine konfluente Zell-

schicht auf dem Substrat, wird diese zusam-
menhdngend mitsamt der zelleigenen ECM
abgelost (Abb. 2, [7, 8]). Die so erhaltenen
Zellschichten sind z. B. fiir den Aufbau von
3D-Geweben nutzbar und kénnen aus Zellli-
nien, Priméarzellen oder Stammzellen beste-
hen. Beispiele sind hier humane Fibroblasten
(HDFs) [7] oder BlutgefdBzellen, wie Endo-
thelzellen aus der Nabelschnurvene
(HUVECS) oder aus induzierten pluripoten-
ten Stammzellen differenzierte Endothel-
zellen (hiPSC-ECs) [9, 10].

Engineering eines artifiziellen
BlutgefaBsystems

Unser Fokus auf BlutgefaB-bildende Zell-
typen kommt nicht von ungefahr. Obwohl
das Tissue Engineering in den vergangenen
25 Jahren riesige Schritte auf dem Weg hin
zu funktionalen 3D-Gewebemodellen
gemacht hat, die bereits Tierversuche erset-
zen konnen, bleibt ein Faktor limitierend:
Zum Erreichen einer kritischen Dicke der
artifiziellen Strukturen, die das Diffusions-
limit von Sauerstoff von etwa 200 Mikro-
metern iiberschreitet, ist eine Vaskularisie-
rung fiir eine effiziente Versorgung der Zel-
len im Inneren unabdingbar [11].

In einer Studie haben wir dieses Problem
durch die Etablierung eines indirekten Ko-
Kulturmodells von HDFs und HUVECs im
Transwell®-Format adressiert (Abb. 3A).
Dabei konnten wir die spontane Selbstanord-
nung der ECs im Kollagengel, mithilfe der
von den umgebenden Fibroblasten sekretier-
ten Faktoren, zu einem stabilen, lumenisier-
ten mikrovaskuldren Netzwerk zeigen
(Abb. 3B). Dieses Modell ist zum einen fiir
die in vitro-Medikamententestung interes-
sant, zum anderen bietet es einen Ansatz fiir
das Engineering eines artifiziellen vaskula-
ren Systems [12].

AnschlieBend haben wir dieses Modell mit
der zuvor beschriebenen Methodik zur enzym-
freien Herstellung konfluenter Zellschichten
kombiniert. Dabei wurde zunédchst eine
HUVEC-Zellschicht auf ein perfundierbares
Gertist gerollt (Abb. 3C) und in ein EC-haltiges
Hydrogel eingebettet. Mithilfe von HDF-kondi-
tioniertem Medium wurde analog zu dem oben
beschriebenen Ko-Kultursystem die Netzwerk-
bildung der Zellen im Gel sowie das SprieBen
neuer GefdBe aus dem gerollten Zellrasen her-
aus getriggert (Abb. 3D, [13]). Durch die api-
kale Applikation von physiologischem Scher-
stress konnten wir in einer Parallelstudie die
Zellausrichtung mit dem Fluss (Abb. 3E) sowie
den positiven Einfluss auf die Ausreifung
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der endothelialen Glykokalyx zeigen. Es war
moglich, konfluente Zellschichten von
HUVECs und hiPSC-ECs unter Erhalt der Zel-
lausrichtung aufzurollen [9]. In zukiinftigen
Studien muss sich nun zeigen, inwiefern die
Zellausrichtung im 3D-Modell {iber die Zeit
hinweg erhalten bleibt und ob es zu einer Ana-
stomose der aus der Endothelzellrolle sprie-
Benden Zellen mit dem umgebenden Netzwerk
kommt. Die gewonnenen Erkenntnisse leisten
schon jetzt einen wertvollen Beitrag zur Ver-
besserung von vorhandenen in vitro-Modellen
und zum Engineering eines artifiziellen
BlutgefaBsystems.
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