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ZUSAMMENFASSUNG

Die stetig steigende Mortalitdt aufgrund arteriosklerotischer Erkrankungen ist ein wachsendes Problem
unserer Gesellschaft. Bei dieser Erkrankung lagern sich zunehmend Plaques in der GefdBwand von Blut-
gefilen ab, was im Zusammenspiel mit der Einwanderung glatter Muskelzellen in einer Verringerung des
Gefiaflumens resultiert. Die Behandlung dieses Krankheitsbildes mittels invasiver Therapien hat in den
vergangenen Jahrzehnten immens an Bedeutung gewonnen und es werden pro Jahr mittlerweile mehr als
eine halbe Million Bypass-Operationen durchgefiihrt. Da hiufig geeignete autologe Geféfle fehlen, ist die
Implantation synthetischer Surrogate bei vielen Patienten der einzig mogliche therapeutische Ansatz. Die
Oberfldchen der verwendeten Materialien sind hierbei aufgrund einer unzureichenden Himokompatibilitét
autologen Gefdlen unterlegen. Von den zahlreichen Konzepten zur Verringerung der Thrombogenitét
artifizieller Implantate stellt die Generierung einer natiirlichen anti-thrombogenen Schicht durch
Besiedlung mit autologen Endothelzellen die vielversprechendste Strategie dar. Die Generierung einer
funktionell-konfluenten und scherresistenten Endothelzellschicht gestaltet sich jedoch auf vielen
synthetischen Oberflichen schwierig, da sie aufgrund ihrer Grenzflacheneigenschaften keine stabile
Endothelialisierung erlauben. Moderne Endothelialisierungsstrategien verwenden daher niedrigmolekulare,
zellbindende Liganden wie Peptide, Antikorper oder Aptamere fiir eine selektive Rekrutierung der Zellen.
Da diesen Liganden Valenzen fiir weitere Interaktionen fehlen, kommt fiir sie meist nur eine kovalente
Immobilisierung in Frage. Verfahren der kovalenten Immobilisierung konnen sich jedoch durch
Alterierung der Substratoberflache oder Verdnderung der biologischen Aktivitit der Liganden negativ auf
die spitere Anwendung auswirken. Eine Alternative zur kovalenten Immobilisierung zellbindender
Liganden ist die Verwendung ebenso optimierter, an das Substrat bindender Molekiile, welche iiber eine
Vielzahl nicht-kovalenter physikalischer Interaktionen nach dem Prinzip der Multivalenz eine stabile

Funktionalisierung ermdglichen.

Das Screening nach solchen optimiert an die Oberfléche eines polymeren Biomaterials bindenden Liganden
wurde mittels eines auf Nukleinsduren (Aptameren) basierenden in vitro Selektionsverfahrens durchge-
fiihrt. Als ein ideales Material fiir DNS-Liganden wurde Polyetherimid (PEI) in Form von Filmen ausge-
wihlt, da es aufgrund seiner chemischen Struktur und seiner Grenzflicheneigenschaften iiber eine Vielzahl
von Valenzen verfiigt, um ausgeprigte physikalische Interaktionen mit DNS-Basen eingehen zu konnen.
Ebenso stellte dieses Polymer durch seine vergleichbar gute Himo- und Biokompatibilitit einen idealen
Kandidaten fiir eine spétere Liganden unterstiitzte Endothelialisierung dar. Die in vitro Selektion zur
Generierung PEI bindender DNS-Aptamere resultierte in der Aufklidrung eines durch Thymin dominierten
Bindungsmotives. Die bevorzugte Interaktion der Polymeroberfliche mit Thymin war dabei auf die
chemische Struktur der Base zuriickzufithren und einer damit verbundenen, im Vergleich zu anderen
Nukleotidbasen geringeren elektrostatischen Repulsion durch das m-Elektronensystem sowie einer durch
den hydrophoben Charakter von Thymin maximierten Entropie. Trotz einer fehlenden Materialselektivitit
gegeniiber anderen Polymeren mit &hnlichen makroskopischen Grenzflacheneigenschaften konnte gezeigt
werden, dass eine Generierung von multivalent bindenden Aptameren gegen die Oberfliche des
ausgewdhlten Modellpolymers PEI mdglich war und auf deren Grundlage eine bis in den Nanometer-
bereich flichendeckende Beschichtung polymerer Substrate erreicht werden konnte. In nachfolgenden in
vitro Bindungsstudien zeigte sich, dass die Aptamerbindung unter dem Einfluss proteinogener Bestandteile
instabil war. Dennoch konnte im Rahmen einer Machbarkeitstudie unter Anpassung des Zellkultursystems
mit Hilfe der Aptamere ein zellbindender Ligand {iber nicht-kovalente Biotin/Streptavidin Interaktion auf
PEI immobilisiert werden, mit dessen Hilfe die initiale Adhdrenz und Scherresistenz von Endothelzellen im

Vergleich zum unbehandelten Polymer signifikant verbessert wurde.



SUMMARY

The steadily increasing mortality due to atherosclerotic diseases is a growing problem in our society. In this
disease the vessel lumen is reduced by deposition of plaques at the wall of blood vessels in combination
with smooth muscle cell migration. The treatment of this disorder by means of invasive therapies has
become increasingly important in recent decades, so that currently more than half a million bypass
surgeries are performed per year. However, often suitable autologous vessels are missing and the
implantation of synthetic substitutes is the only possible therapeutic approach for many patients. Here the
surfaces of the artificial materials used are inferior to autologous vessels due to insufficient
hemocompatibility. There are many concepts for reducing the thrombogenicity of artificial implants,
whereby the generation of a natural anti-thrombogenic layer by colonization with autologous endothelial
cells is the most promising strategy. However, the generation of a functional-confluent and shear resistant
endothelial cell layer is difficult on many synthetic surfaces, since they do not allow stable
endothelialization due to its interfacial properties. Therefore modern endothelialization strategies use low-
molecular cell-binding ligands such as peptides, antibodies or aptamers for selective cell recruitment. Since
these ligands do not have additional valences for further interaction, covalent immobilization is mostly the
only possibility to generate a stable surface functionalization. However, methods used for covalent
immobilization can cause adverse effects on the subsequent application like an alteration of the substrate
surface or changes in the biological activity of the ligand. An alternative to covalent immobilization would
be the use of optimized substrate binding molecules for a stable functionalization, which allow a variety of
non-covalent physical interactions on the principle of multivalency in the same manner like cell-binding

ligands.

The screening for such optimized to the surface of a polymeric biomaterial binding ligands was carried out
by means of an on nucleic acids (aptamers) based in vitro selection process. As an ideal candidate material
for DNA-ligands polyetherimide (PEI) was selected in the form of films, as it has a variety of valences to
interact by physical forces with DNA bases, based on its chemical structure and interface properties.
Furthermore this polymer exhibited a comparatively good hemo- and biocompatibility. The in vitro
selection for the generation of PEI binding DNA-aptamers resulted in the clarification of thymine
dominated binding motive. The preferential interaction of the polymeric surface with thymine was
attributed to the chemical structure of the base, which was connected with a decreased electrostatic
repulsion of the m-electron system as well as the hydrophobic character maximizing entropy. Despite of a
lack of material selectivity with regard to other polymers showing similar macroscopic interfacial
properties, the generation of multivalent binding aptamers against the surface of the selected model
polymer PEI could be shown. On the basis of these ligands an up to the nanometer range area wide coating
of the polymeric substrate could be achieved. In subsequently performed in vitro binding studies it was
elucidated, that the aptamer coating was instable under the influence of proteinogenic components in the
surrounding fluid. Nevertheless, by adjusting the cell culture system, the non-covalent immobilization of a
cell binding ligand, via non-covalent biotin/streptavidin interaction, with the surface bound aptamers was
shown in a proof of concept, whereby the initial adherence and shear resistance of endothelial cells was
significantly improved compared to the untreated polymer.
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1. EINLEITUNG

1.1. Kardiovaskuléire Erkrankungen

Kardiovaskulidre Erkrankungen (CVDs) infolge arteriosklerotischer GefaBwandverdnderungen
sind weltweit nach wie vor die hdufigste Todesursache. [1] 2008 verstarben mehr als 17 Millionen
Menschen aufgrund von CVDs, was etwa einem Drittel aller krankheitsbedingten Tode entspricht.
So starben beispielsweise 7,3 Millionen Menschen an einem Herzinfarkt und 6,2 Millionen an
einem Schlaganfall. [2] Arteriosklerotische GefiBwandverdnderungen im koronar- oder zerebro-
vaskuldren System entwickeln sich iiber Jahrzehnte. Dabei lagern sich zunehmend Blutfette in der
GefaBBwand mittlerer und groBer Blutgefdle als sogenannte Plaques ab. Durch die nachfolgende
Einwanderung glatter Muskelzellen wird das Gefafllumen verengt, was in der Folge zu einer
Verringerung des Blutstroms und damit einer konsekutiven Sauerstoffunterversorgung des
umliegenden Gewebes fiithren kann. Ebenso konnen die Plaques aufreilen und die Bildung eines
Thrombus induzieren. Kommt es darauf hin zum Verschluss einer Koronararterie fiihrt dies zum

Herzinfarkt oder im Falle eines zerebralen Geféfes zu einem Schlaganfall.

Mit dem Problem einer steigenden Mortalitit durch CVDs sehen sich nicht nur die Lénder der
Ersten Welt, sondern ebenso Schwellenldnder sowie Linder der Dritten Welt konfrontiert. In den
vergangenen zwei Dekaden war die Zahl der Todesfille in den einkommensstarken Landern zwar
riickldufig (aber noch immer um 50%), dafiir stieg sie in den Mittel- und Niedriglohnléndern in
beunruhigender Weise an. Als Beispiel verringerte sich die Mortalitit aufgrund von CVDs in
Landern der Ersten Welt um etwa 4%, wohingegen diese in Niedriglohnldndern um iiber 40%
anstieg. [2] Es stieg jedoch nicht nur die Zahl der Todesfille weltweit, sondern ebenso die Anzahl
der Erkrankungen in bedeutendem Ausmafle an. Griinde hierfiir sind u.a. die steigende Lebens-
erwartung durch eine verbesserte medizinische Versorgung. Aus diesem Grund hat die Behand-
lung des Krankheitsbildes der Arteriosklerose mittels invasiver Therapien in den vergangenen
Jahrzehnten immens an Bedeutung gewonnen. So werden pro Jahr mittlerweile mehr als eine
halbe Million Bypass-Operationen durchgefiihrt. [3] Therapeutisch werden seit Jahrzehnten
bevorzugt zwei Verfahren zur Weitung bzw. Wiedererdffnung verschlossener Blutgefifie
angewendet. Auf der einen Seite die perkutane transluminale Angioplastie (PTA) mit der Implan-
tation von Stents aus Edelstahl (BMS, engl.: bare metal stents) oder Medikamenten beschichteten
Stents (DES, engl.: drug eluting stents). Die Implantation von autologen Blutgefden ist die
zweite etablierte Therapie. (Bypass-Operation) Wenn der Einsatz von Stents nicht linger moglich
ist, wird der Bypass mit patienteneigenen Arterien (als zweite Wahl Venen) als bevorzugtem
Implantat durchgefiihrt. Bedauerlicherweise sind aufgrund frither erfolgter Bypass-Operationen
und/oder fortgeschrittener Arteriosklerose bei rund einem Drittel der Patienten keine passenden,
autologen Gefdfle mehr fiir einen Bypass vorhanden. Aus diesem Grund wird die Verwendung

synthetischer koronarer Surrogate zunehmend wichtiger. [4, 5]

1.2. Synthetische Biomaterialien in klinisch etablierten kardiovaskuliren Anwendungen

In der klinischen Praxis kommen GefaBprothesen aus Polyethylenterephthalat (PET; "Dacron")
oder expandiertem Polytetrafluoroethylen (ePTFE) zum Einsatz. [6, 7] Diese Materialien zeigen in

der klinischen Anwendung keine signifikanten Unterschiede, sind jedoch autologen Geféfien klar
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unterlegen. [8] Dennoch eignen sich diese Materialien ausreichend gut als grovolumiger Gefal3-
ersatz. Der hohe Blutdurchfluss verhindert hierbei einen Verschluss des Implantates, da
entstehende kleine Thromben abtransportiert werden, bevor ihr Wachstum zu einem Verschluss
des Implantates fitlhren kann. [9] Weitaus problematischer verhélt es sich bei kleinlumigen
Gefafprothesen. (¥ < 6 mm) [4] Hier zeigt sich besonders in Hinsicht auf die langfristige
Anwendung eine niedrigere Durchgéngigkeit von rund 70% (PET 71% und ePTFE 74%) nach
einem Jahr sowie 58% (PET 59% und ePTFE 56%) nach drei Jahren, verglichen mit 90% und
81% fiir autologe Implantate. [10-13] Hervorgerufen durch das geringe Volumen und eine damit
verbundene geringe Stromungsgeschwindigkeit des Blutes nach der Implantation, erhoht sich das
Risiko von Komplikationen bis zum vollstédndigen Verschluss des Implantats, hervorgerufen durch

ein Thrombuswachstum. [14, 15]

1.3. Himokompatibilitit artifizieller Oberfléichen

Die beschriebenen Komplikationen kénnen meist auf eine unzureichende Hamokompatibilitdt der
verwendeten Polymere bzw. deren Oberflédchen zurilickgefiihrt werden. [7] Die Himokompatibili-
tdt einer korperfremden Oberfldche hingt mafigeblich von den Interaktionen mit Bestandteilen des
Blutes ab, wobei eine Vielzahl von Prozessen initiiert werden kénnen, welche die Homdostase der

Hémostase storen. [16]

Unter physiologischen Bedingungen ist ein Blutgefdl aus drei konzentrisch aufeinander aufbauen-
den Schichten aufgebaut. Die duflere Begrenzung bildet die hauptsdchlich aus Fibroblasten und
Bindegewebe aufgebaute Tunica adventitia. Ihre Aufgabe besteht in der Verankerung des Gefif3es
im umliegenden Gewebe. Direkt darunter liegt die Tunika media, welche dem Gefa3 durch seine
groBBe Anzahl an glatten Muskelzellen und zirkuldr angeordneten Elastin- und Kollagenfasern die
optimalen viskoelastischen FEigenschaften sowie die Fahigkeit zur Vasokonstriktion bzw.
-dilatation verleiht. Auf der Innenseite eines Gefal3es befindet sich die Tunica intima, welche an
der Grenzfliche zwischen Geféafiwand und Blut durch eine konfluente Schicht von Endothelzellen
begrenzt ist. [17] Das Endothel ist als Barriere zwischen dem Blut und dem darunter liegenden
thrombogenen Gewebe hochgradig an der Erhaltung der strukturellen Integritdt des BlutgefdB3es
beteiligt. [18] Dabei bildet das intakte Endothel eine durchgehende, selektiv permeable und anti-
thrombogene Schicht, welche aktiv die Koagulation reguliert und somit eine Aggregation des
Blutes verhindert. [17, 19] Dariiber hinaus reguliert das Endothel den GefaBtonus, die Adhdsion
von Leukozyten sowie die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen. [20, 21] Voraus-
setzung fir die anti-thrombogenen Eigenschaften des Endothels ist die endotheliale Glykokalyx,
welche als eine Art Saum sezerniert wird. Diese bis zu 500 nm dicke Schicht aus Proteoglykanen,
Glykoproteinen sowie adsorbierten Plasmaproteinen verhindert effektiv die Adhédsion von
Thrombozyten. [22] Die anti-thrombogene und regulative Funktion ist jedoch nur bei einer
intakten und konfluenten Schicht aus Endothelzellen gegeben. Wird diese beispielsweise durch
eine Verletzung beschidigt, kommt es an der Stelle der Lésion zunédchst zum Kontakt zwischen
Blut mit Komponenten der subendothelialen extrazelluliren Matrix (EZM). Nachfolgend werden
in einer schnellen initialen Reaktion Thrombozyten an den Ort der Verletzung rekrutiert, welche
dort adhérieren und weiter aktiviert werden. Dieses fithrt im Rahmen der voranschreitenden

Koagulation zur weiteren Rekrutierung zirkulierender Thrombozyten und letztendlich der
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Formierung eines irreversibel mittels Fibrin stabilisierten Thrombus, welcher den Bereich der
Verletzung abdeckt. Hierbei konnen zwei Wege fiir die Auslosung der Gerinnungskaskade
unterschieden werden, welche auf unterschiedliche Art initiiert werden. Der intrinsische
Signalweg fiihrt durch direkten Kontakt thrombogener Komponenten einer Oberfliche zur
Koagulation, wohingegen diese beim extrinsischen Signalweg iiber 16sliche Mediatoren (sog.
Gewebsfaktoren) beispielsweise aus beschiddigten Zellen ausgelost wird. [19, 23] Beide
Signalwege miinden schlussendlich in einer gemeinsamen Gerinnungskaskade, in deren Verlauf
Thrombin gebildet wird, welches die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen vermittelt. Die
wichtigsten zelluldren Bestandteile der Gerinnungskaskade sind die Thrombozyten. Besonders in
der initialen Phase erkennen und adhirieren sie iiber Glykoproteinrezeptoren an Oberflachen,
welche nicht durch eine funktionell konfluente Endothelzellschicht bedeckt sind. Am Ort der
Verletzung beginnen sie sich nach der Rekrutierung auszubreiten und durch Sezernierung loslicher
Agonisten die Koagulation zu verstirken. Mit zunehmender Aktivierung spreizen sie sich immer

weiter auf und formen im Zusammenspiel mit Fibrin den Thrombus. [24, 25]

Bei der Anwendung von polymeren Biomaterialien im kardiovaskulidren Bereich kommt das Blut
mit Oberflachen in Kontakt, die sich maB3geblich vom Endothel unterscheiden. Durch unterschied-
liche physikalisch-chemische Eigenschaften konnen dabei inflammatorische als auch koagulato-
rische Reaktionen an der artifiziellen Oberfliche ausgeldst werden. [26, 27] Zunéchst bewirkt die
mechanische Beanspruchung am Ort der Implantation eine durch beschéddigte Zellen extrinsisch
vermittelte Koagulation. Hinzu kommt als initiale Interaktion des Biomaterials mit dem Blut die
schnelle Bildung einer amorphen Schicht aus passiv adsorbierten Proteinen. Die Komposition
dieser Proteinschicht ist stochastisch und fiihrt meist zu Konformationsinderungen der adsorbier-
ten Proteine, so dass diese denaturiert vorliegen konnen. Dabei sind in nativer Form innen
liegende hydrophobe Aminosdurereste partiell nach auBen gekehrt und somit die biologische
Funktion des Proteins verdndert. [26, 28] Dieser Prozess ist nicht zuletzt von Grenzflacheneigen-
schaften des Polymers wie der Benetzbarkeit, Topografie, chemischen Zusammensetzung und
Oberflachenladung als auch von der Zusammensetzung des umgebenden Mediums abhéngig. [29,
30] Die normalerweise innenliegenden Epitope adsorbierter Proteine werden von Rezeptoren auf
der Thrombozytenmembran erkannt und fithren zu einer intrinsisch vorangetriebenen Adhésion

und Aktivierung. Dies resultiert wiederum in einer Aktivierung der Koagulationskaskade. [31, 32]

1.4. Strategien zur Verbesserung der Himokompatibilitiit artifizieller Oberflichen

In der Klinik angewendete Strategien zur Verringerung des Risikos einer Thrombusbildung bein-
halten die gezielte Gabe von Thrombozytenfunktionshemmern oder Antikoagulanzien (z.B. ASS,
Clopidogrel, Heparin etc.) als Begleittherapie nach Implantationen. Eine solche Therapie reduziert
die Gefahr thrombotischer Vorfille erheblich, bedingt jedoch auch ein erhohtes Blutungsrisiko
sowie eine verringerte Koagulationsfahigkeit. [33, 34] Ein zielgerichteterer Ansatz ist der lokale
Einsatz der genannten bioaktiven Molekiile als Beschichtung oder Matrixbestandteil von DES [34,
35] Diese Strategie reduziert die Thrombogenitédt der Materialoberfldche und beschrénkt die oben
genannten Nebenwirkungen hinsichtlich einer gehemmten Koagulation auf den Ort der Implan-
tation. Dennoch treten auch bei dieser Strategie ungewollte Nebeneffekte wie In-Stent Restenosen

auf, welche in einer erhdhten Proliferation glatter Muskelzellen begriindet liegen. [36, 37]
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Hinsichtlich der Optimierung der Himokompatibilitit von synthetischen Gefilprothesen bzw.
Biomaterialien gibt es verschiedene Ansitze. Zum einen wird die Thrombogenitét eines Materials
stark von den Oberflicheneigenschaften selbst wie Topographie, Ladung, Benetzbarkeit und
chemischer Zusammensetzung beeinflusst. [38, 39] Somit besteht eine Strategie darin die
Material- und Oberflacheneigenschaften gezielt in Richtung einer verringerten Thrombogenitit zu
verdandern. Jedoch ist diese stark vom Zusammenspiel unterschiedlicher Grenzfldcheneffekte
abhingig und somit eine Abschitzung der richtigen Eigenschaften schwierig. Hinzu kommt, dass
die Forschungsergebnisse in Bezug auf Biomaterialien fiir den Blutkontakt teils widerspriichlich
sind was Materialeigenschaften wie Oberflachenladung, -funktionalititen, -benetzbarkeit oder
-rauigkeit betrifft. [16, 40-42] Dennoch wird meist auf eine Verringerung der Proteinadsorption
abgezielt, von der angenommen wird, der auf intrinsischem Weg ein das Thrombuswachstum
auslosender Faktor zu sein. [43, 44] Das gleiche Ziel verfolgt die Strategie der Passivierung von
Biomaterialoberflachen. Hierbei wird auf eine Reduzierung bzw. génzliche Inhibierung der Inter-
aktionen mit der physiologischen Umgebung abgezielt. Beispielsweise wird fiir die Verringerung
der unspezifischen Proteinadsorption an polymere Oberflichen eine flichendeckende kovalente
Immobilisierung von Oligo- (OEG) und Polyethylenglykol (PEG) eingesetzt. [45-47] Die
geschlossene Schicht aus Polyethern schirmt Wasser nach auBlen hin ab und verhindert somit

effektiv die Interaktion zwischen der Polymeroberflache und Plasmabestandteilen. [48]

Ein weitaus zielgerichteterer Ansatz ist die Oberflichenbeschichtung von Implantatmaterialien mit
bioaktiven Molekiilen. Hierbei wird durch Funktionalisierung der artifiziellen Oberfldche versucht
eine anti-thrombogene Oberfliche zu schaffen. Beispielsweise kommen als Antikoagulanzien
wirkende Glukosaminoglykane (GAGs) wie Heparin fiir die Beschichtung von Biomaterialien
zum Einsatz. Durch den hohen Sulfatisierungsgrad dieses linearen Polysaccharides und der damit
verbundenen Vielzahl an negativen Ladungen wirkt es polyanionisch. Die antikoagulative
Wirkung von Heparin beruht auf der durch ionische Wechselwirkungen vermittelten Bindung von
im Blut zirkulierendem Antithrombin III, welches aktivierende Gerinnungsfaktoren wie Thrombin
und den Prothrombinasekomplex hemmt. Im Zusammenspiel mit Heparin erhoht sich die Affinitét
von Antithrombin III gegeniiber den Gerinnungsfaktoren um ein Vielfaches. In der Vergangenheit
hat sich die Funktionalisierung von Biomaterialoberflachen mit Heparin als erfolgreiche Strategie
zur Verringerung der Thrombogenitdt erwiesen, wobei ebenso ein positiver Effekt auf die

Selektivitit, Proliferation und Migration von Endothelzellen gezeigt werden konnte. [49, 50]

1.5. Endothelialisierung artifizieller Oberflichen fiir kardiovaskulire Anwendungen

Der vielversprechendste Ansatz zur Verbesserung der Hamokompatibilitit ist die Generierung
einer natiirlichen anti-thrombogenen Oberflache durch Besiedlung der artifiziellen Oberfliche mit
einer funktionellen Endothelzellschicht. [S51, 52] Dies kann durch Endothelialisierung des
Implantats mittels vorausgehender in vitro Besiedlung mit autologen Endothelzellen als auch der

Rekrutierung zirkulierender endothelialer Progenitorzellen (EPCs) in situ erreicht werden. [52-54]

Die Problematik bei der Endothelialisierung synthetischer Biomaterialoberflachen ist, dass die
Besiedlung in vielen Fillen vom Material nicht unterstiitzt bzw. die Stabilitit eines gebildeten

Zelllayers unter dynamischen Bedingungen oftmals gering ist. In der Folge wird dieser beschédigt,
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sobald das besiedelte Implantat dem Blutstrom ausgesetzt wird. [55] Aus diesem Grund werden
GefaBprothesen fiir die Endothelialisierung hdufig vorab mit unterschiedlichsten bioaktiven
Liganden modifiziert, um die Endothelzellselektivitit, -dichte und, wie in der Abbildung 1

dargestellt, die Scherresistenz des Zelllayers zu erhdhen.

Biomaterialoberflache Biomaterialoberflache

Exposition von Scherstress

Biomaterialoberflache Biomaterialoberflache

Oftmals schwache Scherresistenz der Beschichtung (griin) mit Matrixproteinen,
Endothelzellen auf unbehandelter Glukosaminoglykanen, Wachstumsfaktoren oder
Biomaterialoberflidche zellbindenden Liganden zur Erhdhung der
Scherresistenz

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Verbesserung der Scherresistenz des Endothelzellmonolayers
durch Oberflachenbeschichtung der Biomaterialoberfliche mit adhisiven und/oder wachstumsfordernden

Faktoren.

Zu den am haufigsten angewandten Modifizierungsstrategien zdhlt die Nachahmung der natiir-
lichen Umgebung von Endothelzellen. Hierbei werden zur Verbesserung der Endothelialisierung
Makromolekiile der EZM wie Kollagen, Elastin, Laminin oder Fibronektin aber auch GAGs wie
Heparin und Hyaluronsdure bzw. Kombinationen aus den genannten Komponenten auf der
Biomaterialoberfliche présentiert. [50, 56-58] Eine verbesserte Interaktion der Zellen mit dem
beschichteten Substrat erfolgt iiber spezielle Membranrezeptoren (Integrine, Selektive etc.),
welche bestimmte zellbindende Peptidsequenzen innerhalb der EZM-Proteine erkennen. [59] Als
Folge dieser Interaktion werden rezeptorvermittelt Mechanismen innerhalb der Zellen angestos-
sen, welche sich direkt auf die Adhdrenz, Proliferation, Migration und Geweberegeneration als
auch inflammatorische Reaktionen auswirken. Um diese Effekte zu unterstiitzen, werden héufig
zusidtzlich bioaktive Mediatoren wie Zytokine oder Wachstumsfaktoren mit in diese
Funktionalisierungen eingearbeitet. [14, 50, 60] Da die eingesetzten makromolekularen EZM-
Komponenten meist als natiirliche Produkte entweder aus tierischen Erzeugnissen oder als
rekombinante Proteine aus Zellkulturen extrahiert werden, besteht bei deren Verwendung fiir
medizinische Applikationen immer ein gewisses Risiko fiir unerwartete immunologische
Reaktionen oder eine eingeschriankte biologische Aktivitdt, aufgrund ihrer hohen strukturellen
Komplexitit und Variabilitdt. Weitergehend ist oft nur ein Teil von ihnen fiir die Zellinteraktion
zuginglich, da ihre Orientierung auf der Oberfldche stochastisch ist und ihre Konformation nicht
zuletzt von den Oberflicheneigenschaften des Substrates abhéngt. [61] (Abbildung 2)

Als eine Alternative zu endothelialisierungsfordernden Beschichtungen mit diesen komplexen,
makromolekularen EZM-Komponenten hat sich der Fokus mittlerweile immer mehr auf die

Anwendung niedrigmolekularer und damit weniger komplexer zellbindender Liganden
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verschoben. Hierbei werden beispielsweise synthetische Oligopeptide mit auf den EZM-Proteinen

basierenden funktionellen Doménen verwendet. [62, 63]

EZM — Makromolekiile zellbindende Peptide aus EZM Komponenten
(Kollagen, Laminin Fibronektin, Elastin, GAGs) (RGD, YIGSR etc.)

Antikorper gegen zellulire Oberflichenmarker zellbindende Liganden aus in vifro

Selekti
(CD31, CD34 etc.) ? ektionen
(Peptide, Aptamere)

i OH 0
HeN \/\/%OH
H
Muscheladhiisive NH;
(quervemetzte Derivate von Polydopamin mit Lysin) Polydopamin Lysin

Abbildung 2. Schematische Ubersicht der ligandenbasierten Strategien zur Verbesserung der Endotheliali-

sierung von Biomaterialoberflachen.

Zu diesen zellerkennenden Peptidmotiven gehdren Integrin bindende Zelladhdsionspeptide wie
RGD (Arg-Gly-Asp) und das Laminin nachahmende YIGSR (Tyr-lle-Gly-Ser-Arg) bzw. mit
weiteren Aminosduren optimierte Derivate derartiger Motive. Der grofle Vorteil dieser Liganden
liegt klar in ihrem niedrigen Molekulargewicht und der damit verbundenen geringeren Komplexi-
tdit und Variabilitdt als auch der hohen Stabilitdt gegeniiber Degradation oder konformelle
Anderungen. Durch ihre geringe GroBe kann ihre Dichte auf einer Oberfliche sehr viel hoher sein
und durch ihre Spezialisierung auf ein Erkennungsmotiv ist eine zellselektive Interaktion moglich.
[61] Dartiber hinaus ist eine Erweiterung und Optimierung der Peptidsequenz, bezogen auf die
jeweilige Anwendung, ohne Probleme realisierbar. Die Funktionalisierung von Biomaterialober-
flichen erfolgt bei diesen Liganden in der Regel mittels kovalenter Immobilisierung, da die
Oligopeptide auf die Zellbindung spezialisiert sind und anders als EZM-Makromolekiile keine
weiteren Valenzen fiir ausgeprigte physikalische Interaktionen aufweisen. Durch den Einsatz
dieser Liganden zeigen sich deutliche Verbesserungen bei der Endothelialisierung intrakoronarer
Stents, jedoch sind sie nicht spezifisch fiir Endothelzellen bzw. deren Progenitorzellen, was sich
auf die in situ Endothelialisierung problematisch auswirkt. Thrombozyten konnen beispielsweise
ebenso Integrin vermittelt an RGD binden und bedecken allein durch ihre groBe Anzahl im Blut

mitunter schneller die beschichtete Implantatoberfliache, als es zirkulierende EPCs vermogen. [64]

Einen Schritt weiter geht die Strategie zur zellselektiven Rekrutierung von ECs bzw. EPCs an die
biofunktionalisierte Implantatoberfliche, welche zuvor mit zellselektiven Liganden beschichtet

wurde. Diese Liganden konnen in Form von monoklonalen Antikdrpern, Peptiden oder Aptameren
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selektiv gegen Oberflichenmarker von Endothel- bzw. deren Progenitorzellen gerichtet sein. [65]
Die in diesem Feld wichtigsten Entwicklungen sind, dass bereits mit verschiedenen Liganden
versucht wurde EPCs selektiv an intrakoronare Stents zu binden. Aoki et al. fithrten im Jahr 2005
klinische Humanstudien mit CD34-spezifischen Antikorpern beschichteten Stents durch. [66]
Diese zeigten vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich einer vollstdndigen Endothelialisierung,
so dass derartig beschichtete Stents seit 2009 kommerziell erhiltlich sind. [67] Allerdings zeigten
langerfristige klinische Studien ein erhohtes Risiko von In-Stent Restenosen begriindet durch
neointimale Hyperplasie. [68] Als Ursache dafiir wurde der verwendete CD34 Ligand diskutiert.
CD34 ist als Oberflichenmarker nicht spezifisch fiir EPCs, sondern wird ebenso auf anderen
pluripotenten Stammzellen exprimiert, welche die Fahigkeit besitzen, in glatte Muskel- oder
inflammatorische Zellen zu differenzieren. [69] Hinzu kommt, dass EPCs nur einen geringen Teil
der CD34 positiven Zellpopulation im peripheren Blut ausmachen. Dies heifit im Umkehrschluss,
dass ein Grofteil der rekrutierten Zellen moglicherweise nicht aus EPCs bestand, was die

beobachteten Ergebnisse erkldren wiirde.

Eine Strategie fiir eine spezifischere Zellrekrutierung ist die Generierung von Liganden durch
Screening kombinatorischer Peptid- oder Nukleinséurebibliotheken. (in vitro Selektion mittels
Phage Display oder SELEX; engl.: systematic evolution of ligands by exponential enrichment)
Studien mit einem derartig generierten Peptid, welches kovalent an eine Methacrylatmatrix gebun-
den wurde, zeigten eine verbesserte Endothelialisierung von aus menschlichem Blut gewonnenen
Endothelzellen (HBOEC, engl.: hiuman blood outgrowth endothelial cell/s) im Vergleich zu Endo-
thelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC, engl.: human umbilical vein endothelial cell/s). [70]
Die Resultate dieser Studie miissen jedoch kritisch betrachtet werden, da zum einen Zellen unter-
schiedlicher Herkunft miteinander verglichen wurden und eine verbesserte Endothelialisierung
lediglich unter serumfreien in vitro Bedingungen nachgewiesen werden konnte. Dies legt die Ver-
mutung nahe, dass die Funktion des kovalent gebundenen zellbindenden Liganden durch
Adsorption von sowie Interaktion mit Plasmaproteinen inhibiert wurde. Ahnlich den mittels Phage
Display generierten Peptiden wird momentan intensiv an der Generierung zellselektiver Aptamere
fiir eine Endothelialisierung geforscht. Beziiglich einer Beschichtung von Stents mit Aptameren
wurden von Hoffmann et al. im Jahre 2008 im Rahmen einer Zell-SELEX Aptamere gegen CD31
(PECAM-1) generiert, die selektiv porcine EPCs erkennen und aus anti-koaguliertem Vollblut
rekrutieren konnen. [71] In einer nachfolgenden Tierversuchsstudie an Schweinen wurden diese
Aptamere auf mit Aminoparylen beschichteten Koronarstents kovalent immobilisiert und hinsich-
tlich einer verbesserten Endothelialisierung sowie der GefaBBheilung mit Kobalt-Chrom Stents und
solchen die nur mit der Trigermatrix beschichtet waren verglichen. Als Resultat konnte kein
positiver Effekt der Aptamer-beschichteten Stents in Hinsicht auf die neointimale Proliferation,

den spaten Lumenverlust und die Restenose erzielt werden. [72]

Ein vollig anderes, jedoch nicht weniger innovatives Konzept fiir die Besiedlung von kiinstlichen,
wenig benetzbaren Implantatoberflichen wie PTFE, PE oder Silikon mit Endothelzellen, ist die
Beschichtung des Materials mit Polydopaminderivaten, welche den Adhdsionsmechanismus von
Muscheln imitieren und theoretisch an jeglicher Oberflache stabil anhaften. [73] Der Anheftung
von Muscheln an anndhernd jegliche Oberfliache liegt das Bindungsmotiv des Muscheladsorp-

tionsproteins Mefp-5 zugrunde, welches grofle Mengen Katecholamin (~40%) beinhaltet und sich
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durch viele exponierte Funktionalitdten von 2',3'-Phenoxyphenylalanin (DOPA) und Lysin aus-
zeichnet. [74, 75] Praktisch genutzte Beschichtungen imitieren das DOPA-Lysin-Motiv durch
Verwendung von Dopamin bzw. Epinephrin in Verbindung mit Lysin. Durch Polymerisation unter
alkalischen Bedingungen (pH 8,5) bildet sich an der Materialoberfliche ein Makromolekiil,
welches iiber multivalente physikalische Wechselwirkungen mit der Matrix in Kontakt steht.
Ebenso weist die Beschichtung viele Funktionalititen wie -OH und -NH, Gruppen als auch
aromatische Systeme auf. [76] Diese adaptierten Muscheladhésive zeigen in vitro gute Ergebnisse
bei der Besiedlung kiinstlicher Implantatmaterialien mit Endothelzellen, besitzen jedoch die
Schwachstelle, dass dhnlich wie bei den makromolekularen EZM-Komponenten keine selektive

Erkennung von Endothelzellen moglich ist. [77, 78]

Anhand der vorgestellten Studien zeigt sich, dass sich die Entwicklung bei der Endothelialisierung
artifizieller Implantatoberflichen immer mehr in Richtung einer Beschichtung mit niedermoleku-
laren und fiir die Zellrekrutierung sowie -selektivitét optimierten Liganden bewegt. Dennoch steht
bis heute kein ausreichend selektiver Ligand fiir die Rekrutierung von ECs bzw. EPCs zur
Verfiigung. Von allen genannten Methoden besitzen momentan lediglich solche das Potential eine
zellselektive Rekrutierung zwecks Endothelialisierung zu erreichen, die eine auf Multivalenz
basierende Generierung selektiv bindender Liganden durch Anreicherung und Isolierung aus
kombinatorischen Bibliotheken (Phage Display und SELEX-Technologie) erlauben. Dafiir miissen
jedoch die genannten Limitationen hinsichtlich Stabilitit der Funktionalisierung, biologischer

Aktivitit sowie der Interferenz mit anderen Zelltypen und Plasmaproteinen beseitigt werden.

1.6. Funktionalisierung polymerer Oberflichen mit endothelialisierungsfordernden

Liganden

Da die Oberflicheneigenschaften eines gewéhlten Biomaterials meist nicht allen Anforderungen
fiir die beabsichtigte Anwendung entsprechen, ist nicht selten die Einfithrung von Funktionalititen
oder, wie bereits bei der Liganden vermittelten Endothelialisierung beschrieben, weiteren bio-
aktiven Komponenten eine bewéhrte Strategie zur Anpassung der Grenzfldcheneigenschaften. [40,
79, 80] In manchen Féllen ist die Anpassung der Oberfliche des Substrates durch Generierung
vom Funktionalitdten bereits ausreichend, um zufriedenstellende Ergebnisse in der geplanten An-
wendung zu erhalten. Als Beispiel ist hierbei die Einfiihrung von sauerstoffhaltigen funktionellen
Gruppen an Polystyroloberflaichen durch Behandlung mit Sauerstoffplasma zu nennen. [40, 80]
Dabei wird die Polymeroberflache hydrophiler, wodurch sich die Zelladhirenz deutlich verbessert.
Dieses so funktionalisierte Material findet heutzutage in der Zellkultur breite Anwendung.

Allgemein lassen sich Funktionalitdten durch nasschemische Verfahren, Behandlung mit ionisier-
ten Gasen (z.B. Plasmabehandlung) oder Bestrahlung mit hochenergetischen elektromagnetischen
Wellen generieren. [59] Jede Methode besitzt dabei gewisse Vor- und Nachteile, deren Relevanz
von der spezifischen Anwendung als auch dem jeweiligen Material abhingt. Nasschemische Ver-
fahren bendtigen keine aufwendige Ausriistung und erlauben eine Funktionalisierung bei porésen
Materialien bis tief unter die Oberfliche. [81] Dies bringt den Nachteil mit sich, dass die Entfer-
nung toxischer Substanzen (z.B. Losungsmittel) mitunter aufwendig ist. Demgegeniiber entstehen
bei einer Plasmabehandlung keine Abfallstoffe. Jedoch ist diese Methode technisch aufwendiger
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und die effektive Eindringtiefe betrdgt nur wenige Nanometer. [80, 82] Durch Bestrahlung mit
elektromagnetischen Wellen im ultravioletten Bereich lassen sich ebenfalls funktionelle Gruppen
auf Biomaterialoberfldchen induzieren. [83] Die Eindringtiefe ldsst sich dabei durch Anpassung
der Wellenldnge und somit des materialspezifischen Absorptionskoeffizienten variieren. [80] Es
ist zu beachten, dass viele kommerziell erhiltliche Polymere eine inerte Oberfliche aufweisen,
was mitunter die Verwendung teils harscher Bedingungen, nicht-biokompatibler Reagenzien oder
genannter hochenergetischer Verfahren notig macht. Diese konnen eine Verdnderung der
Oberfldchenchemie nach sich ziehen, welche gewiinschte physikalisch-chemische Eigenschaften
verdndert. Zum Beispiel konnen als Folge einer chemischen Modifizierung duflere Polymerketten
durch Interaktion mit hochaktiven Reaktanten wie Radikalen oder lonen degradieren und dabei die
Oberflacheneigenschaften verdndern. [84] Ebenso konnen reaktive Gruppen an der Polymerober-
fliche zuriickbleiben, welche erst iiber lingere Zeit hinweg abreagieren. Dieser Effekt wird
allgemein hin als Alterung bezeichnet. [85] Alterungseffekte beinhalten oftmals Oxidations-
reaktionen oder Adsorption von Kontaminationen mit dem Bestreben, an der Oberfliche einen

energetisch giinstigeren Zustand zu erreichen.

Ist die Generierung von Oberflachenfunktionalititen auf dem verwendeten Substrat nicht ausreich-
end oder spezifisch genug fiir die geplante Anwendung, kann dies in vielen Fillen durch die Ein-
filhrung zusétzlicher bioaktiver Molekiile erreicht werden. [59] Grundlegend unterscheidet man
zwei Methoden fiir deren Immobilisierung auf polymeren Oberflachen. Die kovalente Anbindung
einer gewiinschten bioaktiven Komponente an teils zuvor durch die oben genannten Verfahren
eingefiihrte Funktionalititen auf der Biomaterialoberfliche oder die nicht-kovalente Anbindung
durch passive Adsorption. Bei der kovalenten Immobilisierung bioaktiver Molekiile miissen die
funktionellen Gruppen der Polymeroberfliche und die der zu bindenden Komponente miteinander
kompatibel sein. Ublicherweise bestehen diese Funktionalititen aus Thiol-, Aldehyd-, Carboxyl-,
Hydroxyl- oder primdren Aminogruppen. Ebenso ist zu bedenken, dass die biologische Aktivitt
mitunter stark verdndert sein kann. Dies kann zum Beispiel in sterischen Behinderungen als auch
in energetischen oder durch das Losungsmittel vermittelten Verdnderungen in unmittelbarer Nihe
zur Polymeroberfliche begriindet liegen. [86] Zur Losung dieses Problems ist es manchmal
sinnvoll, vor der eigentlichen Immobilisierung des Biomolekiils ein anderes Molekiil (z.B. PEG)
als Abstandshalter an die Polymeroberfliche anzubinden. Als weiterer Nachteil beinhaltet eine
kovalente Funktionalisierung nach wie vor die bereits oben genannten Risiken einer Alterierung
der Matrixoberflache. Alle genannten Faktoren kdnnen sowohl die biologische Effektivitdt als
auch die Stabilitdt gebundener Liganden beeinflussen und somit zu Inflammation oder Verlust der
Zelladhirenz fiihren. [87] In beiden Féllen wire das Versagen eines Implantats vorprogrammiert.
[88, 89] Hinzu kommt, dass manche Biomaterialien nach bestimmten Formen ihrer Prozessierung
nur schwer fiir eine Oberflichenfunktionalisierung zugénglich sind oder keine geeigneten

Funktionalititen aufweisen.

Fiir diese Materialien bzw. Materialformen bietet sich eine nicht-kovalente Funktionalisierung an.
Hierbei wird das gewiinschte Biomolekiil durch nicht-kovalente Adsorption an die Materialober-
fliche gebunden, wobei jegliche Form physikalischer Interaktionen zur Stabilisierung der Mole-
kiile beitragen konnen. (vgl. 1.7.3.) Das Zusammenspiel und die Stdrke dieser Interaktionen sind

essentiell von den chemischen Eigenschaften der Polymeroberfliche und den Valenzen der bio-
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aktiven Komponente abhiingig. Da nicht-kovalente Interaktionen energetisch deutlich schwicher
sind als kovalente, kann eine stabile Funktionalisierung nur durch die Summierung einer Vielzahl
interagierender Valenzen nach dem Prinzip der Multivalenz erreicht werden. Beispiele fiir sehr
ausgeprigte und spezifische physikalische Interaktionen sind die WW zwischen Biotin und
Streptavidin oder die Erkennung und Bindung von Epitopen durch Antikoérper. [90] Hinsichtlich
der rein physikalischen Oberflachenfunktionalisierung von Biomaterialien fiir eine verbesserte
Endothelialisierung wurde sich bisher die Adsorption von Makromolekiilen der EZM zunutze
gemacht. Die Interaktionen dieser Molekiile mit der Materialoberfliche sind dabei relativ
unspezifisch und beruhen vornehmlich auf attraktiven elektrostatischen Kréften. [50, 58] Hierbei
besitzt die Matrix in der Regel partiell oder vollstindig gegenteilig geladene funktionelle Gruppen.
Derartige Beschichtungen sind daher meist nur fiir Liganden mit hohem Molekulargewicht
und/oder vielen gegenteiligen Ladungen bzw. Partialladungen geeignet. Auf dem Material miissen

wiederum ausreichend passende Funktionalititen fiir eine ausgeprigte Interaktion vorhanden sein.

Bis dato galten rein physikalische Oberflachenfunktionalisierungen mit bioaktiven Molekiilen als
nicht robust genug, um in biologischen Fluiden iiber einen lédngeren Zeitraum zu bestehen.
Bioaktive Oberflichenmodifizierungen konnen unter physiologischen Bedingungen zum Teil
leicht durch Verdringung und/oder Uberlagerung von unspezifisch adsorbierten Plasmaproteinen
destabilisiert werden. [23, 70, 91] Dariiber hinaus besteht bei der Immobilisierung weniger
Kontrolle hinsichtlich der Orientierung, Dichte und Verteilung. Dennoch zeigten sich bereits in
mehreren Studien klare Vorteile im Vergleich zu einer kovalenten Anbindung. Abgesehen von der
Beibehaltung gewiinschter Matrixeigenschaften wurden beispielsweise durch die reine Adsorption
von Heparin an mit Allylamin beschichtetem 316S Stahl Verbesserungen der biologischen
Aktivitdt nachgewiesen, was sich positiv auf die Adhédsion und Proliferation von Endothelzellen
auswirkte. [49, 50] Das gleiche Resultat war bei der Immobilisierung von Kollagen auf einer
PLLA-PMMA-Matrix zu erkennen. Hierbei wurde Kollagen zunichst kovalent gebunden und
anschliefend eine weitere Schicht Kollagen rein physikalisch adsorbiert. [56] Der gegenteilige
Effekt zeigte sich durch Immobilisierung von Kollagen auf 316S Stahl, bei der Kollagen zunichst
physikalisch adsorbiert und anschlieBend mittels EDC quervernetzt wurde. Die Stabilitit dieser
Funktionalisierung war nachweislich erhdht, jedoch nahm ebenso mit steigender Quervernetzung
die Biokompatibilitit ab. [57] Als Kernaussage kann aus den bisherigen Betrachtungen
geschlussfolgert werden, dass umso mehr man mittels kovalenter chemischer Stabilisierung
eingreift, desto robuster ist zwar die Funktionalisierung, aber umso schlechter fillt in der Regel
die Biokompatibilitit aus. Die Griinde hierfiir liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit in der immer

weniger nativen Umgebung, welche den Endothelzellen als Substrat angeboten wird.

Fiir niedermolekulare Liganden wie zellselektiv bindende Antikdrper, Peptide und Aptamere ist
die Funktionalisierung auf rein physikalischem Weg jedoch bis dato nicht praktikabel. Sie sind fiir
ihre Aufgabe malBigeschneidert und verfiigen somit nicht iiber eine ausreichende Anzahl
zusétzlicher Valenzen, um eine stabile physikalische Interaktion mit Materialoberflichen aufbauen
zu konnen. Erste Studien fiir eine spezifischere Ausnutzung physikalischer Interaktionen, um in
deren Summe eine stabile Oberflichenfunktionalisierung zu erreichen, wurden durch
Modifizierung zellbindender Peptide mit hydrophilen Doménen oder amphiphilen Peptiden
durchgefiihrt. [23, 92] Die Liganden ordneten sich in wissriger Umgebung eigenstindig als
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Monoschicht an (sog. SAMs; engl.: self assembled monolayer), wobei die Interaktion mit dem
Substrat nach dem gleichen Prinzip wie bei den EZM-Makromolekiilen primér {iiber
elektrostatische Interaktionen vermittelt wurde. Diese Form der Oberflichenmodifizierung
basierte erneut primdr auf der Ausnutzung nur einer physikalischen Interaktionsmoglichkeit und
zeigte keine optimale Ausnutzung aller moglichen nicht-kovalenten Wechselwirkungen. Dariiber
hinaus mussten durch eine gegenteilige (Partial)ladung erneut bestimmte Bedingungen an der

Materialoberflache erfiillt sein, um eine ausreichende Interaktion zu ermoglichen.

Fiir eine effektive und stabile physikalische Oberflichenbeschichtung mit den genannten zell-
bindenden Molekiilen wiren &hnlich optimiert an das Substrat bindende niedermolekulare Ligan-
den sinnvoll. Diese sollten in der Lage sein, alle zur Verfiigung stehenden Moglichkeiten physika-
lischer Interaktion mit der Materialoberfliche optimal auszunutzen, um in ihrer Summe mit hoher
Affinitdt an die Matrix binden zu konnen. Da sich Voraussagen iiber die exakte chemische
Zusammensetzung solcher Liganden, welche als interaktionsoptimiertes Pendant der angebotenen
Matrixoberflache wirken sehr schwierig gestalten, sind Screeningstrategien fiir deren Generierung
am besten geeignet. Durch Methoden der in vitro Selektion konnen passende Liganden aus
kombinatorischen Bibliotheken von Peptiden oder Oligonukleotiden gesucht werden. Diese
Methoden erlauben eine solch hohe Diversitit von Molekiilen innerhalb einer Bibliothek, dass
nach dem Prinzip der Multivalenz optimiert bindende Liganden fiir theoretisch jedes Substrat
generiert werden konnen. Die Generierung von multivalent bindenden Peptidliganden gegen eine
polymere Oberfliche und deren Einsatz fiir die nicht-kovalente Oberflichenfunktionalisierung
konnte bereits demonstriert werden. [93] Dennoch zeigten sich Probleme bei einer weiteren biotin-
vermittelten Immobilisierung von Streptavidin an das Material gebundene Peptid. Als Begriindung
wurden denaturierende Interaktionen zwischen Polymeroberfliche und Peptid sowie Aggregation
der Peptide bei der Verwendung hoherer Konzentrationen benannt, welche die Zugénglichkeit von
Biotin fiir Streptavidin verringerten. Zur Anwendung einer Nukleinsdure basierten in vitro
Selektionsstrategie fiir die Generierung optimiert bindender Aptamere an Biomaterialoberfldchen
liegen bisher keine Daten vor. Dennoch wére eine solche Strategie durchaus erfolgversprechend,

da sie Peptid basierten Methoden in einigen Aspekten klar i{iberlegen ist.

1.7. Modell zur Generierung DNS-basierter Liganden gegen polymere Oberflichen
Auswahl einer DNS-basierten Ligandengenerierung (SELEX)

Fiir das in diesem Promotionsprojekt beschriebene Modellsystem zur Generierung von inter-
aktionsoptimierten Liganden gegen polymere Oberflichen wurde eine auf Nukleinsduren und im
Speziellen auf DNS basierende in vitro Selektionsstrategie (SELEX) ausgewaihlt. Die Griinde
dafiir lagen in der deutlich hoheren Diversitit von auf Nukleinséuren basierenden kombinato-
rischen Bibliotheken gegeniiber vergleichbaren Peptid basierten Verfahren wie Phage Display.
(statistisch ~10° unterschiedliche Peptide im Vergleich zu ~10'° Aptamerkandidaten bei Nuklein-
sduren [94, 95]) Ebenso konnen einzelstrangige Oligonukleotide im Vergleich zu Peptiden
gleicher Sequenzlinge eine weit hohere Anzahl thermodynamisch stabiler Strukturvarianten ein-
nehmen. [94] Dariliber hinaus war das Risiko einer spéteren ungewollten Reaktion des biolo-

gischen Systems durch Verwendung von Nukleinséduren deutlich geringer. Wie bereits ausfiihrlich
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beschrieben wurde, erfolgt die natiirliche EZM-vermittelte Zellerkennung meist anhand relativ
kurzer Peptidmotive. (RGD, YIGSR etc.) Die Moglichkeit der Anreicherung eines dieser oder sehr
dhnlicher Bindungsmotive im Rahmen eines Peptid-basierten Screenings nach Material bindenden
Liganden wiére daher gegeben. Von Aptameren sind bisher keine immunologischen Reaktionen
biologischer Systeme bekannt. Ebenso erfolgt die Zellerkennung und interzellulire Kommuni-
kation auf Peptid- bzw. Proteinebene. Von daher waren zellbiologische oder interferierende

Reaktionen durch Nukleinsdure-basierte Liganden sehr viel weniger wahrscheinlich.

Kriterien fiir die Materialauswahl

Fiir die Auswabhl eines geeigneten polymeren Materials, welches eine auf mehreren physikalischen
Wechselwirkungen basierende optimierte multivalente Interaktion mit DNS-Basen zulésst, lassen
sich klare Anforderungen formulieren. Dabei wurde den chemischen und physikalischen Eigen-
schaften wie der Oberflichenchemie und -ladung sowie der Topographie eines potenziellen
Materials besondere Aufmerksamkeit geschenkt, da diese Eigenschaften das Verhalten

adsorbierender Molekiile an der Phasengrenze entscheidend beeinflussen. [23, 96]

Das polymere Biomaterial sollte, in Anlehnung an die prominentesten nicht-kovalenten Inter-
aktionsmoglichkeiten von Nukleinsdurebasen, primér fahig sein, Wasserstoffbriickenbindungen
als auch m-m-Interaktionen eingehen zu konnen. Somit musste das Polymer an seiner Oberflache
iiber delokalisierte n-Systeme als auch Funktionalititen verfiigen, welche als H-Briicken Donor
bzw. Akzeptor fungieren konnen. Unter physiologischen Bedingungen positiv und partial positiv
als auch negativ geladene Funktionalititen sollten nicht vorhanden sein, um eine zu starke elektro-
statische Anziehung bzw. Repulsion durch Interaktion mit dem polyanionischen DNS-Phosphat-
riickgrat zu vermeiden. Letztere Eigenschaften wéren fiir die auf Selektion beruhende Generierung
bindender Aptamere hinderlich, da sich die Interaktion der DNS-Molekiile mit der Matrixober-
fliche primédr durch ein allgemeines Strukturmerkmal definieren wiirde und nicht durch selektive
Interaktionen der Nukleinsdurebasen mit der Polymeroberfliche. Abgesehen von bestimmten
Voraussetzungen der chemischen Struktur waren ebenso weitere physikalisch-chemische
Grenzflacheneigenschaften von entscheidender Bedeutung. So sollte sich die Oberfldchenrauigkeit
des Polymers in einer zu den gefalteten Aptameren vergleichbaren Gréfenordnung von wenigen
Nanometern bewegen, um damit eine ausgeprigtere Interaktion zu ermoéglichen. [97, 98]
Hinsichtlich makroskopischer Eigenschaften wie der Benetzbarkeit wére eine hydrophobe Ober-
fliche von Vorteil, um die Interaktion der ebenfalls vergleichsweise hydrophoben Nukleinsdure-
basen mit der Polymeroberflidche energetisch zu begiinstigen und eine basenspezifische Selektion

bindender Liganden zu forcieren.

Auswahl des Modellpolymers

Unter Beachtung der oben genannten Kriterien wurde eine Vielzahl moglicher polymerer Bio-
materialien flir das Modell in Betracht gezogen. Als ein ideales Modellpolymer sowohl fiir die
Generierung multivalent bindender DNS-Aptamere als auch fiir eine spétere auf diesen Aptameren
basierende unterstiitzte Endothelialisierung wurde Polyetherimid (PEI) ausgewéhlt. (vgl. 1.7.2.)

PEI bietet aufgrund seiner chemischen Struktur eine Vielzahl von Valenzen, um ausgeprigte
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physikalische Wechselwirkungen mit DNS-Basen eingehen zu kénnen. (Abbildung 5) Es besitzt
einen hochgradig aromatischen Charakter mit einer Vielzahl delokalisierter n-Systeme fiir
Interaktionen nach dem Vorbild der Basenstapelung. Ebenso weist jede Wiederholungseinheit des
Polymers multiple Carbonylgruppen und Etherbriicken auf, deren Sauerstoffe durch ihre hohe
Elektronegativitit und freien Elektronenpaare als Protonenakzeptoren bei der Ausbildung von H-
Briicken als auch fiir direkte Dipol-Dipol-Wechselwirkungen dienen konnen. Gleichzeitig wirken
die Substituenten der meisten aromatischen Systeme elektronenziehend, so dass die Ladungsdichte
der n-Elektronenwolken verringert wird und somit durch die verringerte Repulsion n-n- bzw. n-o-
Interaktionen unterstiitzt sind. [99, 100] (vgl. 1.7.3.) Im Vergleich zu diesem Polymer zeigten sich
etablierte Materialien fiir kardiovaskuldre Anwendungen wie PET und PTFE als weniger gut fiir
das Modellsystem geeignet, da sie entweder nicht die genannten chemischen Voraussetzungen
erfiillten und deutlich weniger Valenzen fiir die Ausbildung multivalenter Interaktionen wie
H-Briicken bzw. stirker repulsierende mn-Systeme aufwiesen. PEI erfiillte ebenso die gestellten
Anforderungen in Hinsicht auf die Oberflachenrauigkeit, da diese sich durch eine geeignete
Prozessierung im Nanometerbereich bewegte. Hierzu wurde PEI fiir das Modellsystem in Form
von glatten Filmen verwendet. [42] Auch die Hydrophobizitit zur Forcierung einer von den
Nukleotidbasen abhidngigen Selektion bindender Aptamerkandidaten war durch den ausgepriagten

aromatischen Charakter des PEI gegeben.

1.7.1. Aptamere

Aptamere sind kurze, einzelstringige Oligonukleotide (typischerweise < 100 bp) bestehend aus
DNS oder RNS, welche auf Grundlage ihrer Basensequenz die Féhigkeit besitzen, komplexe drei-
dimensionale Strukturen einzunehmen. [101, 102] Diese fiir Aptamere einzigartige Konformation
ermoglicht die Bindung an dessen korrespondierende/s Zielmolekiil oder -struktur mit hoher
Affinitdt und Selektivitdt. [103] Generiert werden Aptamere aus synthetisch hergestellten kombi-
natorischen Oligonukleotidbibliotheken mit hoher Diversitét durch ein sich an den Prinzipien der
Evolution orientierendes Verfahren der Selektion und Amplifikation bindender Aptamerfraktionen
innerhalb der Bibliothek. Fiir diese Methode wurde 1990 von Tuerk und Gold et al. der Name der
SELEX geprigt, mit der es ihnen gelang durch das Screening groBer Oligonukleotidbibliotheken
einen RNS-Liganden gegen die DNA-Polymerase des Bakteriophagen T4 zu isolieren. [104] Im
gleichen Jahr wurde auch erstmals der Begriff der Aptamere begriindet, nachdem Ellington und
Szostak et al. bindende RNS-Oligonukleotide gegen verschiedene organische Farbstoffe gene-
rieren konnten. [101] Der Begriff des Aptamers leitete sich hierbei aus dem lateinischen Wort

»aptus‘ fur passend und dem griechischen ,,meros* fiir Teil her.

Aus chemischer Sicht sind Aptamere heteropolymere Makromolekiile, deren Monomere die
Nukleotide darstellen, welche iiber Phosphatesterbindungen in einem alternierenden Muster aus
Einfachzuckern und Phosphatsdureestern miteinander verkniipft sind. Durch die repetitive
Anordnung alternierender Phosphat- und Ribosegruppen sowie der stets gleichen Orientierung der
Phosphodiesterbindungen entsteht ein polyanionisches Polymer, dessen hydrophobe Basen als
Verzweigungen im 90° Winkel vom negativ geladenen Riickgrat weg ausgerichtet sind. Die
unterschiedlichen Nukleinsdurebasen sind der Grund fiir die hohe Variabilitit des genetischen

Codes. Die Basen sind hierbei Derivate der Purine bzw. Pyrimidine, wobei in DNS die beiden

-13 -



Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidinbasen Thymin (T) und Cytosin (C)
vorkommen. Der Unterschied bei der RNS besteht im Vorkommen von Uracil (U) an Stelle von
Thymin. Alle Basen sind planare heterozyklische Systeme mit konjugiertem n-Elektronensystem.
Mit Hilfe der vier Basen als Grundbausteine des genetischen Materials konnen immense Mengen
an Informationen gespeichert werden. Beispielsweise gibt es flir einen DNS-Doppelstrang
bestehend aus 20 Basenpaaren 4* (ca. 1,1 - 10'?) unterschiedliche Kombinationsmoglichkeiten.
Fiihrt man sich die geschitzte GroBe des menschlichen Genoms mit etwa 2,91 - 10° Basenpaaren
[105] vor Augen, so sind die Kombinationsmdglichkeiten und somit die Menge an gespeicherter

Information astronomisch.

Einzelstrangige Oligonukleotide besitzen die auBBergewohnliche Eigenschaft eine Vielzahl thermo-
dynamisch stabiler Motive sowohl in der Sekundir-, als auch der Tertidr- und Quartérstruktur ein-
nehmen zu konnen. [95] Die Grundlage fiir die Stabilitit dieser Konformationen und damit auch
der Bindung an ein Zielmolekiil basiert auf einer Vielzahl nicht-kovalenter physikalischer Inter-
aktionsmoglichkeiten der Nukleinsdurebasen. Als Grundmechanismen sind hierbei allem voran
Dipol-Dipol-WW (H-Briicken) sowie hydrophobe n-mt-Interaktionen der heterozyklischen Basen-
ringsysteme zu nennen. Diese moglichen Wechselwirkungen erlauben bei den Nukleinsduren die
Ausbildung einer weit hoheren Anzahl thermodynamisch stabiler Strukturvarianten, als es
beispielsweise bei einem Peptid gleicher Sequenzlédnge moglich ist. [94]

Das Zustandekommen der Aptamerbindung an sein jeweiliges Zielmolekiil beruht stets auf einer
Kombination verschiedener nicht-kovalenter Wechselwirkungen, welche in der Summe fiir die
hohe Affinitdt und Spezifitit verantwortlich sind. (Multivalenz) Zu diesen rein physikalischen
Interaktionen zihlen ,,schwache® Wechselwirkungen wie Dipol-Dipol- und vdW- als auch durch
Ionen vermittelte und hydrophobe Interaktionen, welche sich meist in der Stabilisierung durch
H-Briicken und n-n-Wechselwirkungen &uBlern. [106, 107] Die Stdrke der Bindung zwischen
einem generierten Aptamer und seinem korrespondierenden Bindungspartner bewegt sich meist
bei Affinititen mit Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren bis hinunter in den pico-
molaren Bereich. [108, 109] Hierbei ist die Bindung zum Zielmolekiil zumeist hochspezifisch, so
dass Aptamere bereits geringste Unterschiede beim Bindungspartner, wie zum Beispiel die
Veranderung einer Methyl- [108] oder Hydroxylgruppe [110] sowie wahlweise das D- und L-
Enantiomer unterscheiden konnen. [111] Der hohe Grad an Selektivitit und Bindungsstérke macht
Aptamere in dieser Hinsicht vergleichbar und in manchen Féllen sogar besser als Antikorper,

welche bereits seit langem in der Diagnostik etabliert sind. [108]

Fiir die Auswahl der aptameren Zielstrukturen gibt es theoretisch keine Beschrankungen. Auf-
grund der hohen Flexibilitdit sowie der Diversitit der Nukleinsdurebibliotheken koénnen
interaktionsoptimierte Liganden gegen jedes denkbare Molekiil generiert werden. Bis dato wurden
bereits eine Vielzahl von Aptameren gegen verschiedenste Zielstrukturen entwickelt. Dazu
gehdren Antibiotika [112], Aminosduren und Peptide [111, 113], sowie grofere Proteine wie
Enzyme [114], Antikorper [115], Wachstumsfaktoren [116] und Zelladhdsionsmolekiile. [117]
Selbst gegen komplexe Zielstrukturen wie ganze Zellen [118, 119], bei denen teilweise die
bindenden Epitope nicht vollstdndig verstanden sind, wurden Aptamere isoliert. Limitierend bei

der Auswahl der Zielstruktur ist jedoch nach wie vor die begrenzte Zellmembranpermeabilitét der
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Aptamere, so dass im biologischen Bereich bis heute meist extrazelluldre Strukturen zur Aptamer-
generierung ausgewahlt wurden. Ebenso liegen bis heute keine Daten iiber eine gezielte

Aptamergenerierung gegen Polymere oder andere Festkorperoberflachen vor.

Die moglichen Einsatzgebiete der Aptamere sind vielfiltig und reichen fiir die Anwendung als
molekulare Werkzeuge von der Biotechnologie und Medizin, iiber die Zell- und Mikrobiologie,
bis hin zur Chemie. In einem ihrer Hauptanwendungsgebiete der Therapeutik wird intensiv daran
geforscht, sich das Zell- bzw. Gewebetargeting der Aptamere in Kombination mit polymeren
Wirkstofffreisetzungssystemen zu Nutze zu machen, um diese beispielsweise in der Tumorbe-
handlung einzusetzen. [120] Diese Art der zielspezifischen Aptamerdetektion findet auch in der
Diagnostik und Analytik Anwendung. Hierbei besitzen beispielsweise Fluoreszenz markierte
Aptamere ein enormes Potenzial bei der in vivo Bildgebung von pathogenen Zellen und Geweben
im Rahmen der Tumorforschung [121] oder der Detektion von Mikroorganismen sowohl im

menschlichen Korper als auch in der Lebensmittelindustrie. [122-124]

Ein groBer Nachteil von Nukleinsduren ist ihre begrenzte Stabilitdt in biologischen Systemen.
Besonders in vivo werden sie in der Regel durch Nukleasen, wie sie in biologischen Fluiden
vorkommen, sehr schnell abgebaut. Dies erschwert den Einsatz von Aptameren im medizinischen
und diagnostischen Anwendungsfeld deutlich. [125] Hierbei sind DNS-Aptamere wegen der
fehlenden freien Hydroxylgruppe am C2‘-Atom weitaus stabiler als vergleichbare RNS-Liganden.
[114] Im Resultat verlieren Aptamere in vivo meist innerhalb kurzer Zeit ihre Funktionalitit. [125]
Um die funktionelle Halbwertszeit von Aptameren in vivo zu steigern, stechen mehrere effektive
Methoden zur Modifizierung von Nukleinsduren zur Verfiigung. Zur Erhohung der
Nukleaseresistenz ist die Verwendung weniger reaktiver Amino- oder O-Methylgruppen in
Pyrimidinnukleotiden, artifizieller Nukleotide wie 4°‘-Thiopyrimidin, blockierter Nukleinséuren
mit einer Sauerstoff-Methylen-Briicke zwischen dem C2°- und dem C4‘-Atom der Ribose oder die
Modifizierung von Aptameren mit verschiedenen ,,Kappen* (invertierte Thymidine, Phosphatreste
oder PEG) an ihrem 5°- und/oder 3‘-Terminus eine bewéhrte Strategie zur Verzogerung des
enzymatischen Abbaus. [126-130] Eine génzlich andere Methode der Aptamerstabilisierung stellt
die Entwicklung von spezifisch bindenden L-RNA-Aptameren (sog. Spiegelmeren) dar. Bei dieser
1996 von Fiirste et al. entwickelten Methode wird sich zu Nutze gemacht, dass Enantiomere der
korrespondierenden D-Nukleinsduren (Austausch der D- durch die L-Ribose) durch Nukleasen

nicht erkannt werden kdnnen und somit eine hohe enzymatische Stabilitét besitzen. [131, 132]

Generierung von Aptameren

Die Generierung eines Aptamers mittels der SELEX-Methode beginnt stets ausgehend von einer
durch Festphasensynthese hergestellten kombinatorischen Nukleinsdurebibliothek mit hoher
Sequenzdiversitit. Jedes Sequenzmotiv innerhalb dieser Bibliothek ist ein lineares Oligomer mit
einzigartiger Basensequenz. Jedes dieser Oligomere besteht aus einem zentralen randomisierten
Bereich mit einer bestimmten Anzahl variabler Positionen, welcher von zwei konservierten
Sequenzen flankiert wird. (Abbildung 3) Die zufillige Basenabfolge im Oligomer bedingt, dass
auch jedes Molekiil innerhalb der Bibliothek eine unterschiedliche Konformation einnehmen kann,

welche unterschiedlich stark ausgeprigte Interaktionen mit einer potenziellen Zielstruktur zulésst.
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Bereits aus der Grundstruktur eines solchen Oligomers kann das Funktionsprinzip der SELEX
geschlussfolgert werden. Der randomisierte Bereich dient der Selektion bindender Aptamere und
die flankierenden konservierten Primersequenzen deren Vermehrung in jeder Selektionsrunde
durch Amplifikation mittels PCR. Das entscheidende Kriterium bei der in vitro Selektion ist die
Diversitit der synthetischen Startbibliothek. Theoretisch ergibt sich deren Komplexitit aus der
Anzahl der Basen des randomisierten Bereiches zur Basis der verfiigbaren variablen Nuklein-
basen. Bei der in diesem Promotionsprojekt verwendeten Bibliothek mit 50 variablen Positionen
entspriche dies theoretisch 4°° (1,3 - 10*°) moglichen Kombinationen. In der Realitit werden
mittels Festphasensynthese jedoch ,,lediglich“ Diversititen in der GroBenordnung von 10" - 10"
verschiedenen Sequenzmotiven erreicht. [94, 95] Diese Anzahl unterschiedlicher Motive ist
dennoch ausreichend, dass das Vorhandensein mindestens eines optimiert bindenden Aptamers

gegen jegliche denkbare Zielstruktur angenommen werden kann.

konservierter Forward Primer Zufallsbereich der Nukleinsdurebibliothek konservierter Revers Primer

Abbildung 3. Aufbau der kombinatorischen Nukleinsiurebibliothek. Der Zufallsbereich, bestehend aus
einem 50mer Oligonukleotid mit statistisch zufdlliger Basenverteilung (griin), wird von den beiden
konservierten Primersequenzen (gelb) flankiert. Die gesamte Bibliothek liegt dabei als Einzelstrang-DNS
(ssDNS) vor.

Die in vitro Selektion (SELEX)

Der Prozess zur Identifizierung von Aptameren beruht im Wesentlichen auf einer in vitro
Selektion bindender Sequenzen gegen eine bestimmte Zielstruktur und deren Anreicherung inner-
halb der Bibliothek durch gezielte Vermehrung, wobei diese Schritte im Rahmen der SELEX
zyklisch wiederholt werden. (Abbildung 4) Mit jeder Selektionsrunde verringert sich die
Komplexitit der Bibliothek und es reichern sich immer mehr bindende Sequenzen an.

Zu Beginn des Selektionsprozesses wird die Startbibliothek mit der Zielstruktur unter klar defi-
nierten Bedingungen (pH-Wert, Temperatur etc.) inkubiert. Wéahrend dieses Schrittes bindet initial
nur ein geringer Teil der Sequenzen an die Zielstruktur. Nicht bindende Sequenzen werden ver-
worfen und lediglich gebundene Oligonukleotide von der Zielstruktur isoliert. Die Form in der die
Zielstruktur beim Aptamerbindungsschritt vorliegt, ist dabei von der Auswahl der Trennmethode
sowie der GroBe und Eigenschaften der Zielstruktur abhédngig. Diese kann entweder frei in der
Losung oder immobilisiert auf einer festen Phase vorliegen. Letzteres wird héufiger fiir nieder-
molekulare Zielstrukturen angewandt (kovalente Immobilisierung auf Sepharose- oder
magnetischen Partikeln [90, 133]), um die Trennung gebundener von nicht gebundenen Nuklein-
sduren zu erleichtern. Besitzt die Zielstruktur eine ausreichende Grofle, wie es zum Beispiel bei
Proteinen, Vesikeln oder Zellen der Fall ist, kann auf eine vorherige Immobilisierung verzichtet
werden. Fiir die Separation dieser Zielstrukturen eignen sich Verfahren wie Ultrafiltration durch
Nitrozellulosemembranen [101, 133], Kapillarelektrophorese [134], Durchflusszytometrie [135]
oder Zentrifugation. [136] Die effiziente Trennung von gebundenen Komplexen aus Aptamer und

Zielstruktur von nicht gebundenen Komponenten ist ein fundamentaler Bestandteil der SELEX.
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Ohne diese wiirde es zur Anreicherung schwach bindender Aptamere kommen und so mit hoher
Wabhrscheinlichkeit hochaffin bindende Sequenzen aus der Bibliothek verdrangt werden. [137]

kombinatorische
Nukleinsdurebibliothek

5 a3
57, - 3

spezifische
Konformation

Vorbereitung fir ) e
nachste Selektionsrunde . o

l

5 3 Gegenselektion
5 3 - M - P
5" " - . :. o
s 3 : w T Eoy
angereicherte Selektions- ‘ - L
Selektionsbibliothek runden lag :

I Einzelstrangisolierung

Selektionsschritt

5 3 — "! ]
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§ g: Amplifikation t" Entfernung von
5 ¥ ‘ au unspezifischen und
3 5 Matrixbindern

Komplex aus Aptamer Zielmolekal
und Zielmolekil

Abbildung 4. Schematische Darstellung des SELEX-Prinzips. Bei der in vitro Selektion werden aus einer
kombinatorischen Nukleinsdurebibliothek bindende Aptamere iiber mehrere Runden aus Selektion und
Amplifikation hinweg angereichert und nachfolgend die Sequenzen mittels Sequenzierung aufgeklart.

Nach erfolgreicher Isolierung der Komplexe aus Aptameren und der Zielstruktur werden diese
voneinander getrennt. Dies kann entweder in einem zusitzlichen Arbeitsschritt vor der Verviel-
faltigung mittels PCR durch die Zugabe denaturierender Substanzen (z.B. Harnstoff, SDS, EDTA)
[138] oder direkt im Rahmen der nachfolgenden Amplifikation durch Hitzedenaturierung
geschehen. [139] Um die angereicherte Bibliothek fiir den nichsten Selektionszyklus fertigzu-
stellen, werden im ndchsten Schritt die aus dieser Selektionsrunde isolierten Sequenzen
vervielfaltigt sowie im Fall von DNS Aptameren der sense Strang isoliert. Die Isolierung kann
durch Biotin-Streptavidin Interaktion im Basischen, Auftrennung im Agarosegel unter
denaturierenden Bedingungen oder nukleolytischem Abbau eines phosphorylierten antisense

Stranges mittels des Enzyms A-Exonuklease erreicht werden. [140]

Die Effizienz der Anreicherung bindender Aptamere ist wiahrend der SELEX stark von der
Stringenz der Bindungsbedingungen innerhalb der Selektionsrunden abhingig. Umso hoéher der
Selektionsdruck ist, desto wahrscheinlicher ist die Anreicherung hochaffin bindender Aptamere

innerhalb der Bibliothek. Die Stringenz kann hierbei durch Verdnderungen im Selektionsprotokoll
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wie dem Verhéltnis zwischen DNS und angebotener Zielstruktur oder Ausdehnung der Wasch-
schritte gesteigert werden. Ebenso spielt die Gegenselektion eine entscheidende Rolle, um die
Anreicherung unselektiv sowie spezifisch an die Selektionsmatrix bindender Aptamere zu
verhindern. Zu diesem Zweck wird im Verlauf der in vitro Selektion i.d.R. ein Préselektionsschritt
vor der eigentlichen Selektion eingefiihrt. Hierbei werden fiir Letztere nur jene Sequenzen

verwendet, die in der Préselektion nicht an die dort enthaltenen Strukturen gebunden haben.

Der iterative Prozess aus Selektion und Amplifikation bindender Sequenzen wird bei der SELEX
so lange durchgefiihrt, bis eine deutlich gesteigerte Bindung im Vergleich zur Startbibliothek
erkennbar ist. Dieser Fall tritt in der Regel nach 6 - 15 Zyklen ein. [95] Um den
Selektionsfortschritt widhrend der SELEX zu detektieren, stehen je nach der Natur des
Zielmolekiils verschiedene Methoden zum quantitativen Nachweis einer Aptamerbindung zur
Verfiigung. Beispielsweise kann in Bindungsanalysen mit Aptamerfraktionen aus verschiedenen
Selektionsrunden der prozentuale Anteil gebundener Sequenzen auf einer zuvor festgelegten
Menge der Zielstruktur mittels quantitativer RealTime-PCR (qPCR) verglichen werden. [141]

Am Ende einer in vitro Selektion haben sich meist mehrere Bindungsmotive innerhalb der Biblio-
thek angereichert. Um diese im Einzelnen analysieren zu konnen, haben sich in den vergangenen
Jahren Sequenzierungsmethoden die einen hohen Durchsatz bei geringerem Zeit- und Arbeits-
aufwand besitzen immer mehr durchgesetzt. Diese Methoden des Next Generation Sequencings
(NGS) erlauben eine Sequenzierung angereicherter Bibliotheken ohne vorherige Vereinzelung der
Sequenzen. Konnten in der Vergangenheit mittels Klonierung und anschlieBender Sanger Sequen-
zierung unter erheblichem Arbeitsaufwand lediglich mehrere hundert Sequenzen isoliert und
analysiert werden, ist mit modernen Methoden des NGS die simultane Sequenzierung und Analyse
mehrerer Millionen Motive kein Problem mehr. Methoden der Hochdurchsatzsequenzierung
benotigen nach wie vor eine initiale Vervielfdltigung der DNS, welche im Anschluss in Arrays
organisiert wird. Danach werden selektiv die verschiedenen Nukleotide hinzugefiigt und ein Ein-
bau bzw. Nichteinbau in den komplementiren DNS-Strang durch ein Reportersystem detektiert.
Zu den Methoden dieser Generation gehort zum Beispiel das Verfahren der Briickenamplifikation.
(Illumina-Sequenzierung) Hierbei wird die zu sequenzierende DNS zunichst in denaturierter Form
iber DNS-Adaptersequenzen auf einer Tragerplatte fixiert und mittels Briickenamplifikation
vervielfaltigt. [142, 143] Auf diese Weise entstehen auf dem Tragerchip doppelstringige DNS-
Briicken, aus denen durch weitere Amplifikation viele Millionen dichte Cluster aus einzelnen
Sequenzen gebildet werden. Nach Linearisierung beginnt die Sequenzierung durch den Einbau
eines der vier schrittweise zugegebenen verschiedenfarbig Fluoreszenz markierten Nukleotide.
Der erfolgreiche Einbau eines Nukleotids wird analog zur Sanger-Sequenzierung mittels Laser-
spektroskopie detektiert und das Fluorophor anschlieBend entfernt, um den Einbau der nichsten
Base in die Sequenz zu ermdglichen. Durch Aneinanderreihung der Fluoreszenzsignale eines

Clusters kann am Ende des Sequenzierungslaufes auf die Basensequenz geschlossen werden.

1.7.2. Polyetherimid (PEI) als Modellpolymer

Bei dem fiir das Modellsystem ausgewéhlten Polymer Polyetherimid handelt es sich um einen

Hochleistungsthermoplasten, welcher erstmals im Jahre 1982 von der Firma General Electricals
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als PEI-Ultem® 1000 kommerziell vertrieben wurde und anfangs aufgrund seiner hohen Stabilitit,
Hitze- und Chemikalienbestidndigkeit sowie elektroisolierenden Eigenschaften vornehmlich in der

Elektronik- und Luftfahrtindustrie zum Einsatz kam.
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Abbildung 5. Chemische Struktur des technischen Polymers PEI-Ultem® 1000.

Die genannten positiven Eigenschaften dieses amorphen, bernsteinfarbenen Werkstoffes begriin-
den sich aus der chemischen Struktur. (Abbildung 5) Die mittels flexibler Etherbindungen
verkniipften Phthalimidgruppen der Polymerkette sind fiir die besondere thermische und
mechanische Belastbarkeit verantwortlich. Deshalb wurde PEI schon vor ldngerer Zeit als
potenzielles Biomaterial fiir Anwendungen im medizinischen Sektor ins Auge gefasst. PEI ldsst
sich auf verschiedene Arten prozessieren, so dass unterschiedlichste Formkdrper wie zum Beispiel
Membranen, Filme oder Partikel, den jeweiligen Anforderungen entsprechend, problemlos aus der
Schmelze oder in Kombination mit einem geeigneten organischen Losungsmittel aus der Losung
hergestellt werden kdnnen. Insbesondere die Moglichkeit einer Dampfsterilisation, ohne dabei die
Figenschaften des Polymers zu verdndern (T, = 216 °C), stellt einen immensen Vorteil im
Vergleich zu vielen anderen polymeren Biomaterialien dar. Die potentiellen medizinischen
Anwendungsfelder dieses Materials reichen von Biosensoren bis hin zu unterstiitzenden

Membranen fiir biohybride Organe.

Tabelle 1. Chemische Struktur und physikalisch-chemische Eigenschaften des technischen Polymers PEI-
Ultem® 1000. [42]

Summenformel: CHLON Glasiibergangs- T,=216 °C
3762406 N2 . .
(Wiederholungseinheit) temperatur: (kein T,,)
molare Masse E-Modulus (bei 25 °C): | 3.200 MPa
— Wiederholungseinheit 592,61 g/mol Dichte (bei 25 °C): 1,27 g/em?

M,, = 32.800 g/mol
— Makromolekiil PDI 1,82
M, = 18.000 g/mol

Die Untersuchung der Biokompatibilitdt von Polyimiden und speziell der Interaktion von PEI mit
biologischen Systemen steht schon seit lingerem im Fokus der wissenschaftlichen Forschung.
Bereits zu Beginn der 1980er Jahre wurde der Frage nachgegangen, wie sich humane Zellen im

direkten Kontakt zu aromatischen Polyimiden verhalten. Hierbei zeigte sich in ersten in vitro
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Studien mit humanen Zellen aus dem gingivalen Karzinom, dass Polyimide im Allgemeinen eine
verbesserte initiale Adhérenz, jedoch ebenso eine geringere Proliferationsrate im Vergleich zu
PET zeigten. [144] Fortgefiihrt wurden diese Studien in den 1990er Jahren erstmals mit kommer-
ziell erhéltlichen hydrophoben Polyimidmembranen (darunter auch PEI) unter Gesichtspunkten
wie der Proteinadsorption, Zytotoxizitdt und Hamokompatibilitit im Vergleich zu etablierten
Implantatmaterialien wie PTFE und Silikon. PEI-Membranen wiesen hierbei keine nennenswerte
Zytotoxizitdit im direkten Kontakt mit Mausfibroblasten, jedoch erneut eine verringerte
Proliferationsrate auf. Weitergehend zeigte PEI eine verhéltnisméfig hohe Proteinadsorption
sowie eine moderate Thrombogenitit. [145, 146] Unter dem Aspekt einer moglichen inflammato-
rischen Reaktion nach subkutaner Implantation durchgefiihrte in vivo Tierversuchsstudien mit
Ratten offenbarten eine erhohte Adhédrenz von Leukozyten und Makrophagen durch das Polymer.
Dennoch fiel die Reaktion geringer aus als beispielsweise bei PDMS und Polyurethan. [146, 147]
Merolli et al. zeigten hingegen, dass die Implantation von Carbon/Glasfaser verstirkten PEI-
Zylindern in Muskel und Knochengewebe von Kaninchen im Vergleich zu Implantaten auf
Kobalt-Chrom-Basis (Stellite) keine nachteilige inflammatorische Reaktion mit sich brachte und
PEI iiber mehrere Wochen hinweg vergleichbar gut vom Organismus in beide Gewebetypen
integriert wurde. [148] In den vergangenen zwei Dekaden bewegten sich die wissenschaftlichen
Fragestellungen fiir PEI immer mehr in Richtung einer Verwendung als Beschichtung von
unzureichend biokompatiblen Implantatmaterialien, Tragermaterial fiir den Hautersatz oder fiir das
kardiovaskuldre Anwendungsfeld. [149, 150] Fiir diese Strategien wurden die Studien des Poly-
etherimids auf die Untersuchung der Zytotoxizitit und Himokompatibilitdt fokussiert. Es wurden
verschiedene in vitro Untersuchungen hinsichtlich einer zytotoxischen Reaktion von Mausfibro-
blasten mit unterschiedlich prozessierten PEI-Oberflichen durchgefiihrt. [151, 152] Im Ergebnis
war die Zellmorphologie und -integritét in vitro im Vergleich zu plasmabehandeltem PS (TCP,
engl.: tissue culture plate) unveriandert, jedoch war die metabolische Aktivitit sowie Proliferation
verringert. Ebenso verhielt es sich mit der Himokompatibilitit in Hinsicht auf Koagulation und
Aktivierung des Komplementsystems. [151] Fiir eine Verwendung von PEI als artifizielles kardio-
vaskulédres Implantatmaterial und eine damit verbundene Endothelialisierung konnten Tzoneva et
al. zeigen, dass HUVEC fahig waren auf pordsen PEI-Membranen zu adhérieren und zu prolife-
rieren, wobei die Proliferationsrate im Vergleich zu PET erneut verringert war. [153] Die Unter-
suchung des gleichen Substrates hinsichtlich seiner Himokompatibilitit (Aktivierung des Koagu-
lationssystems, Pldttchenadhédrenz und -aktivierung) ergab durchweg eine verbesserte Thrombo-
genitdt verglichen mit PET, welches zusammen mit PTFE seit Jahrzehnten als Goldstandard fiir
Implantatmaterialien im kardiovaskuliren Anwendungsfeld gilt. [79] An diese Studien
ankniipfend konnten Braune et al. in einer vergleichenden Studie zwischen PEI Membranen und
Filmen zeigen, dass die Thrombogenitit eines Materials stark durch die Art der Prozessierung
beeinflusst werden kann. Hierbei verbesserte sich die Hidmokompatibilitit von PEI-Filmen im
Vergleich zu den Membranen durch eine Verringerung der Oberflachenrauigkeit deutlich. [42]
Kiirzlich wurde ebenso die Immunkompatibilitit der PEI-Filme untersucht. Es konnte wie bei den
Membranen keine nennenswerte Antwort frither Immunmechanismen wie die Aktivierung von
Makrophagen oder des Komplementsystems sowie keine Generierung reaktiver Sauerstoffspezies

aus Vollblut oder inflammatorischer Mediatoren aus Leukozyten nachgewiesen werden. [154]
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Es wird an dieser Stelle deutlich, dass PEI in Form von Filmen nicht nur hinsichtlich seiner Rolle
als Interaktionspartner fiir die Generierung optimierter DNS-basierter Liganden, sondern ebenso
durch seine vergleichbar gute Himo- und Biokompatibilitit ein ideales Kandidatenmaterial fiir
eine spitere Liganden unterstiitzte Endothelialisierung darstellte. Dennoch lagen bisher keine
Daten beziiglich der zytotoxischen Bewertung als auch der Interaktion der speziellen
Prozessierungsform des PEI als Film mit Endothelzellen vor. Dies waren ebenfalls

Fragestellungen, welche im Rahmen des Promotionsprojektes beantwortet werden sollten.

1.7.3. Physikalische Interaktionen zwischen DNS-Aptameren und PEI

Im folgenden Abschnitt werden zundchst die unterschiedlichen Wechselwirkungen vorgestellt,
welche in Zusammenhang mit der Interaktion von Nukleinsduren und Festkorperoberflichen
stehen. Anschlielend erfolgt eine genauere Einschitzung moglicher Wechselwirkungen zwischen
Aptameren und der PEI-Oberfldche. Eine allgemein giiltige Einteilung wirkender Kréfte gestaltet
sich dennoch schwierig, da deren grundlegende Mechanismen sich zum Teil gegenseitig bedingen
bzw. beeinflussen. Von daher wurde die Einteilung nach dem fiir diese Thematik am sinnvollsten

erscheinenden Schema erstellt.

"Schwache" Wechselwirkungen

Zu den schwachen Wechselwirkungen zéhlen jene, die zumeist nur iiber relativ kurze Distanzen
zwischen benachbarten Atomen oder Molekiilen wirksam sind. Dabei sind elektrostatische
Interaktionen zwischen zwei permanenten, einem permanenten und einem induzierten oder auch
zwei induzierten Dipolen (van-der-Waals (vdW) Interaktionen) zu nennen. Die bei diesen
Interaktionen frei werdende Energie bewegt sich in wissriger Umgebung im Bereich von 4 - 20
kJ/mol und ist damit deutlich geringer als bei kovalenten Einzelbindungen. (200 - 400 kJ/mol)
Dieser Umstand bringt es auch mit sich, dass diese Formen physikalischer Interaktionen bei
physiologischen Temperaturen (25 - 37 °C) vergleichsweise schwach und kurzlebig sind. In
biologischen Systemen wirken daher oft multiple physikalische Interaktionen zusammen, um
stabile und spezifische intra- bzw. intermolekulare Assoziationen zwischen Makromolekiilen
herzustellen. Dieses Prinzip der multivalenten Interaktion ist beispielsweise fiir die spezifische

Konformation von Proteinen oder die selektive Ligandenbindung essentiell.

Interaktionen zwischen zwei Molekiilen mit permanentem elektrischen Dipol (sog. Dipol-Dipol-
WW) sind spezifische und gerichtete Interaktionen zwischen gegenteilig partial geladenen
Molekiilteilen. Thre Stirke ist von der Entfernung und relativen Orientierung der Dipole zuein-
ander abhingig und liegt in wissriger Umgebung im Bereich von ~2 kJ/mol. Der Dipol innerhalb
eines Molekiils entsteht durch Unterschiede in der Elektronegativitidt aneinander gebundener
Atome, wobei das elektronegativere Element die Bindungselektronen an sich heranzieht und somit
ein statisches Dipolmoment hervorruft, welches die kovalente Bindung polarisiert. In der richtigen
Orientierung und unmittelbaren Nédhe zueinander konnen solche polarisierten Gruppen schwache
elektrostatische Interaktionen miteinander eingehen. Einen Sonderfall dieser Form der Interaktion

stellen Wasserstoffbriickenbindungen dar, welche weiter unten gesondert betrachtet werden.
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Bei vdW Interaktionen handelt es sich um eine induzierte Wechselwirkung zwischen nicht-
kovalent verbundenen Atomen ohne permanenten Dipol. Anfianglich hervorgerufen wird dieses
Phénomen durch zufillige Fluktuationen in der Elektronendichte des einen Atoms, welche sich auf
ein anderes Atom {iibertragen und gegenseitig synchronisieren. Dadurch bauen diese Atome eine
elektrostatische Anziehung auf, welche mit der zwischen gegenteilig ausgerichteten permanenten
Dipolen vergleichbar ist. Jedoch ist diese Wechselwirkung nicht gerichtet und der frei werdende
Energiebetrag mit <1 kJ/mol deutlich geringer. Die Stirke von vdW Interaktionen hingt in hohem
Mafe vom Abstand der jeweiligen Atome/Molekiile zueinander ab. Das heisst, sie sind maximal,
wenn der Abstand duferst gering ist. Kommen sich die Interaktionspartner allerdings zu nahe
erfolgt eine Repulsion durch die negative Ladung ihrer jeweiligen &uBeren Elektronenhiillen.
Befinden sich zwei Atome in exakter Balance zwischen Anziehung und Repulsion spricht man
von vdW-Kontakt zwischen ihnen. Der internukleare Abstand setzt sich hierbei aus der Summe
beider vdW-Radien zusammen und entspricht i.d.R. etwa dem doppelten Abstand einer
entsprechenden kovalenten Bindung. Von besonderer Bedeutung ist, dass sich vdW Interaktionen
stets additiv, anziehend und proportional zur Kontaktfliche verhalten. Demnach ist fiir die
Ausbildung multipler Interaktionen zwischen groferen Molekiilen die Konformation ein

entscheidender Faktor, da sich die Atome so weit wie moglich annédhern miissen.

Ionische Wechselwirkungen

Ionische Wechselwirkungen stellen ebenso eine Form elektrostatischer Interaktion dar, mit dem
Unterschied, dass sie ungleich stirker und weitreichender sind als bei den bereits beschriebenen
"schwachen" Interaktionen. Anders als bei Dipol-Wechselwirkungen sind rein ionische
Interaktionen nicht gerichtet. Vielmehr bildet sich um ein Ion ein gleichmiBig ausgeprigtes
elektrostatisches Feld aus, welches eine Anziehung auf gegenteilige Ladungen ausiibt. Ein
gerichteter Charakter tritt lediglich bei der Beteiligung eines oder mehrerer Dipole an der
Interaktion auf. (Ion-Dipol Interaktion) Die Stirke einer ionischen Interaktion ist mit 100 - 350
kJ/mol durchaus mit einer kovalenten Bindung vergleichbar. Da die Wechselwirkung jedoch stark
von der Permittivitit des umgebenden Mediums abhingt, liegt der Energiegewinn in wéssriger
Umgebung deutlich niedriger. In biologischen Fluiden sind in freier Form héufig einfache
Kationen wie K*, Na", Ca®" und Mg*" als auch Anionen wie CI” anzutreffen. Diese bewegen sich
nicht komplett frei in der Losung, sondern sind stets hydratisiert. Die vergleichsweise grofie
Menge an bei der Hydratisierung frei werdender Energie ist ein Grund fiir die gute Loslichkeit von
Ionen in Wasser. Ebenso schirmt der Kéfig aus Wassermolekiilen gegenteilig geladene Ionen

voneinander ab und verhindert ihre erneute Assoziation.

Hydrophobe Wechselwirkungen

Hydrophobe Molekiile bzw. Molekiilteile die weder eine Ladung noch ein Dipolmoment auf-
weisen und demnach auch nicht hydratisiert werden konnen, lagern sich in wissrigen Losungen
zusammen. Die fiir diesen Mechanismus verantwortliche, treibende Kraft begriindet sich aus der
Energie, welche benétigt wird, um ein hydrophobes Molekiil von Wassermolekiilen zu umgeben.
Da das Molekiil keine direkten Interaktionen mit dem Wasser eingehen kann, zwingt es die

umgebenden Wassermolekiile einen starren Kéfig um das hydrophobe Molekiil zu bilden. Als
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Resultat wird eine bestimmte Anzahl von ihnen an den hydrophoben Kontaktflichen in eine entro-
pisch ungiinstige hohere strukturelle Organisation gezwungen. Durch eine Zusammenlagerung
hydrophober Molekiile wird die Kontaktfliche verringert und mit ihr auch die Anzahl in der
Bewegung eingeschrinkter Wassermolekiile, was sich wiederum in einem Entropiegewinn &uf3ert.
Dariiber hinaus konnen hydrophobe Molekiile in unmittelbarer Nidhe zueinander ebenfalls sehr

schwache vdW Interaktionen ausbilden, was ihre Zusammenlagerung zusétzlich unterstiitzt.

Wasserstoffbriickenbindung

Bei der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen handelt es sich im eigentlichen Sinn um
eine elektrostatische Dipol-Dipol-Interaktion, welche ausschlieBlich bei der Bindung von
Wasserstoff an eines der vier elektronegativsten Elemente (F, O, N, Cl) auftritt. Unter diesen
Voraussetzungen ist das Wasserstoffatom fahig zusitzlich zur kovalenten Bindung an sein
elektronegatives Donoratom eine weitere schwache Interaktion zu einem ebenfalls
elektronegativen Akzeptoratom einzugehen. Hierbei muss das Akzeptoratom ebenfalls iiber
mindestens ein freies Elektronenpaar auf seiner duBleren Schale verfiigen, welches durch die
partiell positive Ladung des Wasserstoffes angezogen wird. Die in biologischen Systemen
entscheidenden Donor- und Akzeptoratome sind meist N oder O, wobei hiufig vorkommende
Amino- oder Hydroxylgruppen durch ihre polare Bindung in der Regel immer an H-Briicken
beteiligt sind. Die Lange einer Wasserstoffbriicke liegt, abhéngig vom Donor/Akzeptoratom, etwa
im Bereich von 3 A und ist damit in der gleichen GroBenordnung wie vdW-Interaktionen. Da H-
Briicken genau wie andere elektrostatische Dipol-Dipol-Interaktion gerichtet sind, ist ihre Stérke
von der Orientierung zwischen Donor, Wasserstoff und Akzeptor abhidngig. Am stirksten sind sie,
wenn alle beteiligten Atome linear ausgerichtet sind. Die frei werdende Energie kann in wéssriger
Umgebung bis zu 5 kJ/mol betragen, was gewdhnliche Dipol-Dipol-Interaktionen deutlich
iibersteigt. Mit steigender Nonlinearitit verringert sich auch die Stirke der Interaktion. Dennoch
ist es nicht uniiblich, dass mehrere nicht-lineare H-Briicken eine bestimmte Molekiilkonformation
stabilisieren, da sich die physikalischen Interaktionen stets nach dem Prinzip der Multivalenz

aufsummieren.

Wechselwirkungen zwischen delokalisierten n-Systemen

Interaktionen zwischen delokalisierten m-Systemen zweier Molekiile sind immer als eine Uber-
lagerung verschiedener wechselwirkender Kréfte zu betrachten. Das durch Hunter und Sanders et
al. postulierte elektrostatische Modell beschreibt aromatische Systeme sehr anschaulich als positiv
geladene o-Rahmen zwischen zwei negativ geladenen n-Elektronenwolken. [99] Interaktionen
zwischen diesen Systemen beruhen jedoch nicht auf attraktiven Wechselwirkungen zwischen zwei
n-Systemen sondern treten vielmehr dann auf, wenn die attraktiven Krifte zwischen der
n-Elektronenwolke des einen Systems und dem o-Geriist des anderen die repulsiven Krifte
zwischen den m-Elektronen zwischen beiden Systemen iiberwiegen. Die Energie der Interaktion
setzt sich hierbei mafigeblich aus elektrostatischen, dispersen und repulsiven Komponenten
zusammen. Die Geometrie der m-m-Interaktionen wird durch die elektrostatische Komponente
bestimmt, jedoch beruhen die energetischen Aspekte ebenso auf den anderen Faktoren. Dieses

weithin anerkannte Modell schlussfolgert, dass je groer die Repulsion zwischen zwei n-Systemen
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ist, desto positiver und damit unvorteilhafter ist die elektrostatische Interaktionsenergie. [99, 100]
In dieser Betrachtung spielen Einfliisse gebundener Substituenten ebenso eine grofle Rolle.
Substituenten konnen einen groen Einfluss auf die m-Elektronenwolken eines Aromaten haben
und damit auch auf die Interaktion zwischen n-Systemen wechselwirkender Molekiile. [155] Dies
betrifft nicht nur die Stirke der elektrostatischen Repulsion zwischen den m-Elektronenwolken,
sondern ebenso direkte m-Atom-Wechselwirkungen zwischen Substituenten des einen Rings mit
der m-Elektronenwolke des anderen. Elektronenschiebende Substituenten an einem der
interagierenden Molekiile bewirken eine Erhohung der negativen Ladungsdichte in der w-
Elektronenwolke und somit eine gesteigerte Repulsion zwischen zwei interagierenden

aromatischen Systemen. Elektronenziehende Substituenten haben einen gegenteiligen Effekt. [99]

Hinsichtlich einer bevorzugten Konfiguration von zm-Systemen zueinander zeigte sich durch
vergleichende Versuche zwischen Benzolen und substituierten Varianten, dass eine Sandwichkon-
figuration (face-to-face) meist bevorzugt ist. Jedoch ist diese in der Regel verschoben, da bei
vollstiandiger Uberlappung die Repulsion zwischen den n-Elektronenwolken maximal und damit
energetisch ungiinstig ist. [155] Eine parallel verschobene Konfiguration wird unabhingig vom
Substituierungsgrad bevorzugt, weil die Repulsion bei der Verschiebung stirker abnimmt, als sich
die Interaktion durch andere Faktoren wie Dispersion und Elektrostatik verringert. Unter der Ein-
wirkung verschiedener Substituenten zeigte sich, dass substituierte Benzole in verschobener
Sandwichkonfiguration konsequent besser miteinander interagieren. Hierbei waren elektro-
statische Interaktionen erneut durch elektronenziechende Substituenten begiinstigt. Griinde dafiir
waren eine leicht positivere Ladung es Rings und eine damit verbundene Erhéhung der Attraktivi-
tit von m-o-Interaktionen. Auflerdem bewirkte die reduzierte Ladungsdichte der m-Elektronen-

wolke eine verringerte Repulsion.

Die Einfiihrung polarisierender Heteroatome, wie es bei den Nukleotidbasen durch Stickstoff der
Fall ist, filhren innerhalb des Ringsystems zu Verdnderungen der molekularen Ladungsverteilung.
Im Zusammenspiel mit gebundenen Substituenten bewirkt dies zum Teil deutlich ausgeprigte
Bereiche mit nukleo- sowie elektrophilem Charakter. In solchen Systemen dominieren Inter-
aktionen zwischen partiell gegenteilig geladenen Atomen, als auch Atom-m Interaktionen
zwischen einem partiell positiv geladenen Atom und der n-Elektronenwolke eines anderen
aromatischen Systems. In Hinsicht auf Nukleotidbasen sind bei den Purinen Bereiche mit
negativem Ladungspotenzial deutlich stirker ausgeprigt als bei den Pyrimidinen, welche bei der

molekularen Ladungsverteilung eher einen Dipol aufweisen. [100, 156]

Metallionen im umgebenden Medium haben keinen Einfluss auf die Geometrie der n-n-Inter-
aktion. Allerdings konnen sie ihre Stdrke beeinflussen. Durch Lokalisierung einer starken
positiven Ladung in unmittelbarer Nidhe zu einem ©-System kann eine schwache elektrostatische
Anziehung entstehen, welche wiederum zu vorteilhaften Interaktionen mit m-Elektronen eines
anderen aromatischen Systems fiihrt. Hierbei gilt, je groBer die positive Ladung des Metallions,

desto stérker ist die Interaktion mit den n-Systemen. [99]

Das Zusammenspiel zwischen n-Interaktionen und der Ausbildung von H-Briicken ist bisher nur
in Ansétzen untersucht. Erste Studien und quantenmechanische Berechnungen von relativ wenig

komplexen Systemen mit Pyrimidin und verschiedenen substituierten Benzolen unter idealisierten
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16sungsmittelfreien Bedingungen weisen darauf hin, dass paralleles Stacking die Féhigkeit als
H-Briickenakzeptor zu fungieren erhoht und dieser Effekt fiir elektronenschiebende Benzol-
substituenten groBer war. [157] Das heisst, umso repulsiver die elektrostatische Interaktion
zwischen den 7-Systemen war, desto grofer war die Fahigkeit H-Briicken zu bilden. Das gleiche
Ergebnis zeigte sich bei der Betrachtung gestapelter Basen in DNS und der Untersuchung von
Cytosin in Wechselwirkung mit substituierten Benzolen, wobei im letzten Fall lediglich die
Bindungsfdhigkeit des exozyklischen Sauerstoffes erhoht war. [100] Als Begriindung wurde die
erhohte repulsive Interaktion postuliert, wobei die Elektronendichte und damit negative Ladung
durch Ladungstransfer am Akzeptoratom erhoht und so die Fiahigkeit das Proton in einer

H-Briicke an sich zu binden verstirkt wurde.

Konzept der multivalenten Interaktion

Das Konzept der multivalenten Interaktion basiert auf der simultanen Interaktion multipler
bindender Valenzen eines Molekiils (oder einer Grenzflache) mit korrespondierenden bindenden
Gruppen eines anderen Molekiils durch die Kombination schwacher intermolekularer nicht-
kovalenter WW. [158, 159] In vielen biologischen Systemen dienen solche multivalenten WW
dazu, im Rahmen von Erkennungs- oder Signalprozessen, ausgeprégte und reversible Bindungen
zwischen zwei Molekiilen zu ermdglichen, deren additive Bindungsstérken kovalenten Bindungen
mitunter sehr nahe kommen. [160] Hierbei ist es nicht selten der Fall, dass die Bindung eines
Liganden die Bindungsaftinitét eines weiteren Rezeptors fiir einen weiteren Liganden an derselben
Entitit erhoht. (sog. Cluster Effekt) [161] Die WW zwischen den betreffenden Molekiilen sind in
diesem Fall synergistisch und stirker als die Summe der Bindung korrespondierender
monovalenter Liganden. Welche Mechanismen dieser positiven Kooperativitidt zu Grunde liegen
wird momentan intensiv diskutiert. Eine erhdhte Rezeptoraffinitét fiir die Bindung eines weiteren
Liganden wird hierbei einer Erhohung der lokalen Ligandenkonzentration sowie einer
erleichterten solvatisierungsbedingten Zunahme der Entropie durch die direkte Verkniipfung von
Liganden zugeschrieben, womit die Interaktion quasi intramolekular stattfinden wiirde. [159]
Multiple Interaktionen zwischen zwei Molekiilen sind jedoch nicht automatisch mit Kooperativitét
gleichzusetzen. Ebenso konnen sich die Interaktionsenergien von nicht-kovalenten
Mehrfachbindungen unkooperativ addieren oder auch einen interferierenden Effekt besitzen, so
dass die Affinititen weiterer Rezeptoren mit jeder Ligandenbindung abnehmen. Die exakte
Beschreibung multivalenter Bindungsvorginge gestaltet sich bei biologischen Systemen im
Allgemeinen schwierig, da diese meist nicht ausreichend definiert sind und die Anzahl
interagierender Valenzen unbekannt ist. [158] Dennoch bildet diese Form der Interaktion die

Grundlage der hochaffinen und selektiven Bindung von Aptameren an ihre Zielstruktur.

Beim Screening nach bindenden DNS-Aptameren gegen die Oberflache von PEI-Filmen wiirden
die Nukleinsdurebasen nach dem o.g. Konzept als gekoppelte Liganden fiir die Interaktion mit der
polymeren Grenzfliche wirken. Durch die repetitiven Selektionsschritte sollten sich mit
voranschreitender Selektion in ihrer Basensequenz optimiert multivalent interagierende Aptamere
anreichern, welche deutlich ausgeprigtere WW mit der Polymeroberfliche eingehen kénnen als es

die unselektierten Sequenzen der Ausgangsbibliothek vermdgen.
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Mechanismus der Aptamer-PEI Interaktion

Zur Beschreibung der physikalischen Bindung eines Oligonukleotids an die PEI Oberflidche wird
zundchst der initiale Zustand der beteiligten Bindungspartner vor der eigentlichen Interaktion
betrachtet. Unter wéssrigen Bedingungen sind zundchst entropisch getriebene Solvatisierungs-
effekte sowie Wechselwirkungen zwischen den Oligonukleotiden vorherrschend. Der hydrophobe
Charakter der Nukleotidbasen lésst hierbei alle noch stabilen Variationen zu, solange der Kontakt
zum umgebenden polaren Losungsmittel vermieden werden kann. Dieser entropisch getriebene
Prozess bringt die gefalteten Aptamere dazu, eine minimal hydrophobe Form einzunehmen. Das
heisst, die hydrophoben Basen werden nach Mdglichkeit vor dem polaren Losungsmittel
abgeschirmt und das polare Phosphatriickgrad hin zur wissrigen Phase ausgerichtet. [156] Da es
sich bei den Aptameren nicht um thermodynamisch starre Strukturen handelt, ist ebenso
anzunehmen, dass sie sich Entropie getrieben teils zu lockeren unorganisierten Aggregaten zusam-
menlagern. Im Puffer enthaltene mono- und divalente Metallionen wirken bei diesem Vorgang
unterstiitzend, da sie mit dem anionischen DNS-Riickgrat assoziieren und so die Coulomb Repul-
sion durch die negativen Ladungen kompensieren. Dies gilt sowohl fiir eine Anndherung unterein-
ander, als auch fir die an eine Festkdrperoberfliche. In biologischen Systemen machen sich
beispielsweise DNS bindende Proteine die multiplen negativen Ladungen zu Nutze, um wiederum
mit ihren vielen (partial) positiven Ladungen iiber das Riickgrat den Kontakt zur DNS herzu-
stellen. Fiir eine selektionsgetriebene und damit von der Basensequenz der Aptamere abhingige
optimierte Bindung an PEI war, wie bereits angesprochen, eine ausgeprégte Interaktion des DNS-
Riickgrats mit der PEI-Oberfliche zu vermeiden. Dennoch waren im Puffersystem der in vitro
Selektion Metallionen wie K*, Na™ und Mg”" nétig, da sie entscheidend zur Stabilisierung von
Aptamerkonformationen beitragen und dariiber hinaus langreichweitige elektrostatische

Interaktionen zur initialen Rekrutierung der Aptamere an die PEI-Oberflache fordern.

Fiir die PEI Oberfldche ist anfangs aufgrund der multiplen partial negativ geladenen Carbonyl-
gruppen makroskopisch ein leicht negatives Oberflachenpotenzial anzunehmen, so dass im Puffer
enthaltene Kationen iiber lon-Dipol-Interaktionen mit der PEI-Oberfléche in Kontakt stehen. [99]
Dennoch ist der aromatische Charakter vorherrschend, wodurch die Polymeroberfliache nur gering
hydratisiert vorliegt und der Kontakt mit den vergleichsweise hydrophoben Nukleotidbasen

entropisch begiinstigt ist.

Es ist anzunehmen, dass bei der Interaktion von einzelstrdngiger DNS mit einer festen Oberflache
vergleichbare Mechanismen ablaufen, wie es bei der Proteinadsorption der Fall ist. [23, 96, 162]
Der erste Schritt bei der Interaktion von Aptameren mit der PEI-Oberfldche wire das "Einfangen"
der in Losung befindlichen DNS {iber elektrostatische Krifte, welche eine hohere Reichweite
besitzen. Hierbei wiirden an der Materialoberfliche bzw. am DNS-Riickgrat assoziierte Metall-
ionen eine entscheidende Rolle spielen. Dieser Vorgang wire ebenso energetisch begiinstigt, da er
durch Assoziation hydrophober Komponenten mit einer Erhéhung der Entropie verbunden wire.
Umso ndher die Aptamere der Polymeroberfliche kommen, desto groBer wird der Einfluss
attraktiver "schwacher" Wechselwirkungen zwischen der chemischen Struktur des PEIs und den
verschiedenen Nukleotidbasen der DNS. Dieser Vorgang kann mit einer Konformationséinderung

der Aptamere verbunden sein, da die zuvor vor dem polaren Losungsmittel abgeschirmten hydro-
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phoben Basen nun mit der ebenfalls hydrophoben PEI-Oberfldche in engen Kontakt treten und
weitere physikalische Interaktionen eingehen koénnen. Im direkten Kontakt mit der PEI-Oberfléche
kommt es iiber "schwache" Wechselwirkungen zu spezifischeren Interaktionen einzelner Basen
bzw. chemischer Komponenten mit ebensolchen des PEI. Hierbei kdnnen alle beschriebenen Inter-
aktionsmdglichkeiten zwischen den Nukleotidbasen und PEI additiv zur Stabilisierung eines
Aptamers beitragen, wobei elektrostatische Dipol-Dipol- (z.B. H-Briicken) und Interaktionen
zwischen delokalisierten n-Systemen (n-m-, t-c und n-Atom-Wechselwirkungen) am wahrschein-

lichsten sind.

Grundzustand in polarem Lésungsmittel
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Abbildung 6. Schematische Ubersicht des Mechanismus der Aptamer-PEI Interaktion

Begriindet wird dies anhand der chemischen Strukturen der Interaktionspartner. PEI verfiigt iiber
eine Vielzahl partiell negativ geladener Sauerstoffatome der Carbonylgruppen, welche ebenso wie
die Sauerstoffe der Etherbriicken {iiber ihre freien Elektronenpaare als mdgliche H-
Briickenakzeptoren wirken konnen. Gleichzeitig ziehen die Carbonylgruppen iiber einen (-M)-
Effekt Elektronendichte aus dem aromatischen System ab, was zu einer Verringerung der elektro-
statischen Repulsion sowie einer leicht positiveren Ladung des o-Rings fiihrt und damit moglichen
Interaktionen zwischen m-Systemen zutrdglich ist. [99, 155] Die Nukleotidbasen weisen auf der

anderen Seite eine Vielzahl funktioneller Gruppen auf, welche als H-Briickendonoren als auch
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Akzeptoren dienen konnen. Allem voran sind hier primdre und sekunddre Aminogruppen von
Bedeutung. Diese konnten iiber Dipol-Dipol-WW in direkten Kontakt mit der PEI-Oberflache
treten. Guanin wire hierbei als einzige Nukleotidbase in der Lage, zwei Wasserstoffe fiir die Aus-
bildung von H-Briicken zur Verfiigung zu stellen. Hinsichtlich moglicher n-n-Wechselwirkungen
wiirden abgesehen von Thymin alle Basen durch ihre substituierte primiare Aminogruppe ((+M)-
Effekt) eine verstirkte Repulsion aufweisen, was sich nach den oben genannten Erkenntnissen
positiv auf die Ausbildung von H-Briicken, jedoch nachteilig auf n-m-Wechselwirkungen aus-
wirken wiirde. Besonders davon betroffen sind Purine, da die h6here Anzahl von Heteroatomen

die negative Ladungsdichte zusétzlich erhdht.

Eine exakte Voraussage, welche Sequenzabfolge von Nukleotidbasen am besten mit der PEI-
Oberflache interagieren kann, ist an dieser Stelle nicht moglich und unterstreicht die
Notwendigkeit eines Screenings nach optimiert bindenden DNS-Liganden. Hierbei sollten
bestimmte Nukleotidbasen oder Kombinationen von ihnen stirker ausgeprégte Interaktionen mit
der Polymeroberflache eingehen konnen als andere und sich somit im Laufe der in vitro Selektion
Liganden mit optimierter Basenabfolge (Bindungsmotiv) fiir eine maximal multivalente

Wechselwirkung herauskristallisieren.
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2. MOTIVATION UND ZIELE DER DISSERTATION

Synthetische Gefd3-Bypédsse sind in der klinischen Praxis oftmals mit einem im Vergleich zu
autologen Gefiflen erhohten Risiko fiir Komplikationen verbunden. Als eine der Hauptursachen
fiir das Versagen der Implantate wird eine unzureichende Himokompatibilitit der artifiziellen
Oberfldche diskutiert. Von den zahlreichen Konzepten zur Verringerung der Thrombogenitét stellt
die Generierung einer natiirlichen anti-thrombogenen Schicht durch Besiedlung mit autologen
Endothelzellen die vielversprechendste Strategie dar. Die Generierung einer funktionell
konfluenten und scherresistenten Endothelzellschicht gestaltet sich jedoch auf den meisten
synthetischen Oberflichen schwierig, da diese aufgrund ihrer physikalisch-chemischen

Eigenschaften keine ausreichend stabile Endothelialisierung erlauben.

Strategien fiir eine Verbesserung der Endothelialisierung artifizieller Biomaterialoberflichen
beruhten in der Vergangenheit auf der Immobilisierung komplexer zellbindender Liganden in
Form von makromolekularen EZM-Komponenten. [55] Modernere Endothelialisierungsstrategien
gehen heute mehr in Richtung einer zellselektiven Rekrutierung durch die Verwendung
niedrigmolekularer, optimierter Liganden, welche entweder in Form von Peptiden zellbindende
Motive aus Makromolekiilen der EZM nachahmen [62, 63], als monoklonale Antikdrper gegen
Oberflichenmarker der Zellen gerichtet sind [66-68] oder nach dem Prinzip der optimierten
Multivalenz durch Screeningverfahren der in vitro Selektion speziell fiir die Zellerkennung und
Bindung generiert wurden. [70-72] Besonders durch Screeningstrategien generierte Liganden wie
Peptide und Aptamere besitzen durch ihre hohe Selektivitit und Affinitdt groBes Potenzial, eine
effektive Endothelialisierung zu erreichen. Fiir die effektive Funktionalisierung einer Oberflache
kommt fiir diese niedermolekularen Liganden in der Regel nur eine kovalente Immobilisierung in
Frage, da ihnen anders als bei Makromolekiilen eine hohe Anzahl an Valenzen fiir eine stabile
physikalische Interaktion mit der Matrix fehlen. Verfahren der kovalenten Immobilisierung
konnen sich jedoch negativ auf die spiatere Anwendung in biologischen Systemen auswirken. Es
besteht die Gefahr einer Alterierung vorteilhafter physikalisch-chemischer Eigenschaften der
Oberflichenchemie des Materials oder einer deutlich verringerten bzw. verdnderten biologischen
Aktivitdt der Liganden. [49, 50, 56, 57] Dies kann zu unvorhersehbaren Reaktionen des
biologischen Systems fiihren, im schlimmsten Fall zu einem Versagen des Implantates. Ebenso
miissen als Voraussetzung fiir eine kovalente Anbindung stets geeignete Funktionalititen zugegen
oder induzierbar sein, was sich bei einigen Materialien schwierig gestaltet, ohne vorhandene

positive Grenzflicheneigenschaften nachhaltig zu verdndern.

Eine Alternative zur kovalenten Immobilisierung ist die Verwendung ebenso optimierter, an das
Substrat bindender Liganden. Solche fiir die Bindung an die Materialoberfliche optimierten
Molekiile nutzen verschiedene Formen nicht-kovalenter physikalischer Interaktionen mit dem
Substrat, um nach dem Prinzip der Multivalenz eine stabile Oberflichenfunktionalisierung zu
erreichen. Da sich die Vorhersage der chemischen und strukturellen Eigenschaften solch
optimierter Liganden schwierig gestaltet, ist das Screening von Molekiilbibliotheken mit hoher
Diversitit ein addquates Mittel fiir deren Generierung. [93, 94] Hierfiir bieten sich Verfahren der
in vitro Selektion an, wobei auf Nukleinsduren basierende Aptamere durch die hohere Diversitét
innerhalb kombinatorischer Bibliotheken und des geringeren Risikos immunologischer bzw.

interferierender Reaktionen klare Vorteile gegeniiber Peptiden besitzen. [95] Mit Hilfe der
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Aptamertechnologie, welche bereits fiir die selektive Erkennung und Bindung verschiedenster
Zielstrukturen eingesetzt wurde, steht eine Methode zur Verfligung optimierte DNS-Liganden
gegen polymere Oberflichen zu generieren und auf deren Basis eine rein auf physikalischen
Interaktionen beruhende Strategie zur Verbesserung der Endothelialisierung zu entwickeln.

Die hier vorgestellte Dissertation wurde von der Frage motiviert, ob die Adaptierung einer auf
Nukleinsduren basierenden in vitro Selektionsstrategie (SELEX) fiir die Generierung multivalent
bindender DNS-Aptamere gegen Polymer basierte Biomaterialoberfldchen, im Speziellen gegen
PEI-Filme als Modellpolymer, moglich ist. Weitergehend sollte ergriindet werden, welche
physikalischen Interaktionen zwischen Nukleinsdurebasen und Polymeroberfliche mafigeblich bei
der Selektion von Bindungsmotiven entscheidend sind und ob durch die Aptamer vermittelte
nicht-kovalente Immobilisierung eines niedrigmolekularen, zellbindenden Liganden eine
Verbesserung der Endothelialisierung von Polymeroberflichen hinsichtlich der initialen Adhirenz

und Scherresistenz erreicht werden kann.
Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden folgende Ziele formuliert:

[. Design und Etablierung eines fiir polymere Festkorperoberflichen geeigneten in vitro
Selektionsverfahrens und Screening nach PEI bindenden DNS-Aptameren im Rahmen der
SELEX.

II. Charakterisierung der Aptamerbindung auf PEI hinsichtlich Verteilung, Dichte und Stabilitét
sowie weitergehende Analyse isolierter Bindungsmotive in Korrelation mit den
Grenzflicheneigenschaften des PEI, zur Aufklarung wirkender physikalischer Interaktionen

und des Bindungsmechanismus.

III. Anwendung der PEI bindenden Aptamere in vitro fiir die nicht-kovalente Immobilisierung
eines zellbindenden Liganden zur Verbesserung der initialen Zelladhidrenz und Scherresistenz

von humanen Endothelzellen.
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II1. STRATEGIE UND KONZEPT

3. STRATEGIE UND KONZEPT

Die vorgestellte Dissertation beinhaltet die Etablierung eines auf Nukleinséduren basierenden in
vitro Selektionsverfahrens auf Basis der SELEX-Methode zur Generierung von DNS-Aptameren,
welche iber multivalente physikalische Interaktionen an Polymeroberflichen binden. Dabei
erfolgt die Charakterisierung der Wechselwirkungen selektierter Aptamermotive als auch der
Interaktion von Endothelzellen mit der polymeren Matrix ausgehend von der makro- iiber die
mikro- bis hin zur nanoskaligen bzw. molekularen Ebene, unter Betrachtung der in den jeweiligen
GroBenordnungen wirkenden physikalischen Krifte. Dies wird anschlieend in einem Machbar-
keitsnachweis, in dem die in vitro Anwendung dieser Aptamere fiir die nicht-kovalente Immobili-
sierung eines zellbindenden Liganden zwecks Verbesserung der initialen Endothelzelladhédrenz

und -scherresistenz gepriift.

Grenzflichencharakterisierung der PEI-Filme

makro-, mikro- und nanoskopische Ebene

Biologische Evaluierung der PEI-Filme

Biokompatibilitit & Endothelialisierungspotenzial

Aptamergenerierung gegen PEI-Filme Oberfliche

in vitro Selektion & Analyse der Bindungsmotive

Abbildung 7. Strategische Vorgehensweise bei der Umsetzung des Dissertationsvorhabens.

Da die physikalisch-chemischen Oberfldcheneigenschaften von Biomaterialien einen direkten
Einfluss auf Interaktionen mit anderen Molekiilen bzw. Zellen und damit auf die Biokompatibilitét
haben, sollte in einem ersten Schritt die Grenzfliche des Modellpolymers eingehend untersucht
werden, um auf diese Weise grundlegende Informationen iiber dessen Oberflicheneigenschaften
zu erlangen. Das polymere Biomaterial sollte, in Anlehnung an die prominentesten nicht-
kovalenten Interaktionsmoglichkeiten von Nukleinsdurebasen, multivalente physikalische
Interaktionen zulassen, jedoch ebenso starke attraktive bzw. repulsive Wechselwirkungen mit dem
Phosphatriickgrat der Oligonukleotide vermeiden. Von daher sollte das Polymer aufgrund seiner
Oberflachenkomposition fahig sein Dipol-Dipol Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken-
bindungen als auch =n-m-Interaktionen eingehen zu konnen, jedoch unter physiologischen
Bedingungen keine positiven (Partial)Ladungen oder negative Ladungen aufweisen. Die
Topographie sollte in einer zu gefalteten Aptameren vergleichbaren GréBenordnung von wenigen
Nanometern liegen, um ausgeprigte multivalente Interaktionen zu ermdglichen, wobei eine
hydrophobe Oberfliche diese Wechselwirkungen zusitzlich begiinstigen und die Selektion
bindender Liganden forcieren wiirde. Die Ermittlung der Grenzfldcheneigenschaften des
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Modelpolymers sollte sowohl auf Ebene einer mdglichen Interaktion mit DNS-Aptameren im
Nanometer bzw. molekularen Bereich als auch auf Ebene einer Interaktion zwischen
Polymeroberfliche und Endothelzellen in der mikro- und makroskopischen Ebene erfolgen. Diese
Erkenntnisse sind von fundamentaler Bedeutung fiir die finale Beurteilung der PEI-Filme als
Kandidatenmaterial und somit essentieller Bestandteil fiir die Realisierung des ersten formulierten
Zieles der Dissertation. Ebenso sollte dieses Wissen mit den spiteren Resultaten der biologischen
Validierung sowie der als zweiten Meilenstein formulierten Analyse bindender Aptamermotive
korreliert werden. Fiir die Oberflichencharakterisierung der PEI-Filme sollten nach Moglichkeit
analytische Methoden gewdhlt werden, welche eine Untersuchung in wéssriger Umgebung

erlauben, da die Interaktion mit Zellen und DNS in diesem Milieu stattfindet.

Nach der Charakterisierung des Polymersystems an seiner Grenzfldche sollte in Vorbereitung auf
die in vitro Machbarkeitsstudie (Meilenstein 3) ebenso eine biologische Evaluierung des
Substrates durchgefiihrt werden. Diese wiirde eine zytotoxische Bewertung und eine Einschéitzung
des Endothelialisierungspotenzials fiir das verwendete Modellpolymer beinhalten. Da eine
unzureichende Zelladhdrenz und Scherresistenz héufig in Kombination mit der Thrombogenitét
einer Oberfliche Ausloser fiir das spitere Versagen eines Implantates sind, sollte die
Untersuchung den gesamten Zeitraum der Endothelialisierung beginnend mit der initialen
Adhérenz bis hin zu einem funktionell geschlossenen Endothelzelllayer einschlieen und in einem
statischen als auch dynamischen in vitro Endothelialisierungsmodell durchgefiihrt werden. Die
Zellen sollten eingehend hinsichtlich ihres proliferativen, funktionellen und inflammatorischen
Aktivierungszustandes als auch ihrer Interaktion mit dem unterliegenden Substrat untersucht

werden.

Fiir die im ersten Ziel der Dissertation beschriebene Generierung optimierter, iiber multivalente
physikalische Interaktionen, an PEI bindender Aptamerliganden sollte initial eine geeignete
kombinatorische DNS-Bibliothek mit &dquimolarer Basenverteilung nach Kriterien -einer
ausreichenden Selektivitit und Quantitdt bei der Amplifikation generiert werden. Da die Effizienz
der Anreicherung bindender Aptamere aus der DNS-Bibliothek wéhrend der SELEX stark von der
Stringenz der Bindungsbedingungen innerhalb der Selektionsrunden abhidngt, sollte diese zur
Forcierung der Selektion bindender Aptamersequenzen im Verlauf der in vitro Selektion stetig
gesteigert werden. Dies beinhaltet die Verschiebung des Verhéltnisses zwischen DNS und der
angebotenen Polymerfliche (Zielstruktur), die Verkiirzung der Inkubationszeit sowie die
Ausdehnung von Waschschritten. Ebenso wird nach den initialen Selektionsrunden ein
Priselektionsschritt vor dem eigentlichen Selektionsschritt eingefiihrt, um der Anreicherung von
unselektiv an verwendete Materialien der Laborgefile oder Polymeren mit &hnlichen
Oberflacheneigenschaften, jedoch anderer chemischer Zusammensetzung, entgegenzuwirken. Die
Anpassung der beschriebenen Selektionsbedingungen sollte hierbei mit der quantitativen
Uberwachung des Selektionsfortschrittes verkniipft und bereits wihrend der in vitro Selektion
durchgefiihrt werden. Der iterative Prozess aus Selektion und Amplifikation wird bei der SELEX
so lange durchgefiihrt, bis eine deutlich gesteigerte Bindung im Vergleich zur Startbibliothek
erkennbar ist und eine Séittigung der Polymeroberfliche mit bindenden Liganden angenommen
werden kann. Im Anschluss an die in vitro Selektion sollte, zum Erreichen des zweiten Ziels, die

Oberflachenfunktionalisierung mit bindenden DNS-Aptameren hinsichtlich Verteilung, Dichte
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und Stabilitdt in Abhéngigkeit verschiedener Selektions- und Zellkulturbedingungen untersucht
werden, um den Einfluss von Metallionen und proteinogenen Bestandteilen in der umgebenden
wassrigen Phase auf Interaktionen zwischen Polymer und DNS zu ermitteln. Eine eventuell
auftretende Verdnderung der polymeren Grenzflicheneigenschaften durch die Aptamerbindung
muss iiberpriift werden. Fiir die Ermittlung der Basensequenz angereicherter Aptamermotive sollte
die angereicherte DNS-Bibliothek sequenziert und ermittelte Bindungsmotive auf molekularer
Ebene miteinander, als auch mit den Daten der Grenzfldchencharakterisierung korreliert werden.
Diese Analysen liefern Informationen in Hinsicht auf die wirkenden physikalischen Wechsel-

wirkungen zwischen Nukleotidbasen und Funktionalititen der PEI-Oberfliche.

Im abschlieBenden Schritt sollte, zum Erreichen des dritten Meilensteines, die Aptamer basierte
Oberflichenfunktionalisierung in einer in vitro Machbarkeitsstudie fiir die nicht-kovalente
Immobilisierung eines endothelzellbindenden Liganden verwendet werden, um die Nutzbarkeit
der Aptamertechnologie fiir polymere Biomaterialoberflichen zu iiberpriifen. Der zell- und der
materialbindende Ligand sollten hierbei iiber nicht-kovalente Interaktionen miteinander gekoppelt
werden kdnnen, um eine aufeinander aufbauende Immobilisierung der einzelnen Komponenten zu
ermoglichen. Durch diese Vorgehensweise wiirde eine Interferenz der Bestandteile vor dem
eigentlichen Materialkontakt vermieden und es géibe eine groBere Kontrolle iiber ihre Orientierung
an der Polymeroberfliche. Die selektive Bindung der einzelnen Komponenten sollte mit
geeigneten analytischen Methoden validiert sowie eine unspezifische Adsorption an die PEI-
Oberfldche tiberpriift werden. Die Untersuchung einer Verbesserung der initialen Adhédrenz und
Scherresistenz der Endothelzellen auf Aptamer modifizierten PEI-Filmen im Vergleich zur
unbeschichteten Matrix sollte im Vordergrund stehen und die Oberflachenfunktionalisierung im

statischen und dynamischen Endothelialisierungsmodell untersucht werden.
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IV. METHODEN

4, METHODEN

Jegliche ergidnzenden Herstellerangaben zu den in diesem Abschnitt aufgefiihrten Methoden sind

aufgrund einer besseren Ubersichtlichkeit gesondert im Materialienteil aufgefiihrt. (vgl. Kapitel 5)

4.1. Herstellung und Prozessierung von PEI-Filmen

Fiir die Herstellung der PEI-Filme wurden Pellets des ULTEM® 1000 fiir 24 h in Dichlormethan
(DCM) gelost. Hierfiir wurden 20 wt-% des Polymers in DCM in einem verschlossenen 500 ml
Erlenmeyerkolben mit dem Magnetriihrer bei Raumtemperatur (RT) in Losung gebracht.
AnschlieBend wurde die PEI/DCM-Losung auf eine zuvor mit Chloroform gereinigte Glasplatte
gegeben und mit einer Rakel auf eine Stirke von 300 pm glatt gezogen. [42] Nach einer kurzen
Trocknungszeit (ca. 5 s) wurden die PEI-Filme mit einer Rasierklinge von den Glasplatten geldst
und zur initialen Trocknung fiir sieben Tage bei RT unter dem Abzug gelagert.

AL

Abbildung 8. Prozessierung der Polyetherimid Filme aus Pellets des PEl ULTEM® 1000

Im Anschluss an den ersten Trocknungsschritt wurden die PEI-Filme zur weiteren Evaporation
des Losungsmittels in Autoklavierboxen iiberfiihrt und die Trocknung nach dem etablierten
Protokoll iiber einen Zeitraum von 25 Tagen bei steigender Temperatur (bis 105 °C) und
gleichzeitiger Verringerung des umgebenden atmosphérischen Druckes (bis 15 mbar) durch-
gefiihrt. (Abbildung 9) [42] Vor der Verwendung der getrockneten PEI-Filme in Experimenten
jeglicher Art wurde das Material fiir 20 min bei 121°C und 200 kPa in einem FVA A1 Autoklaven
dampfsterilisiert und anschlieend steril, trocken und dunkel bei RT gelagert.
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Abbildung 9. Schematische Darstellung des Trocknungsprozesses der PEI-Filme zwecks Evaporation des
Losungsmittels DCM aus dem polymeren Material.
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4.2. Gaschromatographie

Die Methode der Gaschromatographie (GC) wurde fiir den quantitativen Nachweis von potenziell
aus dem PEI-Film evaporierendem Losungsmittel angewendet. Hierbei wurde die GC mit der
sogenannten Dampfraumanalyse (Headspace)-Technik durchgefiihrt, bei der sich fliichtige
Bestandteile im Gasraum tiiber der Probe sammeln und von dort aus entnommen und analysiert
werden konnen. Fiir die quantitative Analyse des nach der Trocknung und Dampfsterilisation im
Polymerfilm verbliebenen Losungsmittels wurde 1 g des PEI-Films (~150 cm?) zusammen mit
9 ml Millipore Wasser in einer 15 ml Headspace-Probenflasche versiegelt und diese unter
leichtem Schwenken bei 37 °C fiir 96 h inkubiert. Anschliefend wurde die iiberstehende Atmos-
phére mittels einer HP 5890 Series II GC analysiert.

4.3. Grenzflichencharakterisierung der PEI-Filme

Die Bestimmung der physikalisch-chemischen Oberflacheneigenschaften des Modellpolymers
PEI, als auch der in der Gegenselektion eingesetzten Materialien erfolgte unter Beriicksichtigung
der betrachteten Interaktionen auf unterschiedlichen Ebenen. Zum einen fiir den atomaren bzw.
Nanometer Bereich mittels Rasterkraftmikroskopie, Rontgenphotoelektronen- und Raman
Spektroskopie um die Grenzflicheneigenschaften auf Ebene einer Interaktion mit DNS Molekiilen
beurteilen zu konnen. Dariiber hinaus wurden die Oberflicheneigenschaften des PEI ebenso auf
mikro- und makroskopischer Ebene bestimmt, welche fiir eine Interaktion mit Endothelzellen
entscheidend sind. Hierbei kamen Methoden wie die optische Profilometrie, Stromungspotenzial-
messung sowie Tropfenkonturanalyse zur Bestimmung der Kontaktwinkel und Oberfldchen-
energie zum Einsatz. Vor der Durchfiihrung der Messungen wurden die Proben stets fiir 30 min in

Wasser bzw. Selektionspuffer prainkubiert.

4.3.1. Methoden im Nanometer bzw. atomaren Bereich
Réntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Die XPS (engl.: X-ray photoelectron spectroscopy) stellt eine Methode dar, mit der zerstérungsfrei
die elementare Zusammensetzung einer Oberfliche bestimmt werden kann. [163] Dabei kdnnen
bis auf Wasserstoff und Helium, welche einen zu geringen Wirkungsquerschnitt aufweisen, alle
Elemente bis zu einer Informationstiefe von ~10 nm quantitativ nachgewiesen werden. [164] Das
Messprinzip beruht auf dem &dufleren Photoeffekt, bei dem durch Bestrahlung der Probe mit
elektromagnetischen Wellen (meist Rontgenstrahlung aus Al- und Mg-Ka-Quellen oder
Synchrotronstrahlung) Photoelektronen aus den inneren Atomorbitalen der Oberflichenatome
emittiert werden. [165] Diese werden zunéchst durch die einfallenden Photonen angeregt, an den
Rand des Atoms transportiert und von dort emittiert. Beim Austritt besitzt jedes Photoelektron
eine bestimmte kinetische Energie, welche charakteristisch fiir seine Herkunft ist. Diese kann
durch die korrespondierende Bindungsenergie auf das Element bzw. das Orbital des Elementes
zuriickgefiihrt werden. Die Detektion von Elektronen einer spezifischen Bindungsenergie und
damit eines Elementes wird an einem halbkugelformigen Analysator realisiert, wobei dieser so
eingestellt wird, dass nur Elektronen einer bestimmten Energie ihn passieren konnen und
schlieBlich iiber einen Sekundirelektronenvervielfacher detektiert werden. Anhand der Signal-

intensitit (Zéhlrate) und der spezifischen Energie ist eine quantitative Aussage der Element-
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zusammensetzung an der Oberfliche als auch der chemischen Umgebung des emittierenden
Elementes moglich. Demnach kdnnen XPS Analysen dazu benutzt werden, Verdnderungen in der
chemischen Oberflichenzusammensetzung oder dem Auftreten neuer Elemente nach einer

Funktionalisierung zu bestimmen. [166]

Die XPS wurde angewendet, um die Oberflichenchemie der PEI-Filme hinsichtlich der
elementaren Zusammensetzung, vorhandener Oberflichenfunktionalititen sowie deren mdgliche
Anderungen durch die Behandlung mit Selektionspuffer und DNS zu ermitteln. Ubersichts- und
Regionalspektren fiir prominente Elemente der Polymeroberfliche (n = 6) wurden mit einem
Kratos Axis Ultra Instrument erstellt, wobei zur Erzeugung des Photonenstrahls eine mono-
chromatische Al-Ka-Rontgenquelle (1.486,6 eV) zum Einsatz kam. Die Abtastung der Oberflache
erfolgte fiir jeden Scan mit 225 W und einer Durchgangsenergie von 160 eV. Das Messareal
betrug bei einem 0 ° Detektionswinkel 300 x 700 pm. Die quantitative Analyse der iiber dieser
Flache gemittelten Intensitit emittierter Photoelektronen basierte auf der Fliche fraktionierter
Peaks unter Anwendung der Casa XPS Software. (Version 2.3.16, Casa Software Ltd., Teign-
mouth, UK) Die Intensitdten spezifischer Bindungsenergien wurden fiir die quantitative Bestim-
mung von Kohlenstoff (Cls), Sauerstoff (O1s) und Stickstoff (N1s) auf PEI sowie Schwefel (S1s)
und Phosphor (P1s) von Oberflichen gebundenen biotinylierten Aptameren verwendet.

Raman Mikroskopie

Eine weitere spektroskopische Methode fiir die Ermittlung der chemischen und molekularen
Oberflachenzusammensetzung begriindet sich auf der Analyse von Molekiilschwingungen. Die
Raman Spektroskopie basiert auf der Bestrahlung der Probenoberfliche mit elektromagnetischen
Wellen bzw. den energetischen Anderungen der emittierten Strahlung nach Absorption. Diese sind
auf Anderungen der Schwingungsenergien bestimmter chemischer Bindungen in einer Probe
zuriickzufithren. Das grundlegende Prinzip ist die Annahme chemischer Bindungen als Federn in
einem Kugel-Stab-Modell. Unter dieser Voraussetzung kénnen die im Molekiil durch Energie-
aufnahme hervorgerufenen Vibrationen mit Hilfe des Hook’schen Gesetzes beschrieben werden.
Molekiile besitzen abhéngig von der Orientierung ihrer Atome und Bindungen, der Masse der
Atome sowie der Bindungsordnung verschiedene mogliche Schwingungszustinde. Diese
Schwingungen konnen aus einer symmetrischen oder asymmetrischen Dehnung (engl.:
stretching), einem Verbiegen (engl.: bending) oder auch scherenférmigen (engl.: scissoring) und
schaukelnden (engl.: rocking) Deformationen des Molekiilgeriistes bestehen. Ob eine Molekiil-
schwingung Raman aktiv ist, hdngt stark von den Eigenschaften des Molekiils ab. Allgemein sind
Schwingungen, die eine Verdnderung der Polarisierbarkeit des Molekiils mit sich bringen, mittels
Raman Spektroskopie nachweisbar. Bei Raman-aktiven Molekiillen muss demnach durch
Erhohung der Schwingungsenergie eine Anderung in der GroBe, Gestalt oder Orientierung der
molekularen Elektronenwolke auftreten, wie es beispielsweise bei der symmetrischen, jedoch
nicht bei der asymmetrischen Streckschwingung der Fall ist. Methodisch wird bei der Raman
Spektroskopie die Probenoberfliche mit Licht im sichtbaren Wellenldngenbereich bestrahlt.
Dieses wird von den Molekiilen an der Probenoberfliche absorbiert und wieder emittiert. Hierbei
kann das Licht auf zwei Arten gestreut werden. Zum grofiten Teil elastisch (Raileigh Streuung)

wobei kein Energietransfer zwischen Photon und Molekiil stattfindet. Das heisst, das Molekiil
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absorbiert die Energie des Photons und gibt diese auch wieder restlos ab. Ein sehr geringer Teil
der absorbierten Photonen (ca. 1/10°) wird jedoch auch inelastisch bzw. Raman gestreut. Dieser
Vorgang ist mit einem Energietransfer zwischen dem Molekiil und dem absorbierten Photon
verbunden und bewirkt eine geringe Frequenzénderung des emittierten Lichts. Moderne Raman
Spektrometer sind darauf spezialisiert das Raileigh-Licht herauszufiltern und nur Raman-gestreute
Photonen zu detektieren. Deren Intensitét wird im Spektrum als Funktion der Energieunterschiede
zur urspriinglichen Lichtenergie aufgetragen. Die Raman Spektroskopie besitzt gewisse Vor- und
Nachteile bei der Grenzflachencharakterisierung. Eine wissrige Umgebung ist, anders als bei der
IR-Spektroskopie, nicht problematisch und die Proben kénnen in nahezu jedem Zustand gemessen
werden. Nachteilig bei der Charakterisierung einer Oberfliche ist, dass die Informationstiefe (je
nach den anwendeten Versuchsparametern) mehrere hundert Nanometer bis hinauf in den
Mikrometerbereich betrédgt. [82, 167, 168] Von daher kann es sich mitunter schwierig gestalten

Signale von Funktionalititen oder vereinzelten Molekiilen an der Materialoberflédche zu erhalten.

Die chemische Zusammensetzung der PEI-Filme wurde mit Hilfe eines konfokalen SENTERRA
Raman Mikroskops im Mapping Modus analysiert. Informationen iiber Molekiilschwingungen der
PEI-Filme (n = 6) erfolgten bei RT im wassrigen System (Wasser bzw. Selektionspuffer) mit
Rasteranalysen aus 3 x 3 Messpunkten fiir ein Areal von jeweils 100 um Kantenldnge. Die
Leistung des Lasers (532 nm) betrug bei den Messungen 10 mW und die Integrationszeit des
CCD-Detektors 1 s. Raman Spektren wurden bei 20-facher Primirvergroferung fiir eine Band-
breite zwischen 70 - 3.700 cm™ aufgenommen, wobei fiir jeden Messpunkt 64 Spektren gemittelt
wurden, um das Signal-Rausch-Verhiltnis zu verbessern. Zusitzliche Messungen DNS-behandel-
ter PEI Proben wurden mit bis zu 1024 gemittelten Einzelspektren durchgefiihrt, um Anderungen
im Muster der Molekiilschwingungen zu detektieren. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf
Raman aktive Gruppen in der DNS Struktur gelegt. Dazu gehorte die Nukleotid typische
Schwingung zwischen 680 - 780 cm™ sowie die symmetrische O-P-O Streckschwingung des DNS
Riickgrates bei 1.602 = 9 cm™. [169] Die Auswertung der ermittelten Daten wurde mit der Bruker-
eigenen OPUS Software (Version 7.5) durchgefiihrt.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Topographie einer Materialoberflache kann ebenfalls viele Informationen iiber eine erfolg-
reiche Funktionalisierung liefern sowie bis zu einem gewissen Grad Voraussagen fiir eine spitere
Interaktion von Molekiilen mit dieser Oberflache erlauben. Verdnderungen der Oberflachenrauig-
keit konnen als Indiz auf eine kovalente bzw. nicht-kovalente Anbindung von Molekiilen oder
eine chemische Verdnderung der Oberfliche hindeuten. Eine sehr verbreitete Methode zur
Bestimmung der Rauigkeit im submikroskopischen Bereich ist die Rasterkraftmikroskopie (AFM,
engl.: atomic force microscopy). [59] Das Messprinzip basiert auf einer wenige nm dicken Spitze,
welche sich montiert an einen Ausleger zeilenweise iiber die Probenoberfliche bewegt, um die
Oberflachentopographie auf atomarer Ebene zu erfassen. Bei dieser mechanischen Abtastung kann
die Messung auf verschiedene Arten erfolgen. In direktem mechanischen Kontakt mit der
Materialoberfliche, im Nicht-Kontakt-Modus oder im intermittierenden Modus (sog. tapping
mode). Die Anwendung einer jeden Methode ist dabei von den gewéhlten Umgebungsbeding-

ungen abhédngig. Verdnderungen an der Oberfliche werden anhand der Auslenkung des Auslegers
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bestimmt. Dabei wird ein Laser vom Ausleger auf einen Photodetektor reflektiert, wobei minimale
Hohenauslenkungen den Reflektionswinkel des Lasers beeinflussen. Durch die zeilenweise
Abtastung der Probe wird eine topographische Karte der Materialoberfliche generiert, welche die
Grundlage fiir die Ermittlung der Oberflichenrauigkeit ist. [170] Die vertikale und laterale
Auflosungsgrenze dieser Methode reicht, je nach Anwendungsmodus, bis in den subnanometer
Bereich. Im Nicht-Kontakt-Modus, welcher im Hochvakuum durchgefiihrt wird, konnen beispiels-
weise Auflosungen bis hin zur bildlichen Darstellung einzelner Atome erreicht werden. [171]
Demgegeniiber sind mit dem intermittierenden Modus Messungen in Fliissigkeiten und somit
unter physiologischen Bedingungen moglich, wodurch dieser fiir die Untersuchung biologischer
Molekiile weite Verbreitung findet. [172, 173] Die Limitationen der AFM liegen zum einen in
einem systematischen Fehler begriindet. Aufgrund der endlichen Grofle der Messspitze wird
niemals die reale Probenoberfliche detektiert, sondern lediglich ein Zusammenspiel aus der
Geometrie der Spitze und der Topographie des Materials. Des Weiteren ist die mitunter langsame
Abtastrate flir die Detektion labiler Molekiile problematisch. Weitere Stérungen kdnnen durch
thermische Effekte, Interferenz der zu messenden Probe oder statische Aufladung selbiger
auftreten. [174, 175]

Die Oberflachentopographie nativer, Selektionspuffer behandelter und mit Aptameren beschich-
teter PEI-Filme wurde mittels AFM im tapping-mode und einer Abtastrate von 0,3 Hz charakteri-
siert. Dabei kam ein AFM NanoScope Multi Mode V sowie hochauflésende non-Kontakt Silikon-
Nitrite Cantilever (DNP-10) mit einer Federkonstante von 0,35 N-m™ und einer Resonanzfrequenz
von 65 kHz zum Einsatz. Die im wissrigen Milieu abgetasteten Flichen (n = 6) malien jeweils 5,
15 und 50 pum Kantenldnge, um nach Moglichkeit alle Rauigkeit bestimmenden Elemente zu
erfassen. [176] Hierbei wurde mit der NanoScope AFM Software (v7.20 R1.30937) sowohl die
mittlere (R,) als auch die quadratische Oberfldchenrauigkeit (R,) bestimmt.

4.3.2. Methoden im mikro- und makroskopischen Bereich
Optische Profilometrie

Die optische Profilometrie als ein beriihrungsloses und somit zerstorungsfreies Verfahren zur
Vermessung mikroskopischer oder submikroskopischer Oberflachentopographien beruht in den
meisten Fillen auf der Methode der WeiBlicht-Interferometrie. Hierbei wird nach dem Prinzip des
Michelson-Interferometers der kollimierte Strahl einer Lichtquelle mit einer Kohérenzlinge im
pm-Bereich durch einen Strahlteiler in Mess- und Referenzstrahl aufgeteilt, wobei der Messstrahl
auf die Probenoberfliche und der Referenzstrahl auf einen Spiegel umgeleitet werden. Das aus
beiden Richtungen reflektierte Licht wird am Strahlteiler wieder {iberlagert und in einem Photo-
detektor aufgefangen. Eine konstruktive Interferenz aller Wellenldngen und damit eine maximale
Intensitét fiir einen bestimmten Messpunkt kann nur auftreten, wenn die optische Weglédnge fiir
einen Punkt an der Probenoberfliche mit dem am Referenzarm (Spiegel) iibereinstimmt. Ist dies
nicht der Fall, zeigt sich fiir diesen Objektpunkt eine geringere Intensitdt. Daraus ergibt sich, dass
Bildpunkte mit der gleichen Intensitédt auf der Materialoberfldche auch die gleiche Hohe besitzen
miissen. Da mit der optischen Profilometrie innerhalb weniger Sekunden 3D-Oberflédchenprofile
generiert werden konnen, liegt der Vorteil dieser Methode klar in der kurzen Messzeit im
Vergleich zu taktilen Methoden wie der AFM. Die Auflésungsgrenze der Profilometrie ist mit der
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AFM vergleichbar. Jedoch ermoglicht diese Methode die Vermessung groferer Areale bis in den
cm-Bereich bei Hohenunterschieden von bis zu 1 mm. Dennoch besitzt auch diese Methode einige
Limitationen. Der grundlegende Nachteil ist wie bei allen optischen Methoden, dass sie stark von
den optischen Eigenschaften der Probe abhingig ist. [177, 178] Hierbei kann es beispielsweise auf
diinnen Filmen oder Glas zu multiplen Streuungs- und Reflektionseffekten kommen, welche zu
anormalen Ergebnissen fiihren kdnnen. An dieser Stelle ist diese Methode den taktilen
Nachweismethoden klar unterlegen, da Letztere ein eindeutiges Ergebnis liefern. Ebenso kdnnen
die Messungen nur im Trockenen durchgefiihrt werden und verhindern somit Analysen unter

wiéssrigen bzw. physiologischen Bedingungen.

Oberfldchenprofile und die Rauigkeit im Millimeterbereich (R, und R,) von PEI-Filmen wurden
mittels des optischen Profilometers MicroProf® 200 und der dazugehérenden Software AQUIRE
(v1.21) der Firma FRT aufgenommen. Hierbei wurde das gestreute Licht einer Hochleistungs-
LED in einer chromatischen Abstandsmessung mit einem hochauflésenden, chromatischen
WeiBlichtsensor (CWL300) detektiert. Die Phasenverschiebung des an der Polymeroberfliche
gestreuten Lichtes wurde im Anschluss mit der MARK III Software (v3.8b) fiir die Berechnung
der Topographie verwendet. Profilometrische Messungen wurden fiir zwei unterschiedliche Areal-
grofen mit einer Messrate von 300 Hz durchgefiihrt. Zum einen wurden Ubersichtsprofile mit
(4 x 0,25) mm? (4000 Linien pro Bild; 250 Punkte pro Linie; n = 3) und zum anderen fiir, mit dem
AFM vergleichbare, Areale von (50 x 50) pm? vermessen. (200 Linien pro Bild; 200 Punkte pro
Linie; n = 9) Die ermittelten Rohdaten wurden hinsichtlich der Probenneigung in eine Ebene
gebracht, durch einen Medianfilter geglittet und invalide Daten diskriminiert. Die Mittelwerte fiir
R, und R, ergaben sich hierbei aus allen Linienwerten eines gemessenen Areals.

Kontaktwinkelbestimmung mittels Tropfenkonturanalyse

Erkenntnisse iiber die Benetzbarkeit der Materialoberfldache lassen sich durch die Bestimmung der
Kontaktwinkel in Wasser gewinnen. Diese erstmals von Thomas Young im Jahre 1805
beschriebene Methode [179] beruht auf der Messung des Randwinkels den ein Fliissigkeitstropfen
auf der Oberflache eines Feststoffs (sessile-drop Methode) oder eine von unten gegen das Material
gefiihrte Luftblase in einem umgebenden Losungsmittel (captive-bubble Methode) zu dieser
Oberfliche bildet. Prinzipiell werden durch diese Untersuchungsmethode die Wechselwirkungen
an der 3-Phasengrenze zwischen Fliissigkeit, Feststoff und Gas beschrieben. Hierbei werden die
Kontaktwinkel mit zunehmender Interaktion bzw. Benetzbarkeit zwischen Fliissigkeit und
Festkorperoberfliache kleiner. Dies bedeutet im Fall von Wasser: Umso kleiner die Kontaktwinkel
sind, desto hydrophiler die Oberfliche. Da eine Oberfldchenmodifizierung durch die Einfithrung
von Funktionalititen oder weiteren Molekiilen meist mit einer Verdnderung der Benetzbarkeit
verbunden ist, ldsst sich dies durch Verdnderung des voranschreitenden Kontaktwinkels (®,4y)
makroskopisch bestimmen. Ebenso erlaubt die Differenz zwischen voranschreitendem und
zuriickziehendem (@) Kontaktwinkel, welche als Hysterese bezeichnet wird, Riickschliisse
hinsichtlich der Homogenitit der Oberfliche. Umso groBer die Hysterese ist, desto inhomogener
i.d.R. die betreffende Oberflidche. An dieser Stelle ist jedoch zu beachten, dass die Topographie
des Materials einen grofen Einfluss auf die Benetzbarkeit haben kann. [180]
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Die Bestimmung der Kontaktwinkel und damit der Benetzbarkeit der PEI-Filme sowie die Ermitt-
lung der Oberflichenenergie erfolgte dynamisch mit einem DSA 100 der Firma Kriiss mittels
Captive-Bubble-Methode und verschiedenen Losungsmittelsystemen. (Wasser-Luft und Wasser-
Hexadecan) Gemessen wurden die voranschreitenden (®,q,) und zuriickziechenden (O)
Kontaktwinkel sowohl fiir native Polymerproben, als auch fiir solche, die mit Selektionspuffer und
Aptameren behandelt wurden. (n = 20) Nachfolgend wurde aus der Differenz beider Winkel die

Hysterese ermittelt.

Bei der erstmals von Taggart et al. [181] angewendeten Captive-Bubble-Methode handelt es sich
um eine besondere Messanordnung der Tropfenkonturanalyse, bei der an Stelle eines auf der
Polymeroberfliche liegenden Fliissigkeitstropfens eine Luftblase bzw. ein unpolares Losungsmit-
tel von unten an den Festkorper herangefiihrt wird. Der Kontaktwinkel wird nach dynamischer
VergroBerung bzw. Verkleinerung der Blase am tangentialen Schnittpunkt (Dreiphasengrenze)
zwischen Tropfenkontur und Materialoberfliche (Basislinie) bestimmt. (Abbildung 10) Die beson-

dere Versuchsanordnung wurde aus drei Griinden ausgewéhlt.

— Verringerung des mittleren Messfehlers (+ 2 © [182]) durch Verdunstungseffekte beim
Verdampfen der Fliissigkeit aus dem Tropfen sowie Temperaturschwankungen oder
Kontaminationen.

— Keine Verdnderung der Benetzungseigenschaften des Materials, da es im stindigen
Kontakt mit einem polaren Losungsmittel steht.

— Zugénglichkeit der Oberflichenenergie bzw. dem Anteil beteiligter Komponenten
(polar/dispers) von PEI durch Messung in zwei verschiedenen Losungsmittelsystemen

(polar/unpolar). [183]

4 ™

Polymer —— Ys1

Luft oder unpolares
Lésungsmittel

dynamische Verinderung ¥
v B e Ig
der Blase

polares Losungsmittel ——\ /

Abbildung 10. Experimentelles Setup der dynamischen Tropfenkonturanalyse mittels Captive-
Bubble-Methode. Messung des Kontaktwinkels ® an der Dreiphasengrenze. (y;; = Oberfldchenspannung
der Fliissigkeit, vy = Grenzflichenenergiezwischen Festkorper und Fliissigkeit, y,, = Oberflichenenergie des

Festkorpers)

Oberflichenenergie

Ergénzt man die in Wasser ermittelten Daten zusitzlich durch Messungen in einem unpolaren
Losungsmittel mit bekannter Oberflachenspannung (z.B. Hexadecan), so ist durch Korrelation
beider Datensétze auf indirektem Weg die Oberflichenenergie vy an der Grenzfliche zwischen
Losungsmittel und Materialoberfliche zugénglich. Die freie Oberflichenenergie ist hierbei ein

MaB fiir die Arbeit, welche aufgewendet werden muss, um eine neue Oberfliche an der
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Phasengrenze zu erzeugen und wird als Energie pro Flicheneinheit definiert. Der Zusammenhang
zwischen Kontaktwinkel, Oberfldchenspannung der Fliissigkeit, Grenzflaichenspannung zwischen
beiden Phasen und der Oberflichenenergie des Festkorpers wird dabei durch die von Young
definierten Kriterien hergestellt und kann im Anschluss durch weitere Modelle zur
Differenzierung zwischen einzelnen Wechselwirkungskomponenten erweitert werden. [179] Dies
kann beispielsweise eine Differenzierung der Anteile dispersiver und polarer Komponenten an der
gesamten Oberfldchenenergie des Festkorpers und somit einer Einschitzung der Natur wirkender

Interaktionen zwischen Losungsmittel und Materialoberfléche sein.

Der Zusammenhang zwischen dem Kontaktwinkel ®, der Oberflichenspannung der Fliissigkeit
Yie» der Grenzflichenenergie zwischen Fliissigkeit und Festkorper vy und der freien
Oberflachenenergie des Festkorpers vy ldsst sich anhand der Young’schen Gleichung
verdeutlichen:

Ysg~Vsl
Yig

cos0 = > Yig *€0S 0 = Yg5 — Vg (GL. 1)

Unter Anwendung der Hamilton Methode [183], welche ausgehend von der Young’schen
Gleichung das Verhalten zwischen einer Fliissigkeit, einer Feststoffoberfliche und einem Gas an
der Grenzflache im thermodynamischen Gleichgewicht beschreibt, ist die Oberflichenenergie des
Festkorpers rechnerisch zugédnglich. Dabei sind mindestens zwei unterschiedliche Messungen der
Kontaktwinkel mit unterschiedlichen Losungsmitteln ndtig. Auf Basis des Fowkes Modells kann

dabei zwischen dispersen (d) und nicht-dispersen (p) Anteilen unterschieden werden.

Nach Fowkes nimmt die Gleichung 1 fiir die beiden verwendeten Losungsmittelsysteme folgende

Formen an.

Ywg * €0S Owg = Ysg — Ysw [Wasser (w) - Luft (g)] (Gl. 2)

Ywh " €0S Owh = Ysn — Vsw [Wasser (w) - Hexadecan (h)] (Gl. 3)

Kombiniert man die Gleichungen 2 und 3 miteinander, ergibt sich eine allgemeine Beschreibung
fir die beiden Losungsmittelsysteme unter Verwendung zweier reiner, unmischbarer
Flissigkeiten. Hierbei kann an Stelle von Hexadecan auch jedes andere rein dispersive

Losungsmittel verwendet werden.

Ywg * €COS G)wg — Ysg = Ywn " COS Owh — Ysh (Gl 4)

Gleichung 4 enthélt mit vy, und vy, zwei unbekannte Gréfen, von denen vy, durch die Niherung

Ysh = Ysg T Yhg — 2\/7/5“19 ’ V;lig - 2\/7/51; ' V}z:g (GL'5)

beschrieben werden kann. Ergéinzt man Gleichung 4 mit 5 so ergibt sich

Ywg * COS Owg — Ywn " COS ®wh + Ysg = 2\/]/5% ' V}?‘g + ZJVSI.JQ ' V}fg (Gl 6)
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Durch die Verwendung einer zweiten Fliissigkeit mit rein dipersiver Oberflichenspannung (z.B.
Hexadecan) entféllt der letzte Term der Gleichung 6 und die dispersive Komponente der
Oberflachenenergie des Festkorpers ]/S‘f] kann in zwei Experimenten mit Wasser/Luft und

Wasser/Hexadecan berechnet werden.

_ (Ywg'cOS Oyg— Ywh'COS Owh+ Yag)z

Ve = v (GL 7)
g
Nachfolgend ist ebenfalls die Berechnung der nicht-dispersen Komponente mdoglich.
(Ywg(1+ cos ©yg)—2 ysdg-yv‘f,g
Yog = (Gl 8)

4y§vg

Die Berechnung der freien Oberflichenenergie von PEI-Filmen wurde, wie bereits fiir die
Kontaktwinkel beschrieben, fiir native sowie mit Selektionspuffer und Aptameren behandelte
Polymerproben durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden anschlieBend hinsichtlich einer Verdnderung

durch die Versuchsbedingungen als auch die nicht-kovalente Beschichtung mit DNS korreliert.

Tabelle 2. Oberfldchenspannung der verwendeten Losungsmittel. [183]

Losungs mittel Yaispers [MN/m] Ypolar [MN/m] Ygesame [MN/m]
Wasser 21,8 51,0 72,8
Hexadecan 27,5 0 27,5

Stromungspotenzialmessungen

Weitere Informationen hinsichtlich der makroskopischen Ladungseigenschaften einer Grenzflache
sind durch Untersuchungen des Stromungspotenzials erhéltlich. Das Messprinzip beruht hierbei
auf einem direkten Kontakt des Festkorpers mit einer Elektrolytlosung, welche tangential an der
Oberflache vorbeistromt. Dabei baut sich als Resultat der Druckdifferenz zwischen Beginn und
Ende der FlieBstrecke sowie der Materialeigenschaften der festen und fliissigen Phase ein
elektrisches Potential auf. Hierbei kommt es zur Ausbildung zweier Schichten. Eine ruhende
Schicht nahe der Materialoberfléche, bei der ionisierbare Gruppen stark mit gegenteilig geladenen
Ionen der fliissigen Phase interagieren sowie eine zweite mobile Schicht bei der diese Interaktion
nur schwach vorhanden ist. Entscheidend ist das elektrische Potenzial an der Grenzschicht
zwischen bewegter und ruhender Phase, welches als Zetapotenzial { definiert wird. [184] An
dieser Grenzschicht ist der Festkorper bestrebt, abhéngig von den Ladungsverhéltnissen an seiner
Oberfldche, durch Interaktion mit dem Elektrolyten ein thermodynamisches Gleichgewicht hin zur
Elektroneutralitit herzustellen. Das Zetapotenzial beschreibt hierbei die Oberflaichenladung an der
Phasengrenze und kann als ein Indikator fiir die Oberflichenchemie genutzt werden. [185, 186]
Die Oberflichenanalyse mittels Stromungspotenzialmessung ermdglicht jedoch durch pH-
Titration nicht nur die Bestimmung des Zetapotenzials sondern ebenso die Ermittlung des
isoelektischen Punktes (IEP) der untersuchten Oberflache.

Tangentiale Stromungspotenzialmessungen wurden mit dem Microslit Electrokinetic Setup [187]

durchgefiihrt, welches mit einer Flachplattenmesszelle ausgeriistet war. [188] Native PEI-Proben
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(30 x 56 mm Filme, n = 2) wurden an den Materialriickseiten auf Paraffinfilm festgeklebt, um
Nebenstromungen zu verhindern. Mittels eines 230 um dicken PTFE Spacers zwischen den beiden
Probenoberflichen wurde mit Stromungsmessungen die effektive Kanalhthe von
60 = 5 pm bestimmt. Dabei wurde ein Kanal mit einer effektiven Probenoberfliche von
2 - (10 - 20) mm? fiir den Elektrolyten geformt. Die Messungen wurden mit wassrigen KCI-
Losungen bei 22 + 2 °C durchgefiihrt. Die PEI-Filme wurden zunichst fiir 8 h in 50 ml einer
1 mM KCI Losung bei pH = 3, dann fiir 16 h bei pH = 9 und schlieBlich wieder fiir weitere 8 h bei
pH = 3 inkubiert. Nach dem Einsetzen der Probe in die Messzelle wurde die Aquilibrierung
mittels frisch hergestellter | mM HCI bei pH = 3 kompletiert, indem die Lésung im System mit
einem Druckunterschied von 120 mbar zirkulierte, bis der pH und die Leitfdhigkeit konstant
waren. Wihrend der Messung des Stromungspotenzials wurde der pH-Wert schrittweise in 0,1
Schritten durch die Zugabe von 0,1 M KOH bzw. HCI verindert. Zur Aquilibrierung nach jeder
pH Anderung wurde das System 24 min zirkulieren gelassen, bevor eine neue Messung gestartet
wurde. Das Zeta-Potenzial { wurde aus den Daten des Stromungspotenzials dU/dp entsprechend
der Smoluchowski Gleichung berechnet. [189]

d
{(Us) = % ' des (Gl. 9)

Hierbei sind n die dynamische Viskositit, Kg die elektrische Leitfiahigkeit und g, die Dielektrizi-
tatskonstante der Fliissigkeit, gy die Permittivitit des Vakuums und p die Druckdifferenz iiber dem
Spalt. In jedem Fall basierten die Berechnungen auf einer linearen Regression der Daten aus fiinf
Druckschritten einer jeden Stromungsrichtung zwischen 80 und 120 mbar innerhalb des

Messkanals.

4.4. Zyto- und endotoxische Evaluierung
4.4.1. Bestimmung der Zellintegritit mittels Laktatdehydrogenase Assay
Der Laktatdehydrogenase Assay (LDH-Assay) ist ein analytisches Instrument zur Analyse der

Zellmembranintegritit im Rahmen einer Zytotoxizititsuntersuchung. Im Detail wird mit einer
kolorimetrischen Methode die Aktivitit des Enzyms Laktatdehydrogenase im Uberstand von
Zellkulturen nachgewiesen. Dieses im Zytosol einer jeden Zelle lokalisierte Enzym katalysiert im
Rahmen der Milchséuregidrung, unter gleichzeitigem Verbrauch von NADH, die reversible,
enzymatische Reduktion von Pyruvat zu Laktat. Im Uberstand von Zellkulturen dient diese
Reaktion in Form ihrer Oxidation als analytischer Parameter fiir den Nachweis von Zellmembran-
schiadigungen. Zellen, deren Membranintegritit geschidigt ist, setzen LDH ins umgebene Medium
frei. Aus diesem kann durch die metabolische Umsetzung eines Tetrazoliumsalzes in sein farbiges
Formazanprodukt auf die Aktivitdit der LDH und damit die Menge an freigesetztem Enzym
geschlossen werden. Hierbei dient das bei der LDH katalysierten Oxidation von Laktat gebildete
NADH als Cofaktor. Der Nachweis des Farbstoffes erfolgt {iber Messung der Absorption bei
492 nm, wobei i.d.R. eine zu bestimmende Probe mit einer nicht geschédigten sowie einer

vollstindig lysierten Kultur gleichartiger Zellen in Relation gesetzt wird.

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurde direkt vor dem Versuch der LDH-Reaktionsmix
(Cytotoxicity Detection Kit LDH) bestehend aus Katalysator und Farbstofflosung frisch angesetzt.
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(2,5 pl Katalysator + 112,5 ul Farbstofflosung pro Kavitéit) AnschlieBend wurden jeweils 100 pl
des Mediumiiberstandes in eine Vertiefung einer 96 Kavititenplatte mit 100 pl des LDH-
Reaktionsgemisches vermengt und der gesamte Ansatz fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Die Messung der Absorption bei 492 nm erfolgte nachfolgend mit dem Infinite® 200 PRO Micro-
plate Reader. Als Referenzen wurden stets Proben des Zellkulturmediums als Hintergrundkontrol-
le, einer auf TCP gewachsenen Zellkultur als Wachstumskontrolle sowie einer direkt vor dem
Versuch mit Triton X-100 (0,5 vol-% in PBS) lysierten Kultur als Maximalkontrolle mitgefiihrt.

4.4.2. Bestimmung der Zellvitalitit mittels MTS-Assay

Bei diesem analytischen Test handelt es sich ebenfalls um eine kolorimetrische Methode zur
indirekten Bestimmung der Zellfunktion, nur dass in diesem Fall nicht die Membranintegritit
sondern die metabolische bzw. mitochondriale Aktivitdt der Zellen bestimmt wird. Der MTS-
Assay basiert dhnlich wie der LDH-Assay auf der Metabolisation eines Tetrazoliumsalzes (MTS)
in seine reduzierte, farbige Formazanform. Diese Reaktion ist von NAD(P)H abhingig, welches
durch mitochondriale Dehydrogenasen im Zelllumen gebildet wird. Da MTS selbst nicht
membrangéngig ist, wird fiir den Transport der benétigten Elektronen durch die Plasmamembran
Phenaziniummethylsulfat (PMS) als tempordrer Elektronenakzeptor genutzt. Der Nachweis des
Farbstoffes erfolgt analog des LDH-Assays liber Messung der Absorption bei 492 nm, wobei eine
Zellprobe mit den gleichen Referenzen wie beim LDH-Assay verglichen wird. Zur Bestimmung
der metabolischen Aktivitdt wurden die beiden Reagenzien MTS und PMS gemischt. (CellTiter
96" AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) Hierfiir wurden pro Vertiefung einer
Mikrotiterplatte mit 24 Kavititen 2,45 ul PMS-Losung mit 49 pl MTS-Losung gemischt und
jeweils 50 pl direkt auf die Zellkultur (350 pul Medium) gegeben. Nach einer von der Konfluenz
der Kultur abhingigen Inkubation von 2 - 3 Stunden unter Zellkulturbedingungen (37 °C, 5 vol-%
CO;) wurden pro Messung 100 pl des Zellkulturiiberstandes in eine Vertiefung einer 96
Kavititenplatte iiberfiihrt und die Absorption bei 492 nm mit dem Infinite® 200 PRO Microplate
Reader gemessen.

4.4.3. Limulus-Amébozyten-Lysat-Test (LAL-Test)

Um eine mégliche Kontamination des verwendeten Polymerfilms mit Endotoxinen zu detektieren,
wurde der LAL-Test mit dem Limulus Amebocyte Lysate (LAL) QCL-1000™ Kit durchgefiihrt.
Endotoxine sind biochemisch betrachtet Lipopolysaccharide (LPS), welche in der Zellwand gram-
negativer Bakterien vorkommen. Sie sind thermostabil und behalten ihre toxische Wirkung selbst
nach Sterilisation mittels Hitze und Dampf bei. Beim LAL-Test macht man sich die Tatsache
zunutze, dass das Lysat aus im Blut des Pfeilschwanzkrebses (lat.: limulus polyphemus) vorkom-
menden Amdbozyten in Anwesenheit von LPS in einer enzymatisch katalysierten Reaktion
koaguliert. Beim LAL-Test wird in Anwesenheit von Endotoxinen zundchst ein Enzym im
Amobozyten-Lysat in seine aktive Form tberfiihrt, welches nachfolgend die Freisetzung des
gelben Farbstoffes p-Nitroanilin (pNA) aus dem farblosen, synthetischen Peptidsubstrat Ac-lle-
Glu-Ala-Arg-pNA katalysiert. Die Aktivierungsrate des Enzyms ist dabei direkt von der
Endotoxinkonzentration abhéngig. Bei der Durchfiihrung des LAL-Tests wird die enzymatische
Reaktion nach einer bestimmten Zeit gestoppt und die Menge an freigesetztem Farbstoff

photometrisch bei 410 nm bestimmt. Hierbei werden die Absorptionswerte der Probe in Relation
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zu denen einer Endotoxin Standardgerade mit bekannter Konzentration gesetzt, wobei die
Absorption und die Endotoxinkonzentration im Bereich zwischen 0,1 - 1,0 EU/ml (EU =
Endotoxin Units) direkt proportional zueinander sind. Fiir die Bestimmung des Endotoxingehaltes
an der Oberfliche von PEI-Filmen wurden 3 cm? des Polymers pro 1 ml Eluat fiir 72 Stunden
unter Standardzellkulturbedingungen in MEM EAGLE Medium ohne Zugabe von Serum unter
staindigem Rotieren bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend wurden pro Probenansatz 50 pl des
unverdiinnten Eluats nach den Vorgaben des Herstellers analysiert. Als Kontrolle diente das

unbehandelte Medium sowie Endotoxin freies Wasser als Hintergrundkontrolle.

4.5. Zellbiologische Methoden
4.5.1. Kaultivierung von Zellen

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden stets unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank und
dafiir vorgesehenen Zellkulturgefd3en aus plasmabehandeltem Polystyrol (TCP) bzw. Polypropy-
len durchgefiihrt. Alle verwendeten Kulturmedien, Puffer und Lésungen wurden, insofern nicht
anders beschrieben, vor der Verwendung auf 37 °C erwdrmt. Der Wechsel des Mediums wurde

bei den verwendeten Zellarten alle zwei Tage durchgefiihrt.

Adhérente L929-Fibroblasten (NCTC Klon 929) aus dem Bindegewebe der Maus wurden unter
statischen Zellkulturbedingungen (37 °C, 5 vol-% CO,) in Standard MEM EAGLE Zellkultur-
medium kultiviert. Die Passagierung der Zellen in ein neues Zellkulturgefil3 erfolgte bei einer
optischen Konfluenz von 90%. Zur Zellpassagierung einer konfluenten 25 cm? Kulturflasche
wurden die Zellen einmalig mit PBS (-/-) gewaschen, fiir 3 min mit 1 ml Trypsin/EDTA - Losung
(0,25% Trypsin + 0,53 mM EDTA) versetzt und anschlieBend im Brutschrank inkubiert. Zum
Stoppen des Trypsinierungsvorganges wurden die Zellen in 4 ml MEM EAGLE resuspendiert und
in ein 15 ml Zentrifugenr6hrchen iiberfiihrt. Nach der Sedimentation der Zellen fiir 5 min bei
240 x g wurde der Uberstand durch 2 ml frisches Medium ersetzt und die L929 im Verhiltnis 1 : 5

in eine neue 25 cm? Kulturflasche ausgesit.

Primdre humane Endothelzellen (HUVEC) wurden kommerziell erworben und unter statischen
Zellkulturbedingungen in endothelialem Basalmedium EBM-2 ergidnzt mit dem EGM-2 Single
Quots” Kit zzgl. 2 vol-% FCS (engl.: fetal calf serum) kultiviert. Experimentelle Verwendung
fanden die Endothelzellen fiir nicht ldnger als vier Passagen. Die Uberfiihrung der Zellen in eine
neue Passage wurde bei einer optischen Konfluenz von etwa 90% durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Zellen nach dem gleichen Protokoll wie die L929-Fibroblasten isoliert und mit einer Zelldichte

von 7.500 Zellen/cm? in eine neue Kulturflasche ausgesit.

4.5.2. Quantifizierung der Zellzahl

Nach der Isolierung und Sedimentation wurden die Zellen (L929, HUVEC) in 2 ml Medium
resuspendiert und ein 10 pl Aliquot fiir die Bestimmung der Zellzahl sowie der Zellvitalitit mittels
Tryphanblau-Farbung entnommen. Dieses wurde mit dem gleichen Volumen des Farbstoffes
(Stammlosung: 0,5% in isotonischer NaCl-Losung) gemischt und 10 pl in eine Countess™
Messzelle tiberfiihrt. Die Zellzahl pro ml sowie der Anteil lebender bzw. toter Zellen ergab sich

durch Quantifizierung der Zellen in 0,4 pl (Fiillvolumen der Messzelle), was einer Auszéhlung
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von vier 1x1 mm Kammern einer Neubauer Zéhlkammer entsprach. Tryphanblau (auch Benz-
aminblau) ist ein polyanionischer Azofarbstoff zur Testung der Zellvitalitit. [190] Da dieser
Farbstoff aufgrund seiner Grofie (M = 960,8 g/mol) und negativen Ladung nicht membrangéngig
ist, wird er nur von Zellen aufgenommen, deren Zellmembran beschidigt ist. Dies fiihrt dazu, dass
tote Zellen durch die Bindung des Farbstoffes an Proteine im Zytoplasma intrazellulir blau geféarbt
werden. Die Quantifizierung muss jedoch direkt nach der Zugabe erfolgen, da der Farbstoff nach

langerer Inkubation zytotoxisch wirkt.

4.5.3. Indirekte zytotoxische Untersuchung mit L.929-Fibroblasten

Um einen moglichen Einfluss von eluierenden Substanzen aus den PEI-Filmen auf biologische
Systeme zu untersuchen, wurden 27 cm? des Polymers (3 cm? pro 1 ml Eluat in Ubereinstimmung
mit der EN ISO 10993-5 und -12 [191]) fiir 72 Stunden unter Standardzellkulturbedingungen in 9
ml L929 Kulturmedium (MEM EAGLE) unter stindigem Rotieren bei 37 °C inkubiert.
Nachfolgend wurde sowohl das unverdiinnte als auch 10-fach verdiinntes Extrakt fiir die Aussaat
von L.929-Fibroblasten in Mikrotiterplatten (24 Kavititen) verwendet, wobei pures MEM EAGLE
Medium fiir die Wachstumskontrolle benutzt wurde. Die Aussaatdichte der Zellen betrug 3 - 10*
Zellen/Kavitit in einem Volumen von 1 ml Extrakt bzw. MEM. 48 Stunden nach der Aussaat
wurde das Wachstum der L929 Zellen morphologisch mittels Phasenkontrast-Mikroskopie in
Transmission (Axiovert 40 C) beurteilt. Ebenso wurden die Integritét der Zellmembran und die
metabolische Aktivitit mit Hilfe eines LDH- und MTS-Assays untersucht. (vgl. 4.4.1./2.)

4.5.4. Direkte zytotoxische Untersuchung mit HUVEC

Die zytotoxische Untersuchung der PEI-Filme wurde in einem Direkttest mit primdren HUVEC
durchgefiihrt, um die Kompatibilitit der Endothelzellen auf diesem polymeren Substrat und damit
einen moglichen toxischen Einfluss der Materialoberflache auf die Zellen beurteilen zu kdnnen.
Im Direkttest wurden die HUVEC mit einer Zelldichte von 3 - 10* Zellen/Kavitit in einem
Volumen von 1 ml EGM-2 Medium auf PEI-Filmen (15 mm Stanzlinge, n = 8) in einer Mikro-
titerplatte (24 Kavititen) ausgesit. Die PEI-Filme wurden hierbei mittels Teflonringen am Boden
der Kavitdt fixiert. Als Wachstumskontrolle dienten auf TCP kultivierte Endothelzellen. Die
Beurteilung des Zellwachstums erfolgte analog der indirekten Testung 48 Stunden nach der

Aussaat durch Untersuchung der Morphologie, Zellintegritit und metabolischen Aktivitét.

4.5.5. Invitro Endothelialisierung von PEI-Filmen
Statisches Modell

Im statischen Wachstumsmodell wurde untersucht, wie sich primdre HUVEC iiber einen ldngeren
Zeitraum auf den PEI-Filmen verhalten. Hierfiir wurden Endothelzellen analog der direkten
zytotoxischen Untersuchung mit 3 - 10" Zellen/Kavitit in Mikrotiterplatten (24 Kavititen) auf
PEI-Filmen (15 mm Stanzlinge, n = 8) ausgesit. TCP bzw. Glas dienten als Wachstumskontrolle.
Die Vitalitit der Zellen sowie die voranschreitende Bildung des Endothelzellmonolayers wurde
jeweils nach 2, 7 und 11 Tagen Wachstum mittels Lebend/Tot - Zellfirbung (vgl. 4.5.7.)
untersucht. Vor der Firbung wurden von jedem Probenansatz 500 ul des Mediumiiberstandes

gesichert, zentrifugiert und umgehend bei -20 °C eingelagert. Diese Uberstinde wurden zu einem
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spéteren Zeitpunkt fiir die Quantifizierung vasoaktiver Mediatoren wie Prostazyklin (PGI2) und
Thromboxan A2 (TXA2) als auch pro- und anti-inflammatorisch wirkender Botenstoffe
verwendet. (vgl. 4.5.9.) Dariiber hinaus wurden die Zellen einiger Probenansitze zur Beurteilung
der Zell-Matrix-Interaktionen nach den genannten Zeitrdumen fixiert und das Aktin-Zytoskelett
sowie fokale Adhdsionskomplexe (Vinkulin) mittels Immunfluoreszenzmethoden geférbt.
(vgl. 4.5.8.) Bei diesem Experiment dienten auf Glas gewachsene HUVEC als Referenz.

Dynamisches Modell

Um das Adhérenzverhalten, die Stabilitdt und damit die Funktionalitit eines Endothelzelllayers
auf PEI-Filmen untersuchen zu konnen, wurde eine ,,cone-and-plate Scherapperatur verwendet.
Mit dieser rheologischen Methode konnte durch Rotation eines geringfiigig angeschliffenen
Glaskegels (o = 2°) iiber dem zellbesiedelten, planaren Material ein laminarer Scherstress auf
adhérente Zellen ausgeiibt werden. (Abbildung 11) Die auf die Zellen wirkenden Scherkrifte

konnten dabei iiber die Beziehung
w
T = T [dyn/cm?] (Gl. 10)

so gewdhlt werden, dass mit in vivo Bedingungen vergleichbare Stromungsbedingungen
geschaffen wurden. t ist hierbei die GroBe der Stromungsstirke in dyn/cm? welche von der
Winkelgeschwindigkeit ® und dem Konuswinkel des Glaskegels o sowie der dynamischen

Viskositit des umgebenen Mediums p abhingig ist. [192, 193]

iBe -

Glaskegel -

Biomaterial
“laminare i
Scherung

::::._Iamin_a_re;;: R
"\ Scherung

Abbildung 11. Experimenteller Aufbau (A) und Funktionsprinzip (B) der rheologischen
Untersuchung mittels derer die Scherresistenz des Endothelzelllayers auf glatten PEI-Filmen
untersucht wurde. (B) Zeigt die relative Position des Glaskegels zum Endothelzelllayer auf dem zu
scherenden Biomaterial.

Fiir die Durchfithrung der Studie zur Untersuchung der Scherresistenz humaner Endothelzellen auf
PEI wurden glatte PEI-Filme (30 x 30) mm? zwischen die beiden Teile eines Polyetheretherketon
(PEEK) basierten Rheologie-Probenhalters fixiert. Als Referenzmaterial dienten Glasscheiben
(& = 25 mm). Die Wachstumsflache innerhalb der Probenhalter entsprach hierbei 4,5 cm?
Nachfolgend wurden die HUVEC auf den PEI-Filmen bzw. Glas mit einer Zelldichte von 1,6 - 10*
Zellen/cm? und damit vergleichbar zum statischen Wachstumsmodell in 1,5 ml EGM-2 Medium
ausgesit. (Abbildung 12) Nach 8 h, 48 h und 9 Tagen Wachstum unter statischen Bedingungen
wurden die Probenbehilter aus dem Brutschrank entnommen und der Zelllayer bei 37 °C fiir die

Dauer von 6 h Scherkriften von 3 dyn/cm? ausgesetzt. Hierbei wurden von jedem Material zu
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jedem betrachteten Zeitpunkt n = 6 unabhiingige Proben untersucht. Fiir die langeren Wachstums-
zeiten wurde nach dem iiblichen Turnus alle zwei Tage sowie 8 h vor dem eigentlichen Scherver-
such das Zellmedium gewechselt. Die Aktivierung der Endothelzellen in der Positivkontrolle
(Zugabe von IL-1B cgpa = 10 ng/ml) wurde ebenfalls 8§ h vor dem Scherversuch durchgefiihrt,
wobei die aktivierten Zellen nicht geschert wurden und lediglich dem Nachweis der Aktivierbar-
keit dienten. Nach dem Einsetzen eines Probenbehilters in einen der drei auf 37 °C vorgewérmten
Probenkopfe wurde dieser direkt unter einem der Glaskegel montiert. AnschlieBend wurde die
gesamte Probe mittels einer Stellschraube nach oben justiert, bis ein scharfes Bild des Zellrasens
den optimalen Abstand zwischen Zellrasen und der Spitze des Glaskegels anzeigte. Nur bei
Einhaltung dieses Abstandes war eine laminare Stromungsstirke von 0,3 Pa (3 dyn/cm?) bei einer
Winkelgeschwindigkeit des Glaskegels von 11,6 rad/s gegeben.

- <

S :—} Material (Glas, PEI-Film)
<

&:—T_éﬁ __1__ &%:ﬁ Probenbehilter
&E-Eé/f

VorinkEation/
Dichtigkeitspriifung
mit Medium

_ Erfasste Parameter:

Kultivierung
—(8h,48h,9d) » Beurteilung der Morphologie
P b‘f_l-_:iﬁ » Ermittlung der Zelldichte
&—?:H:—;ﬁ » Quantifizierung vasoaktiver und
inflammatorischer Mediatoren
Scherstress rheologische » Beurteilung der Zell-Matrix-
(3 dyn/cm? fiir 6h) Messung Interaktion (Aktin-Zytoskelett
und fokale Adhésionen)
==

Abbildung 12. Experimentelles Setup des dynamischen Wachstumsmodells.

Vor und nach dem jeweiligen Scherexperiment wurden die Morphologie und Zelldichte auf PEI
im Vergleich zu Glas mittels des Auflichtkamerasystems QImaging Retiga™ 4000R jeweils mit
drei Gesichtsfeldern pro Probe dokumentiert. Ebenso wurde das Adhidsionsverhalten der Zellen
durch Immunfluoreszenzfiarbung des Aktin-Zytoskeletts und des Adhésionsproteins Vinculin nach
der Scherung untersucht. Uberstinde der Zellen wurden jeweils vor und nach der Scherung
entnommen, aus diesen die Konzentrationen ausgewdhlter vasoaktiver sowie inflammatorischer
Mediatoren quantifiziert und hinsichtlich eines Einflusses der Scherkréfte auf die auf PEI-Filmen

angesiedelten Endothelzellen hin untersucht.

4.5.6. Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (cLSM)

Die mikroskopische Analyse von Immunfluoreszenzpréparaten wurde mit einem konfokalen
Laser-Raster-Mikroskop (Zeiss Axiovert 200M), montiert auf einem schwingungsfreien Tisch,
durchgefiihrt. Als Lichtquelle fungierte eine HBO100 Quecksilberdampflampe. Die Aufnahme
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von zelluldren als auch polymeren Prédparaten erfolgte fiir verschiedene Primérvergroferungen
mittels 100x/1,4 DIC, 63x/1,3 Plan-Apochromat, 40x/1,3 Plan-Neofluar, 20x/0,8 Apochromat und
10x/0,3 Apochromat Linsen. Zur Dokumentation wurden die mit einer digitalen AxioCam ICc 5
(D) CCD Kamera aufgenommenen Bilder mit der ZEN desk 2012 Software (Carl Zeiss
Microscopy LLC, Thornwood, NY, US) ausgewertet.

4.5.7. Vitalititstirbung (FDA/PI Fluoreszenzfirbung)
Als Farbstoff zur Detektion vitaler Zellen kam Fluoresceindiacetat (FDA, ex/em 475/535 nm) in

einer finalen Konzentration von 25 pg/ml zum Einsatz. Dieser Farbstoff wurde zunéchst passiv in
seiner inaktiven Form von den Zellen aufgenommen und durch deren metabolische Aktivitdt nach
und nach in seine fluoreszierende Form hydrolysiert. Die Inkubationszeit unter Zellkulturbeding-
ungen (37 °C, 5 vol-% CO,) nach der Zugabe von FDA betrug etwa 30 min, bevor sich eine
auseichende Menge des aktiven Farbstoffes in den Zellen akkumuliert hatte, um ein ausreichend
starkes Fluoreszenzsignal zu liefern. Fiir den Nachweis toter Zellen innerhalb der Zellkultur wurde
der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI, ex/em 488/590 nm) in einer finalen
Konzentration von 2 pg/ml verwendet. Dieser Farbstoff ist nur zu einem sehr geringen Teil
membrangingig und kann durch passive Aufnahme somit nur genomische DNS von Zellen farben,
deren Plasmamembran zerstort ist. Im Rahmen des Vitalitdtsnachweises sowie der Bestimmung
der Zelldichte wurden stets beide Farbstoffe gleichzeitig zur untersuchenden Zellkultur hinzuge-
geben und nach der o.g. Inkubation mit dem cLSM bei einer 10-fachen Primérvergroflerung mit
jeweils drei Gesichtsfeldern pro Probe detektiert.

4.5.8. Immunfluoreszenz Firbung des Aktin-Zytoskeletts und der fokalen Adhisionskomplexe

Sowohl im statischen als auch dynamischen Wachstumsmodell wurden exemplarische Proben des
Endothelzellrasens hinsichtlich ihrer Interaktionen mit dem unterliegenden Substrat (PEI-Film)
untersucht. Dazu wurde das Aktin-Zytoskelett und Vinkulin, eines der Hauptproteine fokaler
Adhiasionskomplexe, durch spezifische Farbung mit Fluoreszenz markierten Antikérpern sichtbar
gemacht und am cLSM dokumentiert. Nach der statischen oder dynamischen Testung wurden die
Zellen aus den jeweiligen Probenkorpern einmalig mit PBS (+/+) gewaschen und anschlieBend fiir
30 min bei 4 °C mit Paraformaldehyd (4 vol-% in 0,9% NacCl) fixiert. Danach schloss sich eine
zehnminiitige Permeabilisierung der Zellen mit Triton X-100 (0,5 vol-% in PBS (+/+)) sowie das
30-miniitige Blocken mit einer 5%-igen BSA-Losung in PBS (+/+) an. Im néchsten Schritt wurde
in einer 2%-igen BSA-Losung F-Aktin mit Alexa555 Fluoreszenz markiertem Phalloidin (1 : 40)
gefarbt, wohingegen Vinkulin zunéchst mit einem polyklonalen Maus-anti-Mensch IgG Primér-
antikorper (1 : 50) {iber Nacht bei 4 °C markiert wurde. Der Cy2 konjugierte polyklonale Ziege-
anti-Maus IgG Sekundédrantikérper (1 : 200) wurde am néchsten Tag fiir 60 min bei RT mit den
Zellproben inkubiert. Zusétzlich zum F-Aktin und Vinkulin wurde ebenfalls die genomische DNS
der Zellen in einer fiinfminiitigen Inkubation bei RT mit 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
1 : 5.000) gefarbt und die Proben im Anschluss unter Verwendung von Mowiol auf Glasobjekttra-
gern fixiert. Nach dem Aushirten des Mowiols wurden aussagekriftige Bilder der gefarbten

Zellen mittels cLSM in verschiedenen PrimérvergrofSerungen (20 bis 100-fach) dokumentiert.
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4.5.9. Sekretionsprofile vasoaktiver und inflammatorischer Mediatoren

Vasoaktive und inflammatorische Zytokine wurden aus den Zellkulturiiberstdnden des statischen
und dynamischen Systems quantifiziert. Hierbei wurden die im Uberstand enthaltenen
Konzentrationen der vasoaktiven Antagonisten Prostazyklin (PGI2) und Thromboxan A2 (TXA?2)
mittels des 6-keto-Prostaglandin F,,EIA und dem Thromboxane B2 EIA ELISA-Assays bestimmt.
Ebenfalls wurden die Uberstiinde hinsichtlich eines Effektes der PEI-Filme auf die endotheliale
Sekretion verschiedener inflammatorischer Zytokine (IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNFa)
sowie diverser Wachstumsfaktoren (PDGF-BB, FGF-b, GM-CSF, VEGF) mittels der Bio-Plex
Methode wuntersucht. Fiir beide Nachweismethoden wurde reines Zellkulturmedium als
Negativkontrolle benutzt. Als Positivkontrolle wurden zum Nachweis der Aktivierbarkeit der
verwendeten Endothelzellen mit rekombinantem IL-1p (10 ng/ml) aktivierte, TCP-gewachsene
HUVEC Kulturen verwendet. Die Aktivierung erfolgte im Fall der statischen Testung 24 h und bei
der dynamischen Testung 8 h vor Ablauf der fiir den Versuch geplanten statischen Wachstumszeit.

Quantifizierung von PGI2 und TXA2 mittels ELISA-Assay

Beide Nachweise beruhten auf dem Prinzip eines kompetitiven Immunoassays, bei dem der freie
Mediator (PGI2 oder TXA2) in der Probe mit einem gleichartigen, jedoch Acetylcholinesterase
(AChE) gekoppelten Mediator (sog. Tracer) in Konkurrenz um eine begrenzte Anzahl an
Bindungsstellen an einem entsprechenden Kaninchen-Antikorper stand. Dieser Kaninchen-
Antikorper wurde wiederum von monoklonalem Maus-anti-Kaninchen IgG gebunden, welcher
bereits als Beschichtung in der Analysenplatte (96 Kavitéten) fixiert vorlag. Da der Tracer immer
in gleicher Konzentration bei der Analyse vorlag, hing die Menge seiner Bindung an den
Kaninchen-Antikdrper umgekehrt proportional von der in der Probe vorliegenden Menge des zu
bestimmenden Mediators ab. Hatte der Komplex aus Kaninchen-Antikérper und Mediator
(ungeachtet ob frei oder AChE-gekoppelt) an den fixierten Maus-anti-Kaninchen IgG Antikorper
gebunden, wurde die Kavitidt mehrfach gewaschen, um nicht gebundene Substanzen zu entfernen
und anschliefend Ellman’s Reagenz hinzuzugeben. Dieses Reagenz stellte mit 5,5'-Dithiobis-2-
Nitrobenzoesédure (DTNB) ein Substrat fiir die AChE dar, wobei durch die katalytische
Umsetzung der gelbe Farbstoff 5-Thio-2-Nitrobenzoat freigesetzt wurde. Dieser besitzt eine hohe
Absorption bei 412 nm. Die spektroskopisch nachgewiesene Intensitit des Farbstoffes war dabei
proportional zur Menge des Tracers, welche wiederum umgekehrt proportional zur Menge des
freien Mediators war. Bei der Durchfithrung der Assays wurden jedoch PGI2 und TXA2 nicht
direkt nachgewiesen, sondern deren jeweilige Metaboliten, welche in Kulturmedium sehr schnell
in einer eins zu eins Reaktion gebildet wurden. Somit wurde an Stelle von PGI2 seine hydratisierte
Form 6-keto Prostaglandin F,, (6-keto PGF,,) und anstatt TXA2 sein hydrolysierter Metabolit
Thromboxan B2 (TXB2) detektiert. Die absoluten Konzentrationen dieser Mediatoren wurden in
Relation zu entsprechenden Standards ermittelt, wobei diese fiir 6-keto PGF,, im Bereich von
1.000 — 2 pg/ml und fiir TXB2 zwischen 1.000 — 8 pg/ml lagen.

Nachweis inflammatorischer Mediatoren und Wachstumsfaktoren mittels Bio-Plex

Das Prinzip dieser Nachweismethode ist vergleichbar mit einem Sandwich-Immunoassay. Aller-

dings ist hierbei der Antikorper, welcher den zu quantifizierenden Mediator bindet, an die Ober-
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flache eines fluoreszierenden Partikels gebunden. Das Emissionsspektrum einer jeden Partikelart
ist einzigartig und durch die spezifischen Antikérper direkt mit einem bestimmten Mediator
verkniipft. (sog. xXMAP Technologie) Wird nun ein bestimmtes Partikel mit der Probe inkubiert,
fangen die auf ihm gebundenen Antikdrper den Mediator ab. In einem zweiten Schritt wird die auf
dem Partikel gebundene Menge des Mediators durch die Stirke des Fluoreszenzsignals eines
Reportersystem bestehend aus einem biotinylierten Antikdrper gegen ein anderes Epitop des
Mediators und dem Streptavidin gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin quantifiziert.
Durch diese zwei Schritte der spezifischen Anbindung an farbcodierte Partikel und der Quantifi-
zierung auf eben diesen, konnen eine Vielzahl von Molekiilen simultan aus einer Probe quantifi-
ziert werden. Zur Detektion der Partikel sowie der Menge von an ihnen gebundenem Mediator
wird ein Durchfluss basiertes System mit zwei Lasern zur Detektion benutzt. Beim Durchfluss
werden die Partikel kanalisiert und vereinzelt, um dann durch die Anregung mit dem ersten Laser
einem bestimmten Mediator zugeordnet zu werden, wihrend der zweite Laser das quantitative
Reportersystem anregt. Die Quantifizierung eines Zytokins aus einer Probe erfolgte bei dieser

Nachweismethode in Relation zu einer zuvor vermessenen Referenz mit bekannter Konzentration.

4.6. Molekularbiologische Methoden
4.6.1. Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir die Vermehrung und strangspezifische Modifikation von DNS-Molekiilen wurde die Methode
der Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt. Hierbei erfolgte die Amplifikation durch eine
Tag-DNS-Polymerase im dazugehdrigen ThermoPol® PCR Puffersystem von New England
Biolabs. Die PCR-Reaktion diente der exponentiellen Vermehrung von DNS zwischen zwei an
den komplementiren Stringen hybridisierenden Oligonukleotidprimern. Die Primersequenzen
wurden so ausgewdhlt, dass die Schmelztemperatur im Bereich von 60 = 2 °C lag und die
Wabhrscheinlichkeit der Bildung von Dimeren sowie Haarnadelstrukturen gering war. Die
Amplifikation wurde im Rahmen der Zyklenoptimierung in einem Reaktionsvolumen von 50 pl
und fiir die praperative PCR in 100 pl in einem PCR-Thermocycler durchgefiihrt.

Die Templatemenge pro PCR-Ansatz betrug stets 10 vol-%. Die Anzahl der bendtigten Amplifi-
kationszyklen fiir das beste Verhiltnis von Ausbeute und Spezifitit wurde fiir jeden PCR-Lauf
mittels Zyklenoptimierung (vgl. Anhang 10.3.) ermittelt. Gleichzeitig wurde stets ein Ansatz ohne
Template als Negativkontrolle mitgefiihrt, um unspezifische Amplifikationen und potenzielle
Kontaminationen ausschlieen zu kénnen. Nach der PCR wurde ein Aliquot des Produktes zur
Uberpriifung der spezifischen Amplifikation auf einem Agarosegel aufgetrennt und mittels
Ethidiumbromid-Farbung detektiert. (vgl. 4.6.3./4.)

PCR - Komponenten PCR - Programm

ThermoPol Puffer (10x) 1x 94 °C 5 min

MgCI2 1,5 mM 94 °C 30s variable
dNTPs 0,2 mM 60 °C 30s Zyklenzahl
Primer 3,0 uM 72 °C 45s

Taq - Polymerase (5 U/pl) 1,5/50 pl 72 °C 5 min

DNS - Template variabel

Abbildung 13. Standard PCR-Reaktionsansatz und Amplifikationsbedingungen fiir die in der in vitro
Selektion gegen PEI-Film Oberfldchen verwendete ssDNS-Bibliothek.
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4.6.2. Modifizierung der Oligonukleotidbibliothek

In einigen Féllen war es notig die Bibliothek zu modifizieren, um im Anschluss an die
Amplifikation eine Einzelstrangisolierung durchfiihren zu kénnen oder eine Detektion gebundener
Aptamere auf der Polymeroberfliche zu ermdglichen. Zu diesem Zweck wurden auf Ebene der
PCR bei Bedarf kommerziell erworbene modifizierte Primer eingesetzt. 5°-biotinylierte Primer zur
Einfiihrung von Biotin in die Selektionsbibliothek kamen sowohl fiir den sense als auch den
antisense Strang zum FEinsatz. Wihrend der einzelnen Selektionsrunden wurde bei der pripera-
tiven PCR der antisense Strang zum Zweck der spéteren Strangtrennung mittels Immobilisierung
an Streptavidin beschichteten Sepharose-Partikeln am 5°-Terminus mit Biotin modifiziert. (vgl.
4.6.8.) Eine 5°-Biotinylierung des sense Stranges wurde erst nach Beendigung der SELEX fiir die
Immobilisierung des zellbindenden Liganden nétig. Hierbei wurde die hochaffine Biotin-Strepta-
vidin Interaktion fiir die nicht-kovalente Anbindung von Streptavidin als Bindeglied zwischen
Aptamer und cRGD-Peptid ausgenutzt. Gleichzeitig zur Biotinylierung des sense Stranges musste
eine andere Methode zur Doppelstrangtrennung eingesetzt werden. Daher wurde der antisense
Strang am 5°-Terminus mit einer Phosphatgruppe modifiziert, um einen nukleolytischen Abbau
dieses DNS-Stranges durch das Enzym A-Exonuklease (vgl. 4.6.8.) zu ermdglichen. Der Nachweis
materialgebundener Aptamere mittels visueller Detektion am cLSM wurde durch die Modifikation

des sense Stranges am 5°-Terminus mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFlour647 erreicht.

4.6.3. Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennung doppelstrangiger DNS-Molekiile nach ihrer GréBe erfolgte in nicht-denaturieren-

den Agarosegelen. Dieser analytische Arbeitsschritt wurde fiir die Auswahl des besten Verhéltnis-
ses zwischen Spezifitidt und Ausbeute im Rahmen der Zyklenoptimierung als auch fiir den Nach-
weis der spezifischen Amplifikation in der préperativen PCR benutzt. In Anbetracht der mit ca.
100 bp geringen GroBe der Oligonukleotide wurde stets ein 3 %-iges Agarosegel durch Einwaage
von 1,2 g GTQ-Agarose in 40 ml 1x TAE-Laufpuffer und Erhitzen in einer Mikrowelle herge-
stellt. Zu der noch warmen Agaroselosung wurden 2,5 pl einer 1%-igen Ethidiumbromidlésung
hinzugegeben und anschlielend blasenfrei in den vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Nach dem
Aushérten des Gels wurde dieses mit dem Gelschlitten in die Gelkammer {iberfiihrt und mit 1x
TAE-Laufpuffer tiberschichtet. Erst danach wurden die Kdmme gezogen und die Probentaschen
auf Beschiadigungen iiberpriift. Vor dem Beladen des Gels wurden die DNA-Proben im Verhiltnis
1 : 5 mit DNS-Ladepuffer (5 pl DNS-Losung + 1 ul Ladepuffer) gemischt, davon 5 pl auf das Gel
aufgetragen und die Molekiile mit einer Spannung von 80 V fiir 1 h getrennt. Als DNS-Léngen-
standard diente eine DNS-Leiter mit Fragmentgrof3en im Bereich von 20 bis 200 bp. (vgl. 5.2.3.)

4.6.4. Nachweis von DNS in Agarosegelen
Der Nachweis von DNS in Agarosegelen wurde mittels Ethidiumbromidfarbung durchgefiihrt. Die

Zugabe des interkalierenden Farbstoffes erfolgte bereits bei der Herstellung des Agarosegels. Die
visuelle Detektion der Oligonukleotide wurde durch Anregung des Ethidiumbromids bei einer
Wellenlédnge von 302 nm im Transilluminator (MultiDoc-It Imaging System) und Dokumentation
mit der ,,Doc-It* LS Image Acquisition Software” (UVP, Upland, CA, USA) durchgefiihrt.
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4.6.5. Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsiuren
NukleoSpin Extract 11 Kit

Die Reinigung von DNS nach enzymatischen Reaktionen wie der PCR und des A-Exonuklease
katalysierten Strangabbaus erfolgte mittels Silika-Membran-Sdulen, welche im sauren Milieu
DNS {iber ionische WW binden und sie im Basischen wieder eluieren. Durchgefiihrt wurde die
Reinigung mit dem NukleoSpin Extract II Kit, welches eine Isolierung von Oligonukleotiden bis
zu einer minimalen Liange von 65 bp erlaubt. Im Fall einzelstringiger DNS kam als Bindungs-
reagenz NTC-Puffer zum Einsatz, der speziell fiir diese Applikation vorgesehen ist. Die Eluierung

der DNS wurde stets mit einem Volumen von 50 pl pro Séule in NE-Puffer durchgefiihrt.

Gelfiltration zur Entsalzung und zum Pufferaustausch

Die Entsalzung von einzel- und doppelstrangiger DNS diente der Vorbereitung der DNS-Biblio-
thek fiir nachfolgende Selektionsrunden, sowie um potenziell storende Einfliisse von Salzen auf
nachfolgende Enzymreaktionen zu eliminieren. Fiir die Reinigung der Oligonukleotide wurden
Saulen mit hochvernetztem Dextrangel (illustra NAP-5 mit Sephadex™ G-25) verwendet, wobei
die Reinigung der kurzen DNS Fragmente auf dem Prinzip des Groenausschlusses beruhte. Somit
wanderten kleinere Molekiile und Salze schneller durch die Séaule, als die im Verhéltnis dazu
relativ groBen Oligonukleotide. Die DNS wurde in einem Probenvolumen von maximal 500 pl auf

die Sdule gegeben und mit 1 ml Wasser wieder eluiert.

Konzentrierung mittels Ultrafiltration

Die Methode der Ultrafiltration wurde zur Konzentrierung von ssDNS sowie der Beseitigung
letzter Pufferbestandteile durchgefiihrt. Zu diesem Zweck kamen Amicon®-Filtersysteme mit
einem GroBenausschluss von 30 kDa (YM-30) zum Einsatz. Die Methode basiert darauf, dass
durch Zentrifugation (14.000 x g fiir 10 min) Molekiile kleiner als 30 kDa die Filtermembran
passieren konnen und nur der zu isolierende Einzelstrang zuriickbleibt. Die finale Isolierung der
ssDNS erfolgte durch Umdrehen der YM-30 Sdulen in neue EppendorfgefiBle und zweifacher
Elution mit jeweils 40 pul Wasser fiir eine Minute bei 1.000 x g.

Konzentrierung mittels Vakuumzentrifuge

Diese Methode der Konzentrierung kam ausschlieflich in den Selektionsrunden 5 bis 11 zum
Einsatz. In dieser spdten Phase der SELEX war das Reaktionsvolumen fiir die Bindungsschritte
mit 250 pl derart gering, dass die in Wasser vorliegende ssDNS-Bibliothek aufgrund ihres
vergleichsweise groBen Volumens fiir die beabsichtigte eingesetzte Stoffmenge die Pufferverhilt-
nisse im Reaktionsansatz verdndert hétte. Um dieser Verdnderung der Selektionsbedingungen
entgegenzuwirken, wurde die fiir die Selektion vorgesehene Stoffmenge an ssDNS in ein 2 ml
LoBind Eppendorfgefall pipettiert und das iiberschiissige Wasser in der SpeedVac RVC 2-18 fiir
45 min bei 40 °C und 1.500 rpm im Vakuum fast bis zur Trockne verdampft. Fiir die Herstellung
des Bindungsansatzes wurden im Anschluss 250 pl Selektionspuffer (inkl. Kompetitor) hinzu-
gegeben und die Selektionsrunde nach dem beschriebenen Protokoll (vgl. 4.7.4./5.) durchgefiihrt.
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4.6.6. Quantifizierung von Nukleinsiuren
UV-Spektroskopie

Die Bestimmung der Konzentration von DNS in wéssrigen Losungen erfolgte mittels photo-
metrischer Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von A = 260 nm (ODyg). Fiir die
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren unbekannter Sequenz bzw. komplexer Gemische,
wie sie in der kombinatorischen Bibliothek auftraten, wurden bei einer OD,gy von 1 ndherungs-
weise Massenkonzentrationen (c,) von 33 pg/ml fiir einzelstringige und 50 ug/ml fiir
doppelstringige DNA zugewiesen. Auf Grundlage dieser Beziehung lie sich die Massen-
konzentration ¢, in g/l von DNS in Losung iiber

Cm = 0Dyg0-50#9/ - f (GL 11)

bestimmen, wobei f den Verdiinnungsfaktor darstellt.

Weitergehend konnte ebenso die Stoffmengenkonzentration ¢, in mol/l iiber die Beziehung
— Cm
="y (Gl. 12)

mit Hilfe des Molekulargewichtes M und der Massenkonzentration bestimmt werden. Das
durchschnittliche Molekulargewicht des enthaltenen synthetischen Oligonukleotids war hierbei
durch den Hersteller bereits ermittelt worden, lie sich jedoch auch anhand des durchschnittlichen
Molekulargewichtes einen Nukleotids von 330 g/mol und der Sequenzlédnge des Oligonukleotids
ermitteln. Die photometrische Messung wurde mit einem Volumen von 60 pl zumeist
unverdiinnter DNS-Losung in Polystyrol-Kiivetten (UVette™) mit einer Schichtdicken von 1 cm
im UV-Spektrometer durchgefiihrt. Abgesehen von der OD,¢, wurde ebenfalls die Absorption bei
280 nm dokumentiert. Proteine besitzen bei dieser Wellenldnge ihr Absorptionsmaximum,
wodurch aus dem Quotienten beider Werte (OD,4/OD,g¢) Riickschliisse iiber die Reinheit der
DNS gezogen werden konnten. Reine DNS-Losungen wiesen Werte im Bereich von 1,8 - 2,0 auf,

wohingegen niedrigere Werte auf eine Verunreinigung hindeuteten.

Quantitative Echtzeit-PCR (¢PCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine Amplifikationsmethode fiir Nukleinsduren, welche
methodisch auf der klassischen Polymerasekettenreaktion beruht. Der Unterschied zur iiblichen
PCR ist, dass wihrend des PCR-Laufes in Echtzeit eine Quantifizierung der in der Probe
enthaltenen spezifisch amplifizierten Nukleinsduren mdglich ist. Die Quantifizierung der
absoluten enthaltenen Menge an DNS ist herbei durch die Zugabe eines interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes wie Ethidiumbromid oder SYBR Green I moglich. Das Fluoreszenzsignal
nimmt hierbei proportional mit der Menge an PCR-Produkt zu und wird stets am Ende der
Elongation eines PCR-Zyklusses detektiert. Um die in einer Probe enthaltene Ausgangsmenge an
Template bestimmen zu konnen, wird fiir die Auswertung nach dem PCR-Lauf (40 Zyklen) nur
das Fluoreszenzsignal in der exponentiellen Phase der PCR zur Quantifizierung genutzt. Nur in
dieser Phase der PCR sind die Reaktionsbedingungen anndhernd optimal und die Proportionalitit
zwischen Templatemenge und Fluoreszenzsignal ist gegeben. Um stets das Fluoreszenzsignal in

der exponentiellen Phase der PCR zu nutzen, wird in der nachfolgenden Auswertung die
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Anderung des gemessenen Fluoreszenzsignals (AR,) iiber der Zyklenzahl aufgetragen. Die
exponentielle Phase zeigt sich dann anhand eines linearen Anstieges des AR, iiber mehrere
Amplifikationszyklen hinweg. (Abbildung 14) In diesem linearen Bereich wird fiir alle
vermessenen Proben ein Schwellenwert festgelegt. Der Schnittpunkt, an dem das Fluores-
zenzsignal einer Amplifikation erstmals diesen Schwellenwert iiberschreitet, wird als Ci-Wert
(engl.: cycle threshold) definiert. Eine quantitative Aussage liber die anfanglich in einer Probe
enthaltene Menge an Template ist nun vergleichend mit Hilfe einer Standardgeraden von Proben
mit bekannter Ausgangstemplatemenge mdglich. Die linear, umgekehrt proportionale Beziehung
zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und den gemessenen C,-Werten der Standards
lasst sich graphisch auftragen und anhand der entstehenden Gerade die Geradengleichung ent-
nehmen. Mit Hilfe dieser Gleichung kann fiir jede unbekannte Probe des gleichen PCR-Laufes die
Ausgangsmenge an Template bestimmt werden, insofern es sich um das gleiche Template handelt.

Die Methode der qPCR wurde fiir die Uberwachung des Selektionsfortschrittes im Rahmen der
PEI-SELEX sowie bei nachfolgenden Bindungsexperimenten fiir die Quantifizierung der
Aptamerbindung an das Polymer verwendet. Hierbei wurden die in den Proben enthaltenen DNS-
Ausgangsmengen stets in Relation zu einer Reihe von Standardverdiinnungen der DNS-Start-
bibliothek im Bereich von 100 pg/ul bis 1 fg/ul gesetzt. Die zu quantifizierenden Proben aus
Bindungsexperimenten (vgl. 4.7.5./6.) lagen stets in 500 pl Eluat vor, wobei die
Bindungsexperimente mit zwei PEI-Stanzlingen (0 = 6 mm) in Doppelbestimmung (n = 2)
durchgefiihrt wurden. Fiir den qPCR-Lauf wurde jedes dieser Eluate in drei unabhéngigen PCR-
Ansédtzen quantifiziert und die absoluten DNS-Mengen am Ende der Auswertung gemittelt. In
jedem PCR-Ansatz (Vg = 20 pl) war 1 pl des unverdiinnten Eluats als Template enthalten.
Zusétzlich bestand ein PCR-Ansatz aus dem ,,ready fo use - Mix des SYBR® Green PCR Master
Mix (final 1x), dem Forward- und Reversprimer (0,3 uM final) sowie Wasser. Die Messungen
wurden stets mit einem StepOnePlus™ Real-Time PCR Gerit durchgefiihrt.

Amplifikationsplot Standardgerade

= Probe unbekannter DNS-Konzentration
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Abbildung 14. Exemplarische Darstellung und Auswertung eines qPCR-Laufes. Ermittlung des C-
Wertes einer Amplifikation anhand des Schwellenwertes (links) sowie Bestimmung der Ausgangsmenge an
Template mittels der Standardgeraden aus Proben mit bekannter Ausgangskonzentration.
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4.6.7. Sequenzierung von Oligonukleotiden

Die innerhalb der ssDNS-Bibliothek aus Selektionsrunde elf angereicherten PEI-Film bindenden
Aptamere wurden mittels Briickenamplifikation (v3 Sequenzierchemie, Illumina HiSeq 1500) in
zwei 100 bp ,paired-end” Laufen sequenziert. Zur Datenanalyse wurden die Sequenzen im
Anschluss um die Adaptersequenzen und konstanten Bereiche der SELEX-Primer gekiirzt und ins
Fasta Format konvertiert. Die Aufkldrung prominenter Sequenzmotive wurde mit 100.000
Sequenzen mittels des DREME Algorithmus [194] durchgefiihrt. Hierbei wurde der Zufallsbereich
aller Sequenzen hinsichtlich sich wiederholender 49mer Motive analysiert. Der verwendete Algo-
rithmus wurde spezifisch fiir die Motivanalyse groBBer Datensétze entwickelt. Er beseitigt Limita-
tionen wie eine unzuverldssige Unterscheidung zwischen funktionellen Motiven und statistischen
Artefakten und erlaubt den Vergleich zwischen mehreren grolen Datensdtzen. Im Gegensatz zu
vielen anderen Analysewerkzeugen ist er dabei bedeutend schneller und akkurater bei der Analyse

multipler, sehr kurzer, nicht-redundanter und statistisch unterschiedlicher Sequenzmotive.

4.6.8. Einzelstranggenerierung und -isolierung
DNS Doppelstrangtrennung mittels Biotin - Streptavidin Interaktion

Im Rahmen einer jeden Selektionsrunde wurde die in der priperativen PCR generierte doppel-
straingige DNS an Streptavidin beschichtete Sepharose-Partikel (Streptavidin Sepharose™ High
Performance Beads) immobilisiert und nachfolgend der sense Strang im Basischen eluiert. Zu
diesem Zweck wurde in der PCR ein 5°-biotinylierter Primer fiir den Gegenstrang eingesetzt. Bei
der Strangtrennung wurden 200 pl der beschichteten Partikel in ein leeres und mit einem Filter
verschlossenes DNS-Syntheserohrchen pipettiert und diese zwecks Herauswaschen des
Losungsmittels (80% Ethanol) und Sedimentation mit 2,5 ml PBS (-/-) gewaschen. Anschlieend
wurde der vollstindige PCR-Ansatz dreimal {iber die Séule gegeben. Der nachfolgende Wasch-
schritt wurde erneut mit 2,5 ml PBS durchgefiihrt. Die Eluierung des sense Stranges und damit der
angereicherten ssDNS-Bibliothek erfolgte anschlieend durch Trennung des DNS-Doppelstranges
mittels Zugabe von 500 pl NaOH-Losung (200 mM). Fiir die Vorbereitung der angereicherten
Bibliothek fiir eine nachfolgende Selektionsrunde wurde der isolierte sense Strang nachfolgend
mit Sephadex Rohrchen (NAP-5) in Wasser umgepuffert und durch Ultrafiltration konzentriert.

Nukleolytischer Abbau des phosphorylierten Gegenstranges mittels A-Exonuklease

Der nukleolytische Abbau von dsDNS mit Hilfe des Enzyms A-Exonuklease wurde fiir die Gene-
rierung von einzelstringiger, 5°-biotinylierter DNS fiir die Materialbindungsversuche sowie den
Aufbau des Aptamer-cRGD basierten Endothelialisierungssystems eingesetzt. Hierfiir wurde in
einer vorangehenden PCR-Amplifikation fiir den antisense Strang ein 5°-phosphoylierter Primer
verwendet. Nach der Reinigung des doppelstrangigen PCR Produktes mit anschlieBender Umpuf-
ferung in Wasser und Konzentrierung der dsDNS wurde die exakte Menge an enthaltener dsDNS
mittels UV-Spektroskopie ermittelt und anhand dieser der enzymatische Abbau berechnet. Hierbei
wurden stets fiir den nukleolytischen Abbau von 1 pg dsDNS 10 Einheiten (units) des Enzyms
eingesetzt. Der Abbau des phosphorylierten antisense Stranges erfolgte fiir 30 min bei 37 °C mit

anschlieBender zehnminiitiger Inkubation bei 80 °C zur Inaktivierung des Enzyms. Der
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verbliebene sense Strang wurde nachfolgend mittels Silika-Membran-Séulchen (NukleoSpin
Extract II Kit) gereinigt und die Ausbeute an einzelstrangiger DNS quantifiziert.

4.7. In vitro Selektion
4.7.1. Design der kombinatorischen Oligonukleotidbibliothek

Ein wichtiger Aspekt fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der PEI-SELEX war das Design der
kombinatorischen DNS-Startbibliothek sowie der korrespondierenden Primer. Die verwendete
einzelstrangige DNS-Bibliothek hatte eine Sequenzlinge von 91 Basen. Hierbei entfielen 50
Basen auf den mittigen Zufallsbereich, welcher von den konstanten Primersequenzen flankiert
wurde. (Abbildung 15) Der randomisierte Bereich wurde aufgrund der unterschiedlichen
Reaktivititen der Basen bei der Synthese mit einer Mischung aller Basen im Verhéltnis dA(3) zu
dG(2,5) zu dC(2,5) zu dT(2) derart gestaltet, dass statistisch betrachtet alle Basen dquimolar in der
Sequenz vorhanden waren. Die Komposition der ssDNS-Bibliothek wurde bewusst im Bereich
eines Molekulargewichtes von ~30 kDa gewaihlt, um eine spitere Isolierung der Einzelstrang-DNS

zu erleichtern.

ssDNS-Startbibliothek

5’-GGG AGA AAT TCC GAC CAG AAG -(N)so- GAT GGA CGA ATATCG CTC CC-3°

FORWARD Primer REVERSE Primer
5’-GGG AGA AATTCC GAC CAG AAG-3 5’-GGG AGC GATATTCGT CCATC-3’

Abbildung 15. Basensequenz der DNS-Startbibliothek und der korrespondierenden Primer

Entscheidend fiir eine effektive Selektion und Amplifizierbarkeit der Bibliothek war das
Primerdesign. Anhand der Sequenz lieen sich hierbei bestimmte Eigenschaften der Primer
steuern. Besonders wichtig waren die Schmelztemperatur sowie das Bestreben der Sequenzen
Haarnadelstrukturen bzw. Homo- und Heterodimere zu bilden. Die zuletzt genannten Eigenschaf-
ten sollten nach Mdglichkeit vermieden werden, da diese sich nachteilig auf die Spezifitit der
Selektion und Amplifikation auswirken konnen. Ebenso sollte aus Griinden der Spezifitit die
Schmelztemperatur beider Primer im gleichen Bereich von 60 + 2 °C liegen. Dies ermdglichte
eine Verwendung der Primer sowohl bei der Standard PCR als auch bei der spiteren absoluten
Quantifizierung des Selektionsfortschrittes mittels quantitativer RealTime PCR (qPCR). Fiir die
Uberpriifung der biophysikalischen Eigenschaften wurden die kreierten Sequenzen vorab mittels
bioinformatischer Berechnungen analysiert. (OligoAnalyzer 3.1, Integrated DNA Technologies
Inc.) [195] Mit Hilfe der in diesem bioinformatischen Werkzeug verwendeten Algorithmen war

eine Abschitzung der Eigenschaften und Hybridisierungskinetiken moglich. [196]

4.7.2. Festlegung der experimentellen Rahmenbedingungen

Nach Synthese der generierten Sequenzen war der nichste Schritt der Aufbau und die Opti-
mierung des Amplifikationssystems. Hierbei musste die Amplifizierbarkeit der ssDNS-Bibliothek
iiberpriift und das PCR-Protokoll fiir eine spezifische Amplifikation bei ausreichender Ausbeute
etabliert werden. (vgl. Anhang 10.3.) Nachfolgend war fiir die Festlegung der experimentellen
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Rahmenbedingungen wihrend der SELEX eine Abschitzung der maximal mdglichen Aptamer-
menge pro pm? ndtig, um die bei jeder Selektionsrunde einzusetzende DNS Menge festlegen zu

konnen. Die grundlegenden Annahmen fiir diese Abschitzung waren:

— eine uniforme, monolagige Gleichverteilung der Aptamere an der Oberfliche
— gefaltete Aptamere haben eine Grofle von 3 - 5 nm [97, 98]
— Aptamere liegen als Kreise bzw. Kugeln in maximaler Flichenbelegung vor

(hexagonale Kreisgitterpackung)

Hexagon:
Innenkreisradius: 1} = %\/5

(a = Seitenlénge)

Seitenlénge: a=

Flache: A= %az /3

Aptamere als Kreis — Aptamere als Hexagon
O aptamer [nM] A [nm?] ri [nm] a [nm] Anexagon [MM?]  Nypamere [1m?]
3 7,1 1,5 1,7 7,8 128.304
4 12,6 2,0 2,3 13,9 72.192
5 19,6 2,5 2,9 21,7 46.181

Abbildung 16. Prinzip der hexagonalen Kreisgitterpackung als Grundlage zur Berechnung der Anzahl
bindender DNS-Molekiile fiir eine maximale Flachenbelegung.

Tabelle 3. Eingesetzte DNS Stoffmengen im Verhéltnis zur angebotenen PEI-Film Oberflache fiir die
einzelnen Selektionszyklen.

SELEX  DNS DNS Material Agesamt Verhiiltnis Uberschuss

Runde [pmol] IN] [@ in mm] [pm?] N/pm? DNS*
1 5000  3,0111-10" 2-13 5,30 - 10° 5.681.321 44x
2 200 1,2044 - 10" 13 2,65 - 10" 454.491 4x
3 200 1,2044 - 10" 13 2,65-10° 454.491 4x
4 200 1,2044 - 10" 10 1,57 - 108 767.134 6x
5 200 1,2044 - 10" 8 1,01 - 108 1.192.475 10x
6 200 1,2044 - 10" 6 5,65-107 2.131.681 17x
7 300 1,8066 - 10" 6 5,65 10 3.197.522 26x
8 300 1,8066 - 10" 4 2,51-107 7.197.610 57x
9 300 1,8066 - 10" 4 2,51-107 7.197.610 57x
10 300 1,8066 - 10" 3 1,41 - 107 12.812.766 102x
11 300 1,8066 - 10" 3 1,41 - 107 12.812.766 102x

* im Vergleich zu theoretisch gesittigter Oberfliche bei 3 nm Aptamergrofe (128.304 /um?)
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Unter Anwendung dieser Parameter wire eine Séttigung der Materialoberfliche bei einer Apta-
merbindung zwischen 50.000 - 130.000 Aptameren pro pm? erreicht. Anhand der Abschitzung der
minimal benétigten Anzahl von DNA-Molekillen (@ = 3 nm) fiir eine flichendeckende
Aptamerbindung wurde das Verhéltnis zwischen angebotener PEI-Oberflache (Zielstruktur) und
verfligbaren Aptameren fiir jede Selektionsrunde definiert. Ziel war es, den Selektionsdruck iiber
den Verlauf der in vitro Selektion hinweg zu erhohen und damit die Anreicherung PEI-Film
bindender DNS-Sequenzen zu forcieren. (Tabelle 2)

4.7.3. Verringerung der Hintergrundbindung

Vor der Durchfiihrung der SELEX musste ein geeigneter Kompetitor ausgewahlt werden. Kompe-
titoren aus DNS oder RNS dienen standardméafig bei einer in vitro Selektion dazu, die Anreiche-
rung unspezifisch bindender Sequenzen durch intermolekulare Interaktionen wie komplementire
Basenpaarung sowie hohen molekularen Uberschuss zu verhindern. Besonders entscheidend ist
dies innerhalb der ersten Selektionsrunden, da in diesen ein moglicherweise spezifisch bindendes
Aptamer nur zu einem &duBlerst geringen Prozentsatz enthalten ist und es durch unspezifisch
bindende Sequenzen leicht aus der Selektionsbibliothek verdringt werden konnte. Fiir die geplante
SELEX gegen PEI wurden tRNS der Hefe (lat.: Saccharomyces cerevisiae) und Lachssperma
DNS als potentielle Kompetitoren auf ihre Funktion und Effektivitit hin getestet. Weiterhin wurde
die passende Konzentration des Kompetitors ermittelt, bei der die unspezifische Bindung
ausreichend unterdriickt wird, jedoch noch geniigend Sequenzen an das Polymer binden konnen,
um eine spitere Amplifikation zu ermdglichen. Fiir die Durchfiihrung wurden Bindungsansitze
mit jeweils 500 fmol der ssDNS-Bibliothek und verschiedenen Kompetitorkonzentrationen
(10 - 200 pg/ml) mit PEI-Filmen unter Selektionsbedingungen inkubiert und die am Material
gebundenen Sequenzen der Selektionsbibliothek mittels qPCR quantifiziert.

4.7.4. 1. Selektionsrunde

Die erste Selektionsrunde gegen die PEI-Film Oberfliche wurde mit 5 nmol der Startbibliothek
durchgefiihrt. Hierfiir wurden 5 pl einer 1 uM DNS-Lésung mit dem Selektionspuffer zzgl. dem
Kompetitor t-RNA der Hefe (100 pg/ml) auf 1 ml Gesamtvolumen aufgefiillt und nachfolgend zur
Denaturierung fiir 5 min auf 95 °C im Thermoschiittler erhitzt. AnschlieBend wurde der Ansatz
auf Eis fiir 5 min gekiihlt und damit renaturiert. (sog. snap cooling) Nach einer erneuten fiinf-
miniitigen Aquilibrierung bei RT erfolgte der erste Selektionsschritt gegen PEI durch Zugabe von
jeweils 500 pl der Bibliothek auf zwei Materialstanzlinge (@ = 13 mm) in einer Polystyrol Zell-
kulturplatte (TCP) mit 24 Kavitéten und anschlieBender Inkubation fiir eine Stunde bei RT unter
vorsichtigem Schwenken (150 rpm) auf einem MTS 2/4 Orbitalschiittler. Bereits wihrend der
Vorbereitung der DNS wurden die PEI-Stanzlinge stets fiir 30 min in Selektionspuffer ohne
Kompetitor vorinkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Stanzlinge aus dem
Bindungsansatz entnommen und fiir einen einminiitigen Waschschritt in eine neue Kavitit mit
I ml Selektionspuffer (ohne Kompetitor) iiberfithrt. AnschlieBend wurden die Filme mit den
gebundenen Aptameren in 2 ml LoBind Eppis tiberfiihrt und die ssDNS mit 250 pl ddH,O fiir
10 min bei 95 °C im Thermoschiittler unter starkem Schiitteln (650 rpm) vom Material eluiert. Die
PEI-Filme wurden anschlieend aus den Elutionsfraktionen entfernt und verworfen. Beide Eluate

wurden im Anschluss vereinigt (Vges = 500 pl) und die gesamte Losung in einer ersten PCR-
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Reaktion eingesetzt, wobei der Volumenanteil des Templates bei 50% lag. Die PCR wurde in 10
Ansitzen mit jeweils 100 pl fiir acht Zyklen durchgefiihrt, der gesamte PCR-Ansatz im Anschluss
vereinigt und als erster selektierter Pool bei -80 °C in 100 pl Aliquots eingelagert. Von dieser
ersten angereicherten Bibliothek wurde zunéchst, in Vorbereitung auf die préperative PCR, eine
Zyklenoptimierung im Bereich zwischen 6 und 14 Amplifikationszyklen (Entnahme nach 6, 8, 10,
12 und 14 Zyklen) bei einem Volumenanteil des Templates von 10% des 50 pl PCR-Ansatzes
durchgefiihrt und anschlieBend das beste Verhéltnis zwischen Ausbeute und Spezifitit mittels
Gelelektrophorese analysiert. Die priperative PCR zur Vermehrung der aus der Selektionsrunde
isolierten Sequenzen wurde nachfolgend mit der optimierten Zyklenzahl, bei gleichem Volumen-
anteil des Templates, fiir 10 PCR-Ansédtze a 100 pl durchgefiihrt und das doppelstringige PCR-
Produkt erneut im Agarosegel iiberpriift. Fiir beide PCR-Reaktionen wurde ein 5°-biotinylierter
Reversprimer fiir die spitere Einzelstrangisolierung eingesetzt. Die Isolierung des sense Stranges
der angereicherten Bibliothek wurde direkt mit dem doppelstrangigen Produkt der prédperativen
PCR wie unter 4.6.5 und 4.6.8. beschrieben mit Streptavidin beschichteten Sepharose-Partikeln
sowie anschlieBender Umpufferung und Konzentrierung durchgefiihrt. Anhand nachfolgender
UV-spektroskopischer Quantifizierung konnte das in der ndchsten Selektionsrunde einzusetzende

Volumen bei geplanter Stoffmenge von 200 pmol der Selektionsbibliothek berechnet werden.

4.7.5. Selektionsrunden 2 - 11

Die Vorgehensweise bei den nachfolgenden Selektionsrunden entsprach zum Grofteil dem bereits
in der ersten Selektionsrunde beschriebenen Protokoll. Lediglich die eingesetzte Stoffmenge der
aus der vorangegangenen Selektionsrunde angereicherten Bibliothek sowie die Flache an verfiig-
barem Polymer wurden im Rahmen eines stetig steigenden Selektionsdruckes wihrend der
SELEX variiert. Ebenso verhielt es sich mit dem Reaktionsvolumen des Selektionsansatzes sowie
der Anzahl und Dauer der Waschschritte nach der Selektion. Nach der zweiten Selektionsrunde
wurde bereits ein Gegenselektionsschritt gegen das umgebende polymere Material (TCP) einge-
fiihrt, der ab der fiinften Runde auf weitere im biomedizinischen Sektor verwendete Polymere
(Polystyrol (PS) und Polyethylen-co-vinylacetat (PEVA)) erweitert wurde. Die Maflnahmen zur
Erh6hung der Stringenz sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Ab einem Durchmesser des Material-
stanzlings von 8§ mm wurde die Selektion in 2 ml LoBind Tubes durchgefiihrt, da so eine bessere
Handhabung der Filme moglich war und diese durch Fixierung auf einer Kaniile mittig im Bind-
ungsansatz in der Schwebe gehalten werden konnten. Die Gegenselektion wurde ebenso um dieses
Material erweitert. Des Weiteren wurde auf Ebene der Amplifikation nach dem Selektionsschritt
stets eine Zyklenoptimierung mit nachfolgender priaperativer PCR durchgefiihrt. Die Aufarbeitung
der angereicherten Bibliothek verlief im Anschluss wie fiir die erste Selektionsrunde beschrieben.

4.7.6. Uberwachung des Selektionsfortschrittes

Fiir die Uberwachung des Selektionsfortschrittes wihrend der in vitro Selektion und somit der
schrittweisen Anreicherung PEI bindender Sequenzen in der ssDNS-Bibliothek wurde ab der
vierten Selektionsrunde jeweils alle zwei Runden die Bindung der Aptamere an die Polymerober-
fliche mittels qPCR quantifiziert. (vgl. 4.6.6.) Hierbei wurde stets das gleiche Verhéltnis von

angereicherter Bibliothek zum PEI (50 pmol ssDNS auf einem 6 mm Stanzling) verwendet und
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die absolute Bindung mit den vorangegangenen Selektionsrunden als auch der Ausgangsbibliothek

in Relation gesetzt.

4.7.7. Detektion und Visualisierung der Aptamerbindung auf PEI
Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die qPCR wurde auch bei weitergehenden Bindungsexperimenten fiir die Beurteilung der
Aptamerbindung an PEI-Filme verwendet. Dies war zum Beispiel bei der Evaluierung einer
Materialselektivitdt der angereicherten Aptamere oder beim Aufbau des Aptamer basierten
Systems zur Unterstiitzung der initialen Adhirenz von Endothelzellen auf PEI-Filmen der Fall.
Fiir diese Bindungsversuche wurden stets 20 pmol der angereicherten Bibliothek mit 4 mm PEI-

Stanzlingen unter Standard-Selektionsbedingungen inkubiert.

Kontaktwinkelmessung und Oberflichenenergie

Die Bindung von Aptameren der angereicherten Bibliothek aus Selektionsrunde elf wurde anhand
der Verdnderung der Benetzungseigenschaften auf den PEI-Filmen nachgewiesen. Fiir den
Nachweis wurden 100 pmol der angereicherten Bibliothek nach dem Standardprotokoll fiir
Bindungstests mit 13 mm Stanzlingen des PEI-Films fiir 30 min bei RT inkubiert und nachfolgend
die Kontaktwinkel in Wasser/Luft sowie Wasser/Hexadecan wie unter 4.3.2. beschrieben im
Vergleich zu nativen und Selektionspuffer behandelten PEI-Filmen bestimmt. (n = 20)

Visualisierung der Aptamer - Materialbindung mittels cLSM

Die Visualisierung einer erhdhten Materialbindung der Aptamere nach der elften Selektionsrunde
wurde mit Hilfe einer AlexaFlour647-Fluoreszenzmarkierung der ssDNS ermoglicht. Der Vorteil
dieses Farbstoffes lag in seinem Absorptions-/Emissionsbereich bei langen Wellenldngen (ex/em
635/670 nm) sowie des hohen Extinktionskoeffizienten (¢ = 239.000 1 - mol™- cm™). Diese
Faktoren sorgten fiir eine geringe Hintergrundfluoreszenz des Polymers sowie ein starkes
Fluoreszenzsignal der markierten ssDNS. Zur Markierung wurden die Aptamere in einer
praperativen PCR mit dem Fluoreszenzfarbstoff modifiziert, gereinigt und einem
Standardbindungstest (50 pmol ssDNS auf einem 6 mm PEI-Stanzling) zugefiihrt. Nach den
Inkubations- und Waschschritten des Bindungstests wurden die PEI-Stanzlinge mit dem cLSM in
verschiedenen PrimérvergroBerungen hinsichtlich eines Fluoreszenzsignals der gebundenen
Sequenzen analysiert. Als Kontrollen dienten hierbei unbehandelter PEI-Film zur Bestimmung
und Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz des polymeren Materials, sowie die ebenfalls
AlexaFlour647 modifizierte Ausgangsbibliothek zur Bestimmung des unspezifischen Hintergrund-
bindung von ssDNS. Um eine vergleichende Aussage iliber die Fluoreszenzintensitit treffen zu
konnen, wurden die Einstellungen am cLSM hinsichtlich Laserintensitdt und elektronischer
Nachverstarkung so gewéhlt, dass das unbehandelte Polymer nur noch ein minimal detektierbares

Restsignal abgab. Diese Einstellungen wurden im Anschluss auf alle Proben angewendet.
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Tabelle 4. Ubersicht der Verdnderungen des Selektionsprotokolls zur Steigerung der Stringenz innerhalb der PEI-SELEX.

SELEX DNS Gegenselektion* Selektion Waschschritte
Runde [pmol] A [mm?]** V [ul] t [min] A [mm?]** V (] t [min] V [ t [min]
1 5.000 532 2x 500 60 2x 1.000 1
2 200 2x24 well TCP 2x 500 30 266 1.000 60 2 x 1.000 1
3 200 2x24 well TCP 2 x 500 30 266 1.000 60 2x 1.000 5
4 200 2x48 well TCP 2x250 30 157 500 45 2 x 1.000 5
5 200 133 250 30 101 250 45 2 x 1.000 10
6 200 133 250 30 57 250 30 2 x 1.000 10
7 300 133 250 30 57 250 30 3 x 1.000 15
8 300 133 250 30 25 250 30 3x 1.000 15
9 300 133 250 30 25 250 20 3x 1.000 20
10 300 133 250 30 14 250 20 3 x 1.000 20
11 300 133 250 30 14 250 20 3x 1.000 20

*  von Runde 2 - 4 nur TCP als Selektionsgefaf fiir Gegenselektion; anschlieBend 2 ml LoBind Tubes (Polypropylen, PP) und je 66,4 mm? PS und PEVA

** angebotene Gesamtflache (Ober- und Unterseite); Fliche ergibt sich aus der GroBe der Materialstanzlinge
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4.7.8. Sequenzaufklirung und Bindungsmotive

Mit dem aus der Sequenzierung und anschlieBenden Datenanalyse erhaltenen Datensatz wurden
weitere Untersuchungen hinsichtlich der bindenden Sequenzmotive durchgefiihrt. Hierzu kamen
bioinformatische Werkzeuge zur Sequenzanalyse (mfold webserver 3.2 (The RNA Institute,
Albany, NY, USA) [197] und ClustalW2 (EMBL-EBI, Hinxton, Cambridgeshire, UK) [198, 199])
zum Einsatz. Die zehn am haufigsten innerhalb der Selektionsbibliothek aus Runde elf
angereicherten Motive wurden ndher betrachtet. Um Aussagen hinsichtlich homologer
Sequenzbereiche zwischen den angereicherten Aptamerfraktionen treffen zu kénnen, wurden die
Motive des gesamten Zufallsbereiches vergleichend angeordnet und mittels phylogenetischer
Analysen hinsichtlich Sequenzihnlichkeiten untersucht. Dariiber hinaus wurde die zweidimen-
sionale Faltung der vollstindigen Aptamersequenzen (Zufallsbereich + Primersequenzen) fiir
definierte Umgebungsbedingungen nach thermodynamischen Kriterien berechnet. Diese
Simulationen wurden mit lonenstirken monovalenter Kationen von 145 mM und divalenter

Kationen von 1,5 mM jeweils fiir Temperaturen von 4, 20 und 37 °C durchgefiihrt.

4.8. Statistik und Fehlerbetrachtung

Alle prasentierten Daten sind dargestellt als Mittelwerte = Standardabweichung kontinuierlicher
Variablen und wurden mittels zweiseitigem t-Test fiir gepaarte Proben analysiert. Ein p-Wert

niedriger als 0,05 wurde hierbei als signifikant angesehen.
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5. MATERIALIEN

5.1. Geriate und Materialien

5.1.1. Gerite

Geriit

Hersteller

AFM (NanoScope, Multi Mode V)
Agarose Gelkammer

Autoklav FVA Al

Axiovert 40 C

BioPhotometer (UV-Spektrometer)
Biofuge primo R

Brutschrank HERAcell 150

cLSM (LSM 510 META)
,cone-and-plate* Scherapperatur
Countess™ automated cell counter
DSA 100

Flockeneisautomat AF20

Galaxy Mini Tischzentrifuge
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD plus

HERAsafe (ZK-Bench)
HP 5890 Series 11 GC
HP 7694 Headspace-Sampler
Infinite® 200 PRO Microplate Reader
konfokales SENTERRA Raman Mikroskop
Kratos Axis Ultra (XPS)
Kiihlschrank:  4°C

-20°C

-80°C (HERAfreeze)
Microslit Electrokinetic Setup
MicroProf® 200

Milli-Q Dest. Wasser Anlage

MTS 2/4 digitaler Orbitalschiittler
MultiDoc-It Digital Imaging System
Multipette stream

MyCycler 580BR 7842 (PCR Cycler)
Nanoquant Plate™

OLYMPUS OMCL AC200TS-R3
PEEK-Probenhalter (Rheologie)
Pipetboy acu

Pipetten (Eppendorf Research & Research plus)
Power Pac HC (Netzteil)
Silikon-Nitrite Cantilever (DNP-10)
SpeedVac RVC 2-18

StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Bruker Nano GmbH (Berlin, Deutschland)
BioRad (Hercules, CA, USA)

INTEGRA Biosciences (Chur, Schweiz)

Carl Zeiss AG (Stuttgart, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland)
Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland)
Carl Zeiss AG (Stuttgart, Deutschland)
SmardCAD GmbH (Ulm, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

A.KRUSS Optronic GmbH (Hamburg, Deutschland)
Scotsman Industries Inc. (Vernon Hills, IL, USA)
VWR International (Radnor, PA, USA)

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
(Osterode am Harz, Deutschland)

Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland)
Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, CA, USA)
Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, CA, USA)
Tecan Group Ltd. (Ménnedorf, Schweiz)

Bruker Optik GmbH (Ettlingen, Deutschland)
Kratos Analytica (Manchester, Grof3britannien)
Liebherr GmbH (Bulle, Schweiz)

Liebherr GmbH (Bulle, Schweiz)

Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland)
ZetaSCIENCE GmbH (Dresden, Deutschland)

Fries Research & Technology GmbH
(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Millipore Corporation (Billerica, MA, USA)
IKA-Werke GmbH (Staufen, Schweiz)
UVP (Upland, CA, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
BioRad (Hercules, CA, USA)

Tecan Group Ltd. (Madnnedorf, Schweiz)
Olympus Corporation (Shinjuku, Tokio, Japan)
SmardCAD GmbH (Ulm, Deutschland)
INTEGRA Biosciences (Chur, Schweiz)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
BioRad (Hercules, CA, USA)

Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
(Osterode am Harz, Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
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T Gradient 96X0
Thermoblock
Tischzentrifuge

5.1.2. Verbrauchsmaterial

Artikel

Clemens GmbH (Lindlar, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Hersteller

Amicon Ultra-0,5 mit Ultracel-30 Membran
Biopsy Punch 3, 4, 5, 6, 8§ mm

CellCrown™ inserts 48 Kavititen
Countess™ Messzellen

Deckglédschen (15 mm)

DNA LoBind Tubes (1,5 ml)

DNA LoBind Tubes (2,0 ml)

DNA Synthesis Columns (1pm) + Ersatzfilter
Einwegkaniilen Microlance™ 3 (0,5 x 16 mm)
Glasscheiben (@ 24 mm)

GTQ Roti® Agarose

illustra NAP-5 Columns Sephadex™ G-25 DNA
Grade

Immersionsdl 518F
KIMTECH Science (Wischtiicher)

Klarsichtflachbeutel Papier/Folie
(Autoklavierbeutel)

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plates

MicroAmp® Optical 8-Cap Stripes
MultiGuard® Tips(10, 20, 200, 1000 pl)
Pasteurpipetten (230 mm, Glas)

PCR Reaktionsgeféafe (0,2 ml)

PEI ULTEM® 1000 (Pellets)

PEVA ELVAX 460A

Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000 pl)

PS 158k

Superfrost-OT (76 x 26 mm)
Serologische Pipetten (1, 5, 10, 25, 50 ml)

Streptavidin Sepharose™ High Performance
Beads

UVette Kiivetten

Zellkulturflaschen (25, 75, 150 cm?)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Kavititen)
Zellkulturschalen (6 und 10 cm)
Zentrifugenrdhrchen (15 und 50 ml)

Millipore Corporation (Billerica, MA, USA)
GlaxoSmithKline GmbH (London, Grof3 Britannien)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Gerhard Menzel GmbH(Braunschweig, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Glen Research Corporation (Glen Rock, PA, USA)
BD - Biosciences (San Jose, CA, USA)

Gerhard Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

General Electric (Fairfield, CT, USA)

Carl Zeiss AG (Stuttgart, Deutschland)
Kimberly-Clark Professional (Dallas, TX, USA)

SteriCLIN GmbH (Tiibingen, Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
Sorenson BioScience Inc. (Murray, UT, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
General Electric (Fairfield, CT, USA)

Du Pont (Wilmington, DE, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
BASF (Ludwigshafen am Rhein, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA)
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)

General Electric (Fairfield, CT, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz)
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5.1.3. Chemikalien

Artikel Hersteller Qualitiit

Chloroform (CHCl;) Merck (Darmstadt, Deutschland) Chromatographie
deuteriertes Chloroform (CDCls) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) p-a. (99,8 at-%)
Dichlormethan (DCM) Merck (Darmstadt, Deutschland) p-a. (99,9% Reinheit)

Ethanol (reinst.)

Hexadecan

Kupferchlorid (CuCl,)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl,- 6 H,0)

Mowiol

Natriumhydroxid
Paraformaldehyd

Th. Geyer GmbH (Renningen,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

5.1.4. Enzyme, Proteine und Nukleinsiuren

Artikel

Hersteller

p-a. (99,8% Reinheit)
Chromatographie
ACS, Reag. Ph. Eur.

ACS,ISO,Reag. Ph Eur

pur. (= 95%)

puriss. (> 99%)
pur. (= 95%)

Bovines Serum Albumin

cRGD - Peptid (c[RGDfK (Biotin-PEG-PEG)])

Interleukin-1f (10 ng/ml)
A-Exonuklease (10 U/pl)
Streptavidin (FITC; 0,5 mg/ml))
Tag DNA Polymerase (5 U/pl)
tRNA Hefe

UltraPure™ Salmon Sperm DNA Solution

5.2. Synthetische Oligonukleotide und verwendete Lingenmarker

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Peptides International Inc. (Louisville, KY, USA)

R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA)
BD Pharmingen (San Jose, CA, USA)

New England Biolabs GmbH (Ipswich, MA, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma IBA GmbH (Géttingen, Deutschland)

kommerziell erworben. Je nach geplantem Experiment waren die Primer mit verschiedenen

5‘-Modifikationen wie Phosphorylierung, Biotinylierung oder AlexaFlour647-Fluoreszenzmarkie-

rung modifiziert.

5.2.1. Kombinatorische ssDNS-Bibliothek und Primer

SELEX-Startbibliothek (ssDNS, 91 mer):
5-GGG AGA AATTCC GAC CAG AAG -(N)so- GAT GGA CGA ATATCG CTC CC-3

5¢-Forward Primer (ssDNS, 21 mer):
5-GGG AGA AAT TCC GAC CAG AAG-3'

3¢-Revers Primer (ssDNS, 20 mer):
5-GGG AGC GAT ATT CGT CCA TC-3'
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5.2.2. Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4

Der Zufallsbereich der Aptamere wurde unterstrichen dargestellt

PEI-1 (ssDNS, 90 mer)

5'-GGG AGA AATTCC GAC CAG AAG CGC GCA ATATCTTCATITTICT TTIG TIT TTT T1C
TICGTATTTC ATG CCG GGA TGG ACG AAT ATC GCT CCC-3¢

PEI-2 (ssDNS, 90 mer)

5'-GGG AGA AATTCC GAC CAG AAG GAC ACC CATCCG CGTTAC TTC TTC TTT CAT TTT
TTC TG T1C TTG CGA GGA TGG ACG AAT ATC GCT CCC-3'

PEI-3 (ssDNS, 90 mer)

5'-GGG AGA AATTCC GAC CAG AAG CGG CCA CCC TAG CATTTC CTT TTC TTT ACC TTT
TITTTC CTC GCG AGG GGATGG ACG AAT ATC GCT CCC-3¢

PEI-4 (ssDNS, 90 mer)

5'-GGG AGA AAT TCC GAC CAG AAG GGC CGA GCG GIC TTA CATTCT TTT CAT TTC TTT
ACA CITT CAT TTA CCG CGA TGG ACG AAT ATC GCT CCC-3'

5.2.3. DNA-Lingenmarker

20 bp-DNA-Leiter der Firma Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) mit 10 Fragmenten im
Bereich von 20 - 200 bp. (Fragmentléngen: 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 bp)

5.3. Eukaryotische Zelllinien und Primérzellen

Bezeichnung Eigenschaften Herkunft

L1929 - Fibroblasten Fibroblasten Zelllinie aus dem Bindegewebe der NCTC Klon 929 von ATCC
Maus. Einsatz im Rahmen der Zytotoxizitits- (LGC Standards GmbH, Ted-

untersuchung. dington, Grof3 Britannien)

HUVEC Primére, humane Endothelzellen aus der Nabel- Clonetics™  primdre HUVEC
schnurvene. Testsystem fiir Endothelialisierung (Lonza Group AG, Basel,
polymerer Biomaterialien. Schweiz)

5.4. Kommerzielle Kits zur molekularbiologischen Analyse

Artikel Hersteller
6-keto-Prostaglandin F1aEIA Kit Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA)
Bioplex™ Cytokine Assay BioRadLaboratories Inc. (Hercules, CA, USA)

Bio-Plex Pro Human Cytokine Group I 27-Plex
Bio-Plex Pro Human Cytokine IL-1ra Set
Bio-Plex Pro Human Cytokine PDGF-BB Set
Bio-Plex Pro Human Cytokine Basic FGF Set

Bio-Plex Pro Human Cytokine Standards Group I
27-Plex
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Bio-Rad Protein Assay Kit I
Cytotoxicity Detection Kit LDH

CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Prolife-

ration Assay (MTS assay)
Limulus amebocyte lysate (LAL) test QCL 1000™
NucleoSpin® Extract II - Gel and PCR Clean-up

SYBR" Green PCR Master Mix (2x)
Thromboxane B2 EIA Kit

5.5. Kulturmedien, Puffer und Stammlosungen

BioRad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA)
F. Hoffmann-La Roche AG (Basel, Schweiz)

Promega (Fitchburg, WI, USA)

Lonza Group AG (Basel, Schweiz)

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
(Diiren, Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
Cayman ChemicalCompany(Ann Arbor, MI, USA)

5.5.1. Kulturmedien und Losungen fiir Zellkulturarbeiten

Bezeichnung

Hersteller

EBM-2 endotheliales Basalmedium

EGM-2 Single Quots® Kit

MEM (Eagle) Fliissigmedium

Triton X-100 (0,5 vol-% in PBS)

Trypsin/EDTA (0,25% Trypsint0,53 mM EDTA)

5.5.2. Puffer- und Stammlésungen

Kommerzielle Puffer

Lonza Group AG (Basel, Schweiz)

Lonza Group AG (Basel, Schweiz)
Biochrom AG (Cambridge, Grof3 Britannien)
Fluka (St. Gallen, Schweiz)

ATCC (Manassas, VA, USA)

Hersteller

DNS-Ladepufter (6x)
NTC - Puffer

Phospate Buffered Saline (PBS (-/-) und (+/+))
Rotiphorese® 10x TAE-Puffer
ThermoPol® PCR Reaktionspuffer (10x)

5.6. Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
(Diiren, Deutschland)

Biochrom AG (Cambridge, Gro Britannien)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
New England Biolabs GmbH (Ipswich, MA, USA)

Name Verwendung Verdiinnung Hersteller
4’,6-diamidino-2- Fluoreszenzmarkierung 1:5.000 Carl Roth
phenylindole (DAPI) genomischer DNS (Karlsruhe, Deutschland)
Cy2-konjugierter, Sekundérantikdrper gegen 1:200 Jackson ImmunoResearch
polyklonaler Ziege-anti- Maus IgG Inc. (West Grove, PA,
Maus IgG USA)
Fluoresceindiacetat (FDA) Fluoreszenzmarkierung 25 pg/ml Invitrogen

lebender Zellen (Carlsbad, CA, USA)
Phalloidin-Alexa555 Fluoreszenzmarkierung des 1:40 Invitrogen
(Molecular Probes™) Aktin Zytoskeletts (Carlsbad, CA, USA)
polyklonalerMaus-anti- Vinkulin bindender 1:50 Sigma-Aldrich
Human Vinkulin IgG Primédrantikdrper (St. Louis, MO, USA)
Propiumjodid (PI) Fluoreszenzmarkierung toter 2 pg/ml Sigma-Aldrich

Zellen

(St. Louis, MO, USA)




6. ERGEBNISSE

6.1. Grenzflichencharakterisierung nativer PEI-Filme auf nano bzw. atomarer Ebene

Die Charakterisierung der Oberflache wurde nicht nur fiir PEI-Filme sondern ebenso fiir die in der

Gegenselektion verwendeten Polymere durchgefiihrt. Die betreffenden Daten sind als Ubersicht

im Anhang aufgefiihrt. (vgl. Anhang 10.2.)

Fiir die Bestimmung der chemischen bzw. atomaren Oberflaichenzusammensetzung wurden die

PEI-Filme mittels XPS und Raman Spektroskopie analysiert. Die Messungen an verschiedenen

Orten der Polymeroberfliche wiesen bei beiden Methoden auf keine nennenswerten Inhomo-

genitéten in der atomaren bzw. molekularen Oberflichenzusammensetzung von PEI hin.

Carbonylgruppe (1.778 + 16 cm) subst. Aromaten (1.005+ 7 cm'1)
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Abbildung 17. Raman Spektrum der PEI-Filme. Reprisentatives Ubersichtsspektrum der analysierten

PEI-Film Oberfldache sowie Kartierung prominenter Strukturelemente iiber eine Flache von 100 x 100 pm.

(MaBstab: 20 pm)

Die Raman-spektroskopischen Analysen zeigten ein deutliches Signal flir die symmetrische

Molekiilschwingung der Carbonylfunktion bei 1.778 cm™ sowie die C,C-Geriist- und C-H-Valenz-
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schwingungen der aromatischen Systeme. (Abbildung 17 & Tabelle 5) Dazu gehorte ein starkes
Signal der Ringschwingung substituierter Aromaten bei 1.005 cm™ und zwischen 1.603 -
1.620 cm™ (vC-C) sowie die C-H-Valenzschwingungen bei 3.070 cm™ (vCH). Ebenfalls waren
deutliche Signale der gesittigten aliphatischen Komponenten (v und v,,CH; zwischen 2.800 -
3.000 cm™) zu erkennen. Es gab keinen Hinweis auf Schwingungen sekundirer Aminogruppen
(UNH) bei 3.300 cm™, welche auf eine partielle Offnung der Phthalimidgruppen und die Existenz
von Carboxylgruppen als Oberflachenfunktionalititen hinweisen wiirden. Die korrespondierenden
Kartierungsuntersuchungen der PEI-Oberfldche zeigten homogene Intensititen der beschriebenen
Molekiilschwingungen im gesamten Messareal, was auf eine gleichféormige chemische
Zusammensetzung der PEI-Filme hindeutete. Die erkennbaren Intensitdtsunterschiede bei der
Kartierung prominenter Molekiilschwingungen der Carbonylgruppe (1.778 c¢m™) und der
substituierten Aromaten (1.005 cm™) ergaben sich durch die Verschiebung der Fokusebene, da

PEI aufgrund der geringen Dicke nicht vollsténdig plan auflag und stets minimal gewolbt war.

Tabelle 5. Zuordnung der Molekiilschwingungen aus den Raman Spektren der PEI-Filme. (vgl.
Abbildung 17)

Peak .

1 Schwingung

[em™]

3.070  aromatische C-H-Valenzschwingung (vCH) 3.200 - 3.000 cm
minimale Signale Valenzschwingungen gesittigter aliphatischer 3.000 - 2.800 cm’!
Gruppen (vs & v,sCH3)

1.778  Carbonylschwingung (vCO) 1.900 cm™ bis 1.550 cm’

1.620 1 1

1603 aromatische Ringschwingungen (vCC) 1.620 cm™ bis 1.400 cm’

1.455  asymmetrische Deformationsschwingung fiir Alkane (3,,CH3) 1.460 + 10 cm™

1.382  Symmetrische Deformationsschwingung fiir verzweigte Alkane Duplett bei:

(8,CHs). Sehr schwaches Signal, da von aromatischen 1.372 em! bis 1.368 cm’!
Gerlistschwingungen liberlagert und eher IR als Raman aktiv. 1.389 cm”! bis 1.381 cm’!

1.161  asymmetrische Valenzschwingung der C-O-C-Gruppe (v,,COC) 1.150 cm™ - 1.060 cm™

1.116  schwache Bande fiir CN-Valenzschwingung (vVCN) 1300 cm™ bis 1000 cm™

1.005  starke charakteristische Bande fiir mono-, meta- und 1,3,5-

. e ~1. B
trisubstituierte Aromaten 000 cm

858  symmetrische Valenzschwingung der C-O-C-Gruppe (v;COC) 890 cm™' bis 830 cm’!

703  aromatische C-H Deformationsschwingung (out of plane) (5CH) 900 cm™ bis 670 cm’!

Die aus den Ubersichtsspektren der XPS ermittelte atomare Zusammensetzung entsprach
hinsichtlich der prozentualen Anteile an C, N und O den erwarteten Referenzwerten sowie der
chemischen Struktur. [200] Abgesehen von diesen fiir PEI typischen Elementen wurden keine
nennenswerten Signale detektiert, welche auf eine organische oder anderweitig geartete Konta-
mination hindeuteten. Lediglich eine geringe, mdglicherweise aus der Herstellung stammende,
Menge an Silizium wurde auf der PEI Oberflédche nachgewiesen. (Abbildung 18 & Tabelle 6)
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Abbildung 18. Atomare Oberflichenzusammensetzung der PEI-Filme. Reprisentatives Ubersichts- und
C 1s Regionalspektrum der mittels XPS analysierten PEI-Film Oberfldche.

Anhand der Regionalspektren des Cls-Signals konnten weitere Riickschliisse hinsichtlich des
Vorhandenseins funktioneller Gruppen an der PEI-Oberfliche gezogen werden. Diese wurde
vornehmlich durch ein starkes Signal bei 285 eV fiir die C-C bzw. C=C - Bindungen der
aromatischen und aliphatischen Gruppen geprégt. (Tabelle SB) Zusitzlich zeigten sich schwéchere
Signale fiir die Etherbriicken (C-O) bei 286,5 eV sowie die Phthalimid- bzw. Carbonylgruppen
(C=0) bei 288,8 eV.

Tabelle 6. Atomare Oberfléichenzusammensetzung nativer PEI-Filme. Mittels XPS ermittelte absolute
Mengen sowie die Verhiltnisse der Atome zueinander fiir PEL

(A) Ubersichtsspektrum
Atomare Zusammensetzung [at-%]

C N (0] S P Si | N/C o/C
833+0,1 3,6+0,1 12,8+0,1 0 0 0,3+0,1 | 0,043 +£ 0,001 0,154 + 0,002

(B) C1s-Regionalspektrum

c]l;ei:::illsucll;e Bmdur;g;e] nergie Anteil [%]
C-C,C=C 285,0 75,720
C-0 286,5 149+1.2
C=0 288.8 94+09
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Die taktile Abtastung der nativen PEI-Film Oberflaiche mit Scangréen von bis zu 50 um Kanten-
lange wies auf eine glatte und homogene Oberfliche mit einer durchschnittlichen Rauigkeit im
Bereich von Ry = 4 nm hin. (Tabelle 6) Hierbei waren mit steigender Grofle der vermessenen
Fliche keine signifikanten Anderungen der Topographie zu erkennen. Dennoch zeigten einige
Messungen sporadisch auftretende sternférmige Kavitdten mit einer Ausdehnung von ~30 um,
jedoch nur einer Tiefe von wenigen nm. (Abbildung 19) Diese Strukturen fithrten zu einem
Anstieg der Standardabweichung, wurden jedoch bewusst nicht diskriminiert, da sie anders als
eine Fehlstelle (Kratzer 0.4.) ein Strukturelement die PEI-Oberflache darstellen.

Tabelle 7. Topographie nativer PEI-Filme in Wasser bestimmt mit AFM.

mittlere
Kantenli
Rauigkeit Scan Kantenlinge [pum)]
R, 20£20 2,7+£30 29+30
R, 28+25 39+44 44+47

15 pm

|400 nm

600 nm

- 400 nm

- 600 nm* 50 pm

Abbildung 19. Oberflichenstrukturen auf PEI-Filmen. Einige AFM Scans zeigten wenige Nanometer
tiefe, unregelmiBig verteilte, sternférmige Kavitdten an der PEI Oberfliche (AFM Hoéhenscans; MaB3stab:
50 um Scan = 10 pm; 15 pm Scan =2 pm)

6.2. Grenzflichencharakterisierung nativer PEI-Filme auf mikro- und makroskopischer
Ebene

Um eine detaillierte Beschreibung des vorliegenden polymeren Systems an seiner Grenzflache zu
erhalten, wurden ebenso Charakterisierungsmethoden angewandt, welche eine Aussage iiber
mikro- und makroskopische Grenzflicheneigenschaften erlauben. Hierzu zdhlten die Bestimmung
des Benetzungsverhaltens und der Oberflachenenergie mittels Tropfenkonturanalyse, die Topogra-
phie im mm-Bereich durch optische Profilometrie sowie die Ermittlung des Grenzfldchen-

potenzials.

Die Bestimmung des Benetzungsverhaltens ergab fiir die nativen PEI-Filme einen voranschreiten-
den Kontaktwinkel von ®,4, = 87,2° + 1,4° und O, = 70,5° + 2,6° fiir den Zuriickziehenden, was
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in einer Hysterese von 16,7 + 2,3° resultierte. (Tabelle 8) Dieses Ergebnis wies in Ubereinstim-
mung mit fritheren Analysen auf eine hydrophobe und homogene Oberfléche hin. [42] Die aus den
zurlickziehenden Kontaktwinkeln zweier Messungen in verschiedenen Losungsmittelsystemen
berechnete Oberflichenenergie y der nativen Polymerfilme zeigte, dass etwa ein Viertel der Krifte
iiber polare Interaktionen vermittelt wird. Das Verhiltnis zwischen polaren und dispersen
Komponenten war anhand der multiplen partiell negativ geladenen Carbonylgruppen auf der
ansonsten durch hydrophobe aromatische Systeme dominierten PEI Oberflache zu erwarten. Die
ermittelte Gesamtenergie entsprach den Angaben des Herstellers, welcher die Oberflichenenergie
von PEI mit 35 - 40 mN/m angibt. [201]

Tabelle 8. Ergebnisse der Stromungspotenzial und Kontaktwinkelmessungen sowie der daraus kalkulierten
Oberflachenenergie nativer PEI-Filme

Kontaktwinkel [°] Oberflichenenergie [mN/m] Stromungs potential
IEP
Wasser- Hexadecan- P d € at pH=7,4 € =0)
Luft Wasser v v mV
vl IpH]
O.av 872+ 14 1424+60 06+02 494+43 500+4,1 -95 2.9
Orec 70,5+ 2,6 99,6+73 92+32 342+140 434+108
Hyst 16,7+23 428+73

Wihrend der Messung des Zeta-Potenzials {y als Funktion der pH-Wert Anderung im Bereich von
pH 3 bis 9 wurde fiir den nativen PEI-Film ein isoelektrischer Punkt (IEP) von 2,9 beobachtet. Fiir
alle pH-Werte verringerte sich {y anndhernd sofort. Es gab kein Anzeichen eines Plateaus fiir
{, = konstant. Wéhrend des nachfolgenden Anstieges des pH bis auf 9 stieg (y einheitlich und
konstant an, wobei der IEP bei pH 2,9 bestitigt wurde. Bei pH 7,4 lag {y bei -95 mV.

Tabelle 9. Topographie nativer PEI-Filme bestimmt mit optischer Profilometrie.

mittlere e
Rauigkeit Scanfliche
[um] (50 x 50) pm? 4 x 0,25) mn?
R, 2,93 + 0,80 6,28 + 1,79
R, 5,72+ 0,66 9,14 + 1,69

Die Resultate der optischen Profilometrie zeigten bei einer mit der zuvor beschriebenen taktilen
Methode vergleichbaren Messfliche von 50 wm Kantenlinge eine um den Faktor 10° groBere
Rauigkeit. Diese Diskrepanz zwischen den beiden Charakterisierungsmethoden trat nur bei PEI-
Filmen auf und war bei der Charakterisierung der anderen Materialien nicht erkennbar. (vgl. An-
hang 10.2.) Da es sich bei der Profilometrie um ein optisches Verfahren mit Wellenldngen im
sichtbaren Spektrum handelt und PEI aufgrund seines aromatischen Charakters iiber eine aus-
geprigte Eigenfluoreszenz verfiigt, haben die optischen Eigenschaften des Polymers moglicher-

weise zu bereits unter 4.3.2. beschriebenen Messfehlern gefiihrt. Aufgrund der hohen Rauigkeits-
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V1. ERGEBNISSE

unterschiede bei einem vergleichbaren Messareal sind auch die profilometrischen Ergebnisse
groBerer Messareale wenig aussagekréftig. Die Resultate der Rasterkraftmikroskopie hingegen
ergaben ein detailliertes Bild der PEI Topographie und stimmten mit fritheren Studien iiberein.

6.3. Biologische Evaluierung und Endothelialisierungspotenzial der PEI-Filme
6.3.1. Indirekte Untersuchung der Zytotoxizitit von PEI-Filmen mit L929-Fibroblasten
Die Morphologie der L929 Zellen war 48 h nach der Aussaat auf TCP im PEI-Extrakt geringfiigig

gegeniiber den Kontrollzellen in reinem Zellkulturmedium verdndert. Sie wiesen eine weniger
stark ausgeprigte Spindelform auf. Ebenso zeigten sie eine hohere Zelldichte und ein vermehrtes
Auftreten morphologisch groBerer Unterstiitzerzellen. (Abbildung 20)

Zellkulturmedium (Kontrolle) unverdiinntes 72h-Extrakt des PEI-Films

- —
R E LA
[

Abbildung 20. L929-Fibroblasten 48 h nach Aussaat auf TCP in Zellkulturmedium sowie einem
unverdiinnten 72h-Extrakt des PEI-Films. Dokumentation mittels Phasenkontrastmikroskopie in
Transmission bei 10-facher PrimédrvergroBerung. (Maf3stab: 100 um)

Die Freisetzung intrazellulirer Laktatdehydrogenase (LDH) aus membrangeschédigten Zellen in
den Uberstand zeigte im quantitativen Nachweis keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Kontrolle mit einer Absorption von 0,87 £ 0,01 Absorptionseinheiten (AU) und 0,84 + 0,12 AU
(p = 0,5524) fiir das unverdiinnte bzw. 0,79 = 0,17 AU (p = 0,2651) fiir das 10-fach verdiinnte
PEI-Extrakt. (Abbildung 21)

LDH - Freisetzung metabolische Aktivitit
E 1.0 1 E 1.0 4
[ [
=) N
I N
= =
£ 05 1 g 05
I3 2.
I i
2 2
k) =
< 0.0 < 0.0

Kontrolle 1:0 1:10 Kontrolle 1:0 1:10
72h - Extrakt 72h - Extrakt

Abbildung 21. LDH Aktivitit im extrazelluliren Medium (links) und metabolische Aktivitit der
L929-Fibroblasten (rechts) 48 h nach Aussaat in purem Zellkulturmedium (Kontrolle) und 72h-Ex-
trakt des PEI-Films. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; * p < 0,05; ** p < 0,005; n = 8)
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VI. ERGEBNISSE

Im MTS Assay war fiir die PEI-Extrakte eine signifikant erh6hte metabolische Aktivitéit der Zellen
im Vergleich zur Kontrolle erkennbar. Die Absorptionsmessung ergab beim unverdiinnten Extrakt
0,98 £ 0,09 AU (p = 0,0023) sowie beim verdiinnten 0,92 + 0,10 AU (p = 0,0471) und war damit
im Vergleich zur Kontrolle mit 0,80 + 0,07 AU signifikant erhoht. Dieses Ergebnis wies auf einen
milden und konzentrationsabhéngigen Effekt des PEI-Extraktes auf die L929 Zellen hin. Der
mittels LAL-Test untersuchte Endotoxingehalt auf PEI war mit 0,077 £ 0,001 EU/ml deutlich
unterhalb des von der FDA festgelegten Grenzwertes von 0,5 EU/ml fiir Biomaterialien. [26]

6.3.2. Direkte zytotoxische Untersuchung mit priméiiren HUVEC
Die visuelle Evaluierung des Wachstums von HUVEC auf PEI zeigte keine morphologischen
Verdnderungen im Vergleich zum Wachstum auf TCP als Referenz. Die Endothelzellen
adhérierten und zeigten morphologisch eine typische polyklonale Form. Der einzige sichtbare
Unterschied zur Kontrolle war eine verringerte Zelldichte auf den PEI-Filmen. (Abbildung 22)

Kontrolle (TCP) PEI-Film
; - e O

Abbildung 22. Primiire HUVEC 48 h nach der Aussaat auf glatten PEI-Filmen (rechts) und TCP als
Wachstumskontrolle (links). Dokumentation mittels Phasenkontrastmikroskopie in Transmission bei

10-facher Primérvergroferung. (Maf3stab: 100 pm)

Hinsichtlich der extrazelluliren LDH-Aktivitit war kein signifikanter Unterschied zwischen TCP
(0,10 £ 0,02 AU) und PEI (0,11 £ 0,02; p = 0,2041; n = 8) detektierbar. (Abbildung 23) Dennoch
war die metabolische Aktivitit der Endothelzellen auf PEI (0,40 + 0,06 AU) im Vergleich zur
Kontrolle (0,54 + 0,04 AU; p = 0,0002; n = 8) signifikant verringert.

LDH - Freisetzung metabolische Aktivitit

0.2 0.8
g —_ *kk
e £ 06 - ' '
[=a) [
N2 g
"i 0.1 5 0.4
= =2
L _‘2 0.2
< <

0.0 : 0.0 .

Kontrolle PEI-Film Kontrolle PEI-Film
(TCP) (TCP)

Abbildung 23. LDH Aktivitiit im Zellkulturiiberstand (links) und metabolische Aktivitit der HUVEC
(rechts) 48 h nach Aussaat auf glatten PEI-Filmen sowie TCP als Wachstumskontrolle. (Arith-
metrischer Mittelwert + Standardabweichung; *** p < 0,0005; n = 8)
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6.3.3. Statisches in vitro Endothelialisierungsmodell

Bestimmung der Zellvitalitiit auf PEI-Filmen
Die Versuche iiber elf Tage zeigten, dass HUVEC auf PEI-Filmen adhérierten und iiber die Zeit

einen konfluenten Monolayer ausbildeten. Bereits sieben Tage nach der Aussaat waren sowohl auf
PEL als auch auf der Kontrolle keine Liicken mehr im Zellrasen erkennbar. Immunfluoreszenz-
farbung und Zéhlung vitaler als auch toter adhdrenter Endothelzellen ergaben eine initial geringere
Zelldichte vitaler HUVEC auf PEI zwei Tage nach der Aussaat im Vergleich zur Kontrolle (TCP
45.667 + 8.106 Zellen/cm? und PEI 32.116 + 6.909 Zellen/cm?; p = 0,0012; n = 8). (Abbildung 24
& 25) Nach sieben Tagen zeigte der Zelllayer auf PEI eine mit der Kontrolle vergleichbare
Zelldichte, welche bis zum Ende des Experimentes konstant blieb. Allerdings unterschied sich die
Anzahl toter adhirenter Zellen zwischen TCP und PEI sowohl nach sieben Tagen (TCP 10.396 +
2.421 Zellen/cm? und PEI 7.769 + 1.845 Zellen/cm?; p = 0,0263; n = 8) als auch nach elf Tagen
(TCP 6.245 £ 2.195 Zellen/cm? und PEI 13.200 + 5.410 Zellen/cm?; p = 0,0030, n = 8) signifikant.

7 Tage 11 Tage

Kontrolle
(TCP)

PEI-Film

Abbildung 24. Vitalitit und Ausbildung des HUVEC-Layers zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Aussaat. Initial wurden 3 - 10* Zellen auf PEI-Filmen (15 mm Stanzlinge) sowie TCP als Wachstums-
kontrolle ausgesit. Lebende Zellen wurden mittels Fluoresceindiacetat (FDA, griin) und tote Zellen mit
Propidiumiodid (PI, rot) gefarbt. (Bilddokumentation mittels cLSM bei 10-facher PrimérvergroBerung;
Mafstab: 100 pwm)
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Abbildung 25. Zelldichte von HUVEC nach Aussaat auf PEI und TCP als Kontrolle fiir einen
Zeitraum von maximal elf Tagen. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; * Signifikanz
lebender Zellen; * Signifikanz toter Zellen; # p <0,05; sk p <0,005; n=28)

Beurteilung der Zell-Matrix Interaktion

Das Zytoskelett sowie die Ausbildung fokaler Adhdsionskomplexe wurden mittels Immunfluores-
zenzfarbung der Aktinfilamente und des Proteins Vinkulin, welches Bestandteil fokaler Adhés-
ionskomplexe ist, zwei Tage nach der Aussaat auf PEI-Filmen untersucht. (Abbildung 26) Zusétz-
lich wurden die Zellkerne der HUVEC mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) hervorgehoben.

Glas (Kontrolle) PEI - Film

Abbildung 26. Fluoreszenzfirbung des Aktin Zytoskeletts (rot), des fokalen Adhésionsproteins
Vinkulin (griin) sowie der genomischen DNS (blau) von HUVEC 48 h nach der Aussaat auf PEI-
Filmen und Glas als Kontrolle. (Bilddokumentation mittels cLSM bei 40-facher Primérvergroferung)

HUVEC zeigten auf PEI ein mit der Kontrolle (Glas) vergleichbares netzartiges Wachstums-
muster, welches fiir einen subkonfluenten Zellmonolayer in diesem Stadium typisch ist. Es waren
deutlich zentral im Zellkorper lokalisierte Aktin Stressfasern zu erkennen, welche iiblicherweise

wiahrend des Adhésionsprozesses verstirkt ausgebildet werden. Die Termini dieser Zytoskelett-
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fasern waren in den meisten Féllen mit Vinkulin co-lokalisiert. Diese Komplexe vermitteln zu
einem grofen Teil die initiale Interaktion der Zelle mit dem Substrat. Die Farbung der genomi-
schen DNS mittels DAPI war auf den PEI-Filmen nur bei hdheren Primérvergréferungen sichtbar,

was auf die starke Hintergrundfluoreszenz dieses aromatischen Polymers zuriickzufiihren ist.

Sekretionsprofil vasoaktiver und inflammatorischer Mediatoren

Zur Beurteilung der Funktionalitit des Endothelzelllayers auf PEI-Filmen wurden die Konzentra-
tionen vasoaktiver Mediatoren wie Prostazyklin (PGI2) und seines physiologischen Antagonisten
Thromboxan A2 (TXA2) sowie prominente inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren

mittels eines kompetitiven ELISA Assays aus dem Uberstand quantifiziert. (Abbildung 27)

Die PGI2 Sekretion war sieben Tage nach der Aussaat auf PEI (91,5 + 8,2 pg/ml) signifikant
niedriger als auf TCP (100,8 £ 2,9 pg/ml; p = 0,021; n = 6). Die sekretierte Menge an TXA2
bewegte sich hingegen wihrend der gesamten Dauer des Experimentes an der unteren Nachweis-
grenze und zeigte keine Unterschiede zwischen PEI und TCP (fiir PEI 1,1 £ 0,6 pg/ml und TCP
1,4 + 1,2 pg/ml nach zwei Tagen bis auf 7,3 £ 1,3 pg/ml fiir PEI und 4,8 + 1,7 pg/ml fiir TCP
nach elf Tagen).

Bei der Analyse inflammatorisch wirkender Mediatoren sowie verschiedener Wachstumsfaktoren
wurden nur fiir die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und -8 Material abhingige Unterschiede
detektiert. Die aus dem Uberstand nachgewiesenen Konzentrationen beider Zytokine bewegten
sich wihrend des gesamten Experimentes im pg-Bereich, wohingegen die IL-1f aktivierten Zellen
der Positivkontrolle stets im ng-Bereich angesiedelt waren. (bei IL-6 zwischen 35 - 40 ng/ml und
bei IL-8 zwischen 40 - 60 ng/ml jeweils fiir PEI und TCP) Die Sekretion des pro-inflam-
matorischen Zytokins IL-6 war im Vergleich zur TCP Kontrolle auf PEI stets signifikant
verringert. (nach zwei Tagen: PEI 40,9 + 12,2 pg/ml; TCP 62,4 + 9,2 pg/ml; p = 0,0002; n = 6) Im
Laufe der Zeit stiegen die nachgewiesenen IL-6 Konzentrationen bis zum siebten Tag nach der
Aussaat an und verédnderten sich nachfolgend bis zum Ende des Experimentes nicht weiter. (nach
sieben Tagen: PEI 91,3 + 13,5 pg/ml; TCP 127,8 &+ 33,2 pg/ml; p = 0,0322 und nach elf Tagen:
PEI 94,7 + 12,5 pg/ml; TCP 128,8 &+ 13,4 pg/ml; p = 0,0011; jeweils n = 6)

Die Konzentration von IL-8 war im Vergleich zum IL-6 stets hoher (im ng-Bereich). Wahrend des
Experimentes war ein zeitabhingiger Anstieg der IL-8 Mengen im Uberstand sowohl auf PEI als
auch der Kontrolle zu erkennen. Im direkten Vergleich zeigte sich eine signifikant verringerte
Sekretion auf PEI zwei Tage nach der Aussaat. (TCP 615,5 + 313,6 pg/ml und PEI 4455 + 226,8
pg/ml; p = 0,0106; n = 6) Nach sieben Tagen zeigte sich das umgekehrte Bild mit einer signifikant
erhohten IL-8 Konzentration auf PEL (TCP 1.109,9 + 198,3 pg/ml und PEI 1.377,6 = 372.,4 pg/ml;
p = 0,0021; n = 6) Elf Tage nach der Aussaat waren keine Unterschiede der IL-8 Konzentrationen

mehr detektierbar.
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Abbildung 27. Vasoaktive und pro-inflammatorische Mediatoren wurden bis zu elf Tage nach der
Aussaat von HUVEC auf PEI-Filmen und TCP als Kontrolle mittels ELISA im Uberstand
quantifiziert. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; * p < 0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,0005;
n = 6; NK: Negativkontrolle (EGM-2); PK: Positivkontrolle (IL-1p, 10 ng/ml))
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6.3.4. Dynamisches in vitro Endothelialisierungsmodell
Scherresistenz und Morphologie des HUVEC Monolayers auf PEI-Filmen

Die Experimente zeigten, dass HUVEC unter statischen Wachstumsbedingungen in der Lage
waren, einen funktionell konfluenten Monolayer auf PEI-Filmen auszubilden. In dieser Studie
wurde untersucht, ob der Zelllayer unter physiologischem Scherstress stabil war. Die Ergebnisse
des dynamischen in vitro Modells offenbarten, dass unter laminaren Scherstress der HUVEC
Monolayer auf PEI partiell beschiadigt wurde, was sich im Auftreten kleinerer zellfreier Areale
(Pfeile im Bild) im HUVEC-Layer duBerte. (Abbildung 28) Anhand der Zelldichte war zu
erkennen, dass die initiale Zellzahl/cm? vor dem Anlegen der Scherkréfte auf PEI stets geringer
war als auf der Kontrolle, signifikant jedoch nur nach 48 h. (Abbildung 29; nach 8 h: PEI 11.939 +
2.548 Zellen/cm?; Glas 20.283 + 7.844 Zellen/cm?, nach 48 h: PEI 26.206 + 2.737 Zellen/cm?;
Glas 42.933 + 4.051 Zellen/cm? (p = 9,98-10°) und nach neun Tagen: PEI 64.056 + 2.829
Zellen/cm?; Glas 71.656 + 8.830 Zellen/cm?) Nach Anlegen von 3 dyn/cm? fiir sechs Stunden war
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der verbliebenen Zelldichte auf PEI und der Kontrolle
zu erkennen. (nach 8 h: PEI 7.706 £ 1.377 Zellen/cm?; Glas 9.667 £+ 1.461 Zellen/cm?, nach 48 h:
PEI 17.856 £ 3.609 Zellen/cm?; Glas 20.739 £ 2.579 Zellen/cm? und nach neun Tagen: PEI 45.422
+ 2.507 Zellen/cm?; Glas 42.239 + 5.607 Zellen/cm? jeweils nach der Scherung) Die angelegte
laminare Stromung fiihrte sowohl auf den PEI-Filmen als auch auf Glas zu einem Zellverlust.
Dieser war jedoch auf PEI prozentual betrachtet signifikant geringer (Abbildung 30; Zellverlust
nach 8 h: PEI 33,7 + 13,5%; Glas 44,1 = 25,9% (p = n.s.); nach 48 h: PEI 31,5 + 14,3%; Glas 50,9
+11,1% (p = 0,010) und nach neun Tagen: PEI 29,1 & 2,9%; Glas 41,1 + 2,4% (p = 0,0014).

Kontrolle
(Glas)

PEI-Film

Abbildung 28.HUVEC-Monolayer Formierung neun Tage nach der Aussaat auf PEI-Filmen sowie
Glas als Kontrolle jeweils vor und nach Exposition von venésem Scherstress. ([--] vor der Scherung;
[++] nach der Scherung;6 h bei 3 dyn/cm?; MafBstab: 100 um)
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Abbildung 29. HUVEC Zelldichte nach maximal neuntigiger Aussaat auf PEI-Filmen und Glas als
Kontrolle vor und nach der Exposition vendsen Scherstresses. ([--] vor der Scherung; [++] nach der

Scherung; Arithmetrischer Mittelwert = Standardabweichung; * p < 0,05; ** p < 0,005;*** p < 0,0005;
**E% p <0,0001; n=6)
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Abbildung 30. Prozentuale Darstellung des Zellverlustes nach der Exposition physiologischen
Scherstresses. Nachweis eines geringeren Zellverlustes auf PEI wihrend der Scherung des

Endothelzelllayers fiir 6 Stunden bei 3 dyn/cm? (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung;
*p<0,05; ** p<0,005;n=06)

Re-Organisation des Aktin Zytoskeletts und Verstirkung der fokalen Adhdisionen

Nach der Behandlung des HUVEC Monolayers mit venosem Scherstress konnten zwischen den
auf PEI und auf Glas verbliebenen Zellen keine sichtbaren Unterschiede hinsichtlich der Ausbil-
dung des Zytoskeletts sowie der fokalen Adhédsionskomplexe ermittelt werden. (Abbildung 31)
Auf beiden Materialien waren ein durch die Scherung hervorgerufener Zellverlust und die damit
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verbundene Entstehung zellfreier Areale erkennbar. Die Morphologie der Zellen in Hinsicht auf
die Organisation des Aktin Zytoskeletts sowie die Auspriagung der fokalen Adhisionskomplexe

blieb unverindert.

Kontrolle
(Glas)

PEI-Film

Abbildung 31. HUVEC Zytoskelett und fokale Adhisionen neun Tage nach der Aussaat auf PEI-
Filmen und Glas als Kontrolle jeweils vor und nach der Scherung. F-Aktin Zytoskelett (rot), Vinkulin
(griin) und genomische DNS (blau) wurden Fluoreszenz gefarbt und die Bilder mittels cLSM bei 20-facher
Primérvergroferung dokumentiert. ([--] vor der Scherung; [++] nach der Scherung; MafBstab: 100 um)

Analyse des Sekretionsprofils vasoaktiver und inflammatorischer Mediatoren

Wie bei den Versuchen im statischen Modell wurden auch hier die Konzentrationen vasoaktiver
Mediatoren wie PGI2 und TXA2 sowie der pro-inflammatorisch wirkenden Zytokine IL-6 und -8
aus dem Uberstand jeweils vor und nach der Scherung ermittelt. (Abbildungen 32 und 33)

PGI2 war auf beiden Subtraten im Uberstand vor der Scherung initial im Bereich von
100 - 150 pg/ml erhoht, verringerte sich nach 48 h auf etwa 50 pg/ml und blieb dann bis zum Ende
des Experimentes konstant. Hierbei war die Sekretion auf PEI-Filmen iiber die ersten zwei Tage
im Vergleich zur Referenz signifikant erhdht. Nach der Scherung war die im Uberstand detektierte
PGI2 Konzentration unabhingig vom unterliegenden Substrat oder der Wachstumszeit des
Zelllayers signifikant erhoht. Hierbei war die PGI2 Menge auf PEI immer tendenziell geringer als
auf der Referenz. Hinsichtlich der nachgewiesenen TXA2 Konzentrationen war bei den
ungescherten Zellen nahezu keine nachweisbare Sekretion im Uberstand beider Materialien zu
detektieren. Durch das Anlegen vendser Scherkrifte erhohte sich die Sekretion von TXA2 stets
signifikant bei den HUVEC um etwa das 5-fache, wobei kein Unterschied zwischen PEI und der

Referenz nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 32. Vasoaktives Prostazyklin (PGI2) (A) und Thromboxan A2 (TXA2) (B) wurden vor
[--] und nach [++] der Scherung mittels ELISA aus dem Uberstand quantifiziert. HUVEC wurden
zuvor unter statischen Bedingungen fiir bis zu neun Tage auf PEI-Filmen und Glas als Kontrolle kultiviert.
(Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; * p <0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,0005; n = 6; EGM-2

BG: reines Zellkulturmedium als Hintergrundkontrolle)

Zusitzlich zu vasoaktiven wurden ebenfalls die Sekretionsprofile pro- und anti-inflammatorisch
wirkender Mediatoren sowie verschiedener Wachstumsfaktoren untersucht. Hierbei wurden erneut
einzig fiir die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und -8 vom Material sowie von den Scher-
kriften abhingige Unterschiede beobachtet. Die aus dem Uberstand nachgewiesenen Konzentra-
tionen beider Zytokine bewegten sich wéihrend des gesamten Experimentes im pg-Bereich, wohin-
gegen die IL-1p aktivierten Zellen der Positivkontrolle stets im ng-Bereich angesiedelt waren (bei
IL-6 zwischen 3 - 60 ng/ml und bei IL-8 zwischen 5 - 30 ng/ml jeweils fiir PEI und Glas).

Unter statischen Bedingungen war die Sekretion von IL-6 auf PEI tendenziell geringer als auf dem
Referenzmaterial und nach 48 h signifikant. (PEL: 29,6 £+ 8,2 pg/ml; Glas: 94,6 £ 54,4 pg/ml;
p = 0,03957; n = 6) Das Anlegen von venésen Scherkréften induzierte bei den HUVEC, unab-
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héngig vom unterliegenden Substrat, einen Anstieg der IL-6 Sekretion, welcher neun Tage nach
der Aussaat fiir beide Materialien signifikant wurde. (PEI vor: 35,9 £ 15,5 pg/ml und nach
Scherung: 59,1 + 13,6 pg/ml (p = 0,00034); Glas vor: 47,2 + 9,9 pg/ml und nach Scherung: 98,0 +
8,8 pg/ml (p = 0,00002); jeweils n = 6) Genau wie unter statischen zeigte sich auch unter dyna-
mischen Bedingungen eine zum Referenzmaterial verringerte IL-6 Sekretion auf den PEI-Filmen
nach der Scherung. Diese wurde 48 h und neun Tage nach der Aussaat signifikant. (nach 48 h und
Scherung: PEI 42,5 + 14,8 pg/ml und Glas 124,5 £+ 31,1 pg/ml (p = 0,00021); nach 9 Tagen und
Scherung: PEI 59,1 + 13,6 pg/ml und Glas 98,0 + 8,8 pg/ml (p = 0,00098); jeweils n = 6)
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Abbildung 33. Sekretionsprofile pro-inflammatorischer Zytokine Interleukin-6 (IL-6) (A) und
Interleukin-8 (IL-8) (B) quantifiziert aus Uberstinden mittels ELISA vor [--] und nach [++] dem
Anlegen von Scherkriften. HUVEC wurden zuvor unter statischen Bedingungen fiir bis zu neun Tage auf
PEI und Glas als Kontrolle kultiviert. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; * p < 0,05;
** p <0,005; *** p <0,0005; **** p <0,0001; n=6)

Hinsichtlich IL-8 war kein eindeutiger durch Scherkrifte induzierter Effekt nachzuweisen. Die

Konzentrationen von IL-8 verdnderten sich zwischen statischen und dynamischen Bedingungen
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nur geringfiigig. Unabhingig davon zeigte sich auf PEI eine marginal geringere Sekretion von
IL-8 im Vergleich zum Referenzmaterial, welche nach 48 h und neun Tagen signifikant wurde.
Dies war sowohl vor als auch nach der Scherung zu beobachten. (nach 48 h vor Scherung: PEI
251,06 = 45,36 pg/ml und Glas 672,70 = 335,76 pg/ml (p = 0,031) und nach Scherung: PEI
178,64 + 48,99 pg/ml und Glas 411,91 + 174,64 pg/ml (p = 0,012) sowie nach 9 Tagen vor
Scherung: PEI 269,57 + 145,04 pg/ml und Glas 418,54 + 196,56 pg/ml (p = 0,0052) und nach
Scherung: PEI 200,70 + 66,58 pg/ml und Glas 473,23 + 90,38 pg/ml (p = 0,00011); jeweils n = 6)

6.4. In vitro Selektion gegen die PEI-Film Oberfliche
Die Daten und Ergebnisse hinsichtlich der PCR-Optimierung zur Etablierung des SELEX

Protokolls und der Auswahl eines geeigneten Kompetitors sind aufgrund ihres Umfanges und der

geringeren Relevanz dem Anhang (vgl. 10.3./4.) zu entnehmen.

6.4.1. Uberwachung des Selektionsfortschrittes

Fiir die Uberwachung des Selektionsfortschrittes wihrend der in vitro Selektion und somit der
schrittweisen Anreicherung bindender Aptamere in der Bibliothek wurde nach jeweils zwei
Selektionsrunden die Bindung der Aptamere an die Polymeroberfliche mittels qPCR quantifiziert.
Hierbei wurde stets das gleiche Verhiltnis von angereicherter Bibliothek und verfiigbarer
Polymeroberfliche verwendet und die absolute Bindung mit den vorangegangenen Selektions-
runden als auch der Ausgangsbibliothek in Relation gesetzt. Insgesamt wurden im Rahmen der
PEI-SELEX elf aufeinander folgende Selektionsrunden durchgefiihrt und die Bindung periodisch
quantifiziert. (Abbildung 34) Mit dem Voranschreiten der SELEX war beginnend mit der Selek-
tionsrunde vier bis zur Runde elf ein Anstieg der am Material bindenden Sequenzen zu verzeich-
nen. Die nachgewiesene Stoffmenge lag hierbei im Bereich von 4 pmol, was bei einer angenom-

menen Gleichverteilung mit einer Aptamerdichte von ~4 - 10* Aptameren pro pm? korrespondiert.

Ngpns [pmol]

Start- Rd4 Rds Rdo6 Rd 7 Rd8 Rd9 Rd10 Rd1l
bibliothek

Abbildung 34. Ergebnisse der Uberwachung des Selektionsfortschrittes mittels qPCR. Quantitativer
Nachweis der Anreicherung bindender Sequenzen iiber den Verlauf der in vitro Selektion bis zu Runde elf.
(Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)
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6.4.2. Untersuchung der Aptamerbindung an PEI-Filme

Zusitzlich zum quantitativen Nachweis einer gesteigerten Materialbindung angereicherter Apta-
mere aus Selektionsrunde elf wurde diese zur Validierung der Ergebnisse ebenfalls mit weiteren
physikalischen und (bio)chemischen Methoden iiberpriift. Dies erfolgte sowohl mit Methoden,
welche eine Aussage in der Grof3enordnung der Aptamere (atomare bzw. nm-Ebene) zulassen, als

auch mit jenen fiir Schlussfolgerungen im mikro- und makroskopischen Bereich.

Atomare bzw. molekulare Oberflichenzusammensetzung

Sowohl die Behandlung der PEI-Filme mit Selektionspuffer als auch mit den angereicherten
Aptameren zeigten keine Verdnderungen in der mittels XPS und Raman Spektroskopie
analysierten chemischen Oberflachenzusammensetzung. Die prozentualen Anteile von C, N und O
blieben unverdndert und es konnten keine Spuren von Phosphor als essentieller Bestandteil des
DNS Riickgrats oder Schwefel detektiert werden. Letzterer wurde fiir einen eindeutigen Nachweis

in Form einer 5'-Biotinylierung in die bindenden Aptamere eingefiigt.

Ebenso waren im Rahmen weiterer Raman Experimente keine Verdnderungen bzw. zusitzliche
Signale fiir Molekiilschwingungen erkennbar. Die aufgenommenen Spektren waren im Rahmen

der normalen Schwankungen deckungsgleich. (vgl. Anhang 10.2.)

Topographie auf Ebene der Aptamerbindung

Untersuchungen der Nanorauigkeit nach der Aptamerbindung mit dem Rasterkraftmikroskop
zeigten keine Verdnderung der Topographie. Zwar war sowohl nach der Inkubation in
Selektionspuffer als auch in Verbindung mit ssDNS eine tendenziell erhohte Rauigkeit um den
Faktor 2 ersichtlich, jedoch liel die hohere Standardabweichung ebenso auf eine inhomogenere
Oberfliche schlieBen. (Tabelle 10) Verantwortlich waren hierfiir die bereits beschriebenen
sporadisch auftretenden sternformigen Oberflachenstrukturen. Aufgrund der hohen Standard-
abweichung konnen daher keine klaren Aussagen iiber eine Aptamer bedingte Verdnderung der

Topographie in Nanometerbereich getroffen werden.

Tabelle 10. Topographie der PEI-Filme unter Selektionsbedingungen und nach der Aptamerbindung
im Vergleich zur nativen Polymeroberfliche. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

mittlere Scan Kantenlinge [pm]
Rauigkeit
[nm] 5 15 50

R, 20+20 2,7+30 29+30
unbehandelt

R, 28+25 39+44 4447
Selektions- R, 49+37  54%31  36+07
puffer R, 77463 90+56 82+38

R, 32+13 39+22 T2+46
Aptamere

R 43+18 58431 106+58

=

-86 -



Benetzungseigenschaften und Oberflichenenergie

Die Bindung der angereicherten Aptamere aus Selektionsrunde elf fithrte auf PEI zu einer signifi-
kanten Verringerung beider Kontaktwinkel und einer deutlichen Verdnderung des Benetzungs-
verhaltens. (Tabelle 11) Hierbei war die Anderung des zuriickziehenden Kontaktwinkels ©
stiarker ausgeprigt, was in einer erhdhten Hysterese resultierte. Die beschriebenen Effekte traten
nur in Verbindung mit den Aptameren auf. Eine Inkubation der PEI-Filme unter Selektions-

bedingungen zeigte keinen Effekt auf die Benetzungseigenschaften des Polymers.

Tabelle 11. Kontaktwinkel und Oberflichenenergie Aptamer behandelter PEI-Filme. DNA
behandelte PEI-Filme im Vergleich zu nativem und mit Selektionspuffer inkubiertem Polymer.
(Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 20)

Kontaktwinkel [°] Oberflichenenergie [mN/m]
Wasser- Hexadecan- P d
Luft Wasser v v v
O,y 872+ 14 1424 £ 60 0,6+02 494 +43 50,0 +4,1
unbehandelt @, 70,5 + 2,6 99,6+ 73 92+32 3424140 434108
Hyst 16,7+23 428+73
O.qv 858+ 1,8 1372 £5,1 1,0£0,5 474+73 484+ 6,8
Selektions- o 63,6427 1047 + 2,5 78407  491+32  569+38
puffer
Hyst 222+24 325+6,6

T 10754767 26416 812+139 838+ 154

449 +108 M 389+7,1 277+76 66,5+ 0,5

Q. 62,0+ 104"

Aptamere O 2694347

K ok i

Hyst, 352+85 82,5+5,7

Ebenso wurde in Selektionspuffer keine nennenswerte Anderung der Oberflichenenergie von PEI
detektiert. (Abbildung 35) In diesem als auch in unbehandeltem Zustand trugen zu einem grof3en
Teil disperse Krifte zur Gesamtoberflachenenergie und damit zur Interaktion mit dem polaren
Losungsmittel bei. Durch die Bindung der polyanionischen Aptamere an die PEI-Oberfliche nahm
der polare Anteil an der Grenzflachenenergie stark zu. Gleichzeitig verringerte sich jedoch auch in

anndhernd gleichem MaR der dispers vermittelte Teil der Oberflichenenergie.

(C)

receding
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E 40
=
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unbehandelt Selektions- Aptamere
puffer

DOvy-dispers By-polar

Abbildung 35. Verinderung der Oberflichenenergie nach Aptamerbindung auf PEI-Filmen. Geringe
Verdnderung der Oberfldchenenergie, jedoch starke Verschiebung der polaren und dispersen Anteile nach
Aptamerbindung an die PEI-Film Oberfldche. (Arithmetrischer Mittelwert &+ Standardabweichung; n = 20)
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VI. ERGEBNISSE

Visualisierung der Materialbindung mittels Fluoreszenzmikroskopie

unbehandelter PEI-Film (Kontrolle) ssDNS-Startbibliothek

PEI-SELEX Rd. 11

Abbildung 36. Visuelle Evaluation der verstirkten PEI-Film Bindung von AlexaFlour647-
modifizierten Aptameren der PEI-SELEX Runde elf. Hohere Fluoreszenzintensitét auf den PEI-Filmen
nach Inkubation mit der angereicherten ssDNS-Bibliothek im Vergleich zur Startbibliothek und dem
unbehandelten Polymer. (Dokumentation mittels cLSM bei 10- bzw. 20-facher Primérvergroferung;
MafBstab: 100 pm)

Fiir die visuelle Evaluierung einer gesteigerten Materialbindung wurde die Detektion der an die
PEI-Oberfliche gebundenen Aptamere mittels Fluoreszenz markierter ssDNS und dem cLSM
gewihlt. Hierzu wurden sowohl die Sequenzen der angereicherten als auch der Ausgangs-
bibliothek mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFlour647 modifiziert. Die Untersuchung der PEI-
Filme, welche mit der Startbibliothek inkubiert wurden, zeigte ein leichtes und fast génzlich
flichendeckendes unspezifisches Hintergrundsignal der ssDNS. (Abbildung 36) Im Vergleich zur
Ausgangsbibliothek war das Fluoreszenzsignal der angereicherten Aptamere qualitativ deutlicher
und ebenso iiber anndhernd die gesamte PEI-Oberfliche detektierbar. Erst bei hoheren
PrimérvergroBerungen ( > 20-fach) wurden kleinere Bereiche mit verringertem Fluoreszenzsignal
erkennbar. Diese Bereiche ohne Fluoreszenz waren morphologisch mit den durch AFM
nachgewiesenen Kavitdten identisch. Bei ndherer Betrachtung an der Aufldsungsgrenze der
mikroskopischen Methode (bei 100-facher Primérvergroferung) war nach wie vor eine
flichendeckende Aptamerbindung, jedoch auch vereinzelte Aptameraggregate in der

GroBenordnung < 1 um an der Polymeroberflache zu erkennen. (Abbildung 37)
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20 pm

Abbildung 37. Hochauflésende Darstellung AlexaFlour647-modifizierter Aptamere auf PEI-Filmen
Flachendeckende Aptamerbindung sowie kleinere Aptameraggregate auf PEI-Filmen nach Inkubation mit
der angereicherten ssDNS-Bibliothek. (Dokumentation mittels cLSM bei 100-facher Primérvergro3erung)

6.4.3. Neigung der Aptamere zur Aggregatbildung und deren Verteilung

Startbibliothek

Anzahl

SELEX Rd. 11

Anzahl

N
o AR RN
05 10

15 20 25 3,0 3.5
a jum)

Abbildung 38. GroBlenverteilung aggregierter AlexaFlour647-modifizierter Aptamere in Loésung

Invers proportionale Abhéngigkeit zwischen GroBe und Anzahl der detektierten Aptameraggregate
(Dokumentation mittels cLSM bei 100-facher Primérvergroferung)
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Da DNS-Molekiile aufgrund ihrer natiirlichen Struktur dazu neigen, Entropie getrieben ihre
hydrophoben Basen vor dem polaren Lésungsmittel abzuschirmen und eine minimal hydrophobe
Form einzunehmen, wurde ebenso das Aggregationsverhalten der Aptamere vor dem eigentlichen
Kontakt mit der polymeren Matrix untersucht. Entsprechende DLS-Studien zur Ermittlung des
hydrodynamischen Volumens einzelner als auch aggregierter DNS Molekiile verliefen aufgrund
der hohen Polydispersitit innerhalb einer Aptamerldsung ergebnislos. Weitergehende semiquanti-
tative mikroskopische Untersuchungen fluoreszenzmarkierter Aptamere in Losung (Selektions-
puffer) zeigten die Formierung von Aptameraggregaten. (Abbildung 38) Deren Grofie und
Verteilung unterschied sich erheblich zwischen der unselektierten Startbibliothek und den angerei-
cherten Aptameren. Bis hin zur Auslosungsgrenze der mikroskopischen Methode (~300 nm)
zeigten diese im Vergleich zur Startbibliothek ein geringeres Auftreten von Aggregaten >1 pum.
Hinsichtlich der Verteilung verhielt sich die Anzahl detektierter DNS-Partikel bei allen

untersuchten Proben umgekehrt proportional zu deren GroBe.

6.4.4. Einfluss mono- und divalenter Kationen auf die Aptamerbindung

Vergleichende Bindungsuntersuchungen mit unterschiedlichen Kompositionen des umgebenden
polaren Losungsmittels offenbarten die Abhéngigkeit der Aptamerbindung von divalenten
Kationen. (Abbildung 39) Ohne die Prisenz von Mg " -lonen (SLX-Puffer) war die
Aptamerbindung in PBS (-/-), welches nur monovalente Metallionen (Na', K") enthielt, um den
Faktor 70 verringert. (nspx-putrer = 4,3 = 0,1 pmol; npps(..) = 60,0 = 0,2 fmol) Dennoch zeigte sich
im Vergleich zur Hintergrundbindung der unselektierten Ausgangsbibliothek, welche in SLX-Puf-
fer durchgefiihrt wurde, in PBS (-/-) noch immer eine mehr als 20-fach stérkere Affinitét der ange-
reicherten Aptamere zur PEI-Oberfldche. (npgg(..) = 60,0 + 0,2 fmol; Dsurbivliothek = 2,6 £ 0,5 fmol)
Das vollstindige Fehlen von Metallionen im umgebenden Losungsmittel resultierte in einer an die

PEI-Oberfldche gebundenen Aptamermenge nahe der Nachweisgrenze. (nyygser = 0,2 & 0,0 fmol)
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Startbibliothek Wasser PBS (-/-) SLX-Puffer
Aptamerbindungin

Abbildung 39. Bindungstest angereicherter Aptamere aus Selektionsrunde elf der PEI-SELEX in
Abhiingigkeit von mono- und divalenten Kationen. Es zeigte sich eine starke Abhédngigkeit der
Materialbindung von der Pridsenz divalenter Kationen im umgebenden Losungsmittel. (Arithmetrischer
Mittelwert = Standardabweichung; n = 6)
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6.4.5. Materialselektivitiit der angereicherten Selektionsbibliothek

Um die Selektivitdt der angereicherten Aptamere fiir PEI zu iiberpriifen, wurden Bindungsstudien
der angereicherten Bibliothek mit anderen polymeren Biomaterialien durchgefiihrt. Als weitere
Testpolymere dienten hierbei Filme aus Polystyrol (PS) und Poly(ethylen-co-vinylacetat) (PEVA),
welche bereits wéihrend der Gegenselektion zum FEinsatz kamen. Die Ergebnisse der qPCR-
Quantifizierung Material gebundener Aptamere ergaben, dass die angereicherten Aptamere der
PEI-SELEX keine Materialselektivitdt oder -préaferenz hinsichtlich der getesteten Polymere zeigte.
(Abbildung 40) Die angereicherten Aptamere hatten eine anndhernd vergleichbare Bindungs-
affinitdt zu PEVA, wobei die quantitative Bindung an PS signifikant verringert war. Fiir ein
besseres Verstindnis dieser Ergebnisse wurde die angereicherte Bibliothek aus Selektionsrunde elf
nachfolgend einer Sequenzierung unterzogen. Mit Hilfe der Sequenzierungsdaten sollte ein

tieferer Einblick in die Komposition der Bibliothek gewonnen werden.
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Abbildung 40. Test auf selektive Materialbindung der angereicherten Aptamere aus Selektionsrunde
elf der PEI-SELEX. Es zeigte sich eine, vergleichbare Bindungsaffinitdt der angereicherten Aptamere an
Polymerfilme aus PEI, PS und PEVA. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

6.4.6. Sequenzierung der angereicherten ssDNS-Bibliothek
Primdrstrukturanalyse

Im Rahmen der Sequenzierung wurden 100.000 Sequenzen der bis Runde elf angereicherten
Aptamere sequenziert und der von den Primersequenzen flankierte randomisierte Bereich mit bio-
informatischen Werkzeugen hinsichtlich der Anreicherung spezifischer Sequenzmotive untersucht.
In Abbildung 41 sind die zehn hiufigsten Aptamerfraktionen aufgefiihrt, welche weitergehend in
einem Sequenzvergleich hinsichtlich Homologien analysiert wurden. Die Anreicherungen der
Motive innerhalb der Bibliothek schwankten zwischen 8,5 und 1,0%, wobei die Summe aus allen
zehn Motiven 30% der gesamten analysierten Sequenzen entsprach. Damit bestand ein Grofteil
der Bibliothek dieser Selektionsrunde aus einer Vielzahl verschiedener angereicherter Sequenz-
motive. Der direkte Vergleich der ausgewihlten Sequenzmotive und das daraus erstellte phylo-

genetische Diagramm der Sequenzéhnlichkeiten offenbarte eine nahezu 100%-ige Sequenziiber-
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einstimmung der Motive PEI-1 und -8 (griin markiert) sowie PEI-3 und -9 (grau markiert). Diese
Motive unterschieden sich jeweils nur um eine oder zwei Basen. Jedoch war der verwendete Algo-
rithmus derart strikt, dass diese Unterschiede ausreichten, um diese Motive als unterschiedliche
Fraktionen wahrzunehmen. Abgesehen von diesen Ahnlichkeiten zeigten alle zehn Motive eine
auffillige Ubereinstimmung in ihrer Sequenzstruktur. Der gesamte Zufallsbereich bestand aus
einer von Thymin-dominierten zentralen Pyrimidin-reichen Region, welche von GC-reichen
Sequenzen flankiert wurde. Aufgrund dieser strukturellen Gleichnisse innerhalb der
angereicherten Motive wurden die vier am hiufigsten angereicherten Sequenzen PEI-1 bis -4 fiir

weitere theoretische Uberlegungen als auch praktische Untersuchungen verwendet.

Strukturelle Analyse der angereicherten Bindungsmotive PEI-1 bis -4

Fiir die weitere Untersuchung der Motive PEI-1 bis -4 wurden die Gesamtsequenzen der
potenziellen Aptamere (Bindungsmotiv + Primersequenzen) hinsichtlich ihrer zweidimensionalen
Faltung als auch ihrer physikalischen Eigenschaften hin betrachtet. Dahingehend erfolgte die
Simulation der 2D-Struktur unter zuvor klar definierten Umgebungsbedingungen, wie sie unter
Standard Selektionsbedingungen vorhanden waren. Bei dieser Analyse wurde lediglich die
angenommene Umgebungstemperatur im Bereich von 4 bis 37 °C variiert, um das strukturelle
Verhalten der Aptamere im physiologischen Temperaturbereich einschétzen zu kdnnen. Die
simulierte Faltung der ausgewdhlten Motive zeigte fiir alle (auBer PEI-1) die gleiche
Grundstruktur. Der Pyrimidin-reiche Sequenzbereich war immer in einer grolen Schleife (Loop)
exponiert und durch einen doppelstringigen GC-reichen Stammbereich strikt von den
Primersequenzen getrennt. (Abbildung 42) Das PEI-1 Motiv zeigte ebenfalls eine hoch
organisierte 2D-Struktur, in der die Pyrimidin-reiche Sequenz nicht in einem groflen sondern zwei
kleineren Schleifen exponiert auftrat. Darliber hinaus war bei diesem Aptamerkandidaten kein
ausgepragter GC-Stammbereich zu erkennen. Alle der drei angesprochenen Strukturmerkmale
interagierten bei PEI-1 untereinander, so dass keine klar definierten Strukturbereiche innerhalb der
Sequenz bestanden. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass diese komplexe 2D-Struktur des PEI-1
in der Simulation nur bei 4 °C stabil war. Bei héheren Temperaturen gingen die intramolekularen
Interaktionen verloren und das Aptamer bildete lediglich eine groBe Schleife ohne jegliche
organisierte Faltung. Die Motive PEI-2 und -3 hingegen waren in der gezeigten 2D-Struktur im

gesamten simulierten Temperaturbereich stabil und PEI-4 bis Raumtemperatur (20 °C).

6.4.7. Bindungstests mit PEI-Aptamerkandidaten
Bindungstests mit Einzelaptameren

Nach der Durchfilhrung der quantitativen Bindungsexperimente mit den generierten Einzel-
aptameren PEI-1 bis -4 war zu erkennen, dass diese eine deutlich stirkere Materialbindung als die
Startbibliothek aufwiesen, jedoch ebenso eine geringere Affinitdt zeigten als vergleichsweise die
angereicherte Bibliothek der Selektionsrunde elf. (Abbildung 44) Die Bindung der angereicherten
Aptamere war im direkten Vergleich etwa doppelt so stark wie bei den Motiven PEI-3 und -4
sowie 5-fach so hoch wie bei PEI-1 und -2. Auffallend war hierbei ebenfalls der Umstand, dass es
zwischen den Motiven 1 und 2 sowie 3 und 4 keine Unterschiede hinsichtlich der Materialaffinitét

zu geben schien.
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PEI4

PEI7

PEIM

Motiv Sequenz (ohne Primer) Anteil
(von 100.000)
1 CGCGCAATATCTTCATTTTCTTTGTTTTTTTTCTCGTATTTCATGCCGG 8.569
2 GACACCCATCCGCGTTACTTCTTCTTTCATTTTTTCTTGTTCTTGCGAG 5284
CGGCCACCCTAGCATTTCCTTTTCTTTACCTTTTTTTTCCTCGCGAGGG 4453
4 GGCCGAGCGGTCTTACATTCTTTTCATTTCTTTACACTTCATTTACCGC 3.219
5 CGCGTGCATTCTTTTTGTGTCTTTCTTTTTTCATTTTCTTCTGCTCGTG 2361
6 GTGAGTCCTCCGTAATTCTGTTTTATTTTTTCTCGTTTTTCATTGGCAG 1.632
7 ACGGGCTCATTCTCGGTTTTTCATTGTTTTGTTTATTTTACCGTGCGGC 1.493
8 GCGCAATATCTTCATTTTCTTTGTTTTTTTCTCGTATTTCATGCCGGGG 1.210
CGGCCACCCTAGCATTTCCTTTTCTTTACCTTTTTTTCCTCGCGAGGGA 1.193
10 GCGTCTAATCGACATTTTTTCTTTTTACTTTTTACTCTTGTTCTCGTCG 956

] PEI8

PEI5

PEIM0

PER

I PEI9

PEI2

PEI6

Abbildung 41. Ergebnis der Sequenzierung angereicherter Aptamere der PEI-SELEX Runde elf. Auflistung der 10 hiufigsten Sequenzmotive (links) sowie ein

Sequenzvergleich (oben rechts) und ein phylogenetischer Stammbaum der Sequenzihnlichkeiten (unten rechts) der Bibliothek aus PEI-SELEX Runde elf.
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Abbildung 42. Simulation der 2D-Struktur der Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4. Alle Motive bis auf PEI-1 zeigen eine exponierte Thymin reiche Sequenz (griin),
welche klar durch einen doppelstringigen GC-Bereich (rot) von den Primerregionen (blau) separiert ist.

(A)

T I T I I
Primer [ ecstamm Pyrimidin Motiv ['ee-stamm | Primer

(B)

l I T T T
Primer _ Pyrimidin Motiv _ Primer

Abbildung 43. Sequenzvergleich der Aptamerkandidaten PEI-1 - 4. Alignment der vier hdufigsten Bindungsmotive der PEI-SELEX. (A) Nukleotide farblich nach
Basen und (B) nach Purin/Pyrimidin kodiert. (rot = Purine; blau = Pyrimidine)
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Bindungstests dquimolarer Mischungen der Aptamerkandidaten

Um der Aufkldrung der zuvor beobachteten Besonderheiten bei der Materialbindung nédher zu
kommen, wurden weitergehende Bindungsversuche der Aptamerkandidaten gegen die Oberflache
der PEI-Filme durchgefiihrt. Ein Indiz lieferte hierbei schon der Fakt, dass die angereicherte
Bibliothek durchweg eine hohere Affinitit zum Polymer zeigte als die Einzelaptamere. An dieser
Stelle sollte untersucht werden, ob die einzelnen Aptamere an die gleiche Zielstruktur der
Polymeroberfliche binden und ob zwischen den einzelnen Motiven Interaktionen auftreten,
welche die Bindung an der Polymeroberfliche beeinflussen.

4

NS [Pmﬁll

S I .

Start- SELEX PEI-1 PEI-2 PEI-3 PEI-4
bibliothek Rd. 11

Abbildung 44. Bindungsexperimente der Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4 auf PEI-Filmen in Relation
zur angereicherten und der Startbibliothek. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung, n = 6)

n,pNy [pmol]

Start SELEX Rd. 11 PEI-1/2 PEI-3/4 PEI-1/2/3/4
biblicthek

Abbildung 45. Bindungsexperiment iquimolarer Mischungen der Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4
auf PEI-Filmen im Vergleich zur angereicherten und der Startbibliothek. (Arithmetrischer Mittelwert +
Standardabweichung; n = 6)

Hierfiir wurden Bindungsversuche mit dquimolaren Mischungen der Motive PEI-1/2, -3/4 sowie
aller vier Aptamere im Vergleich zur angereicherten und der Startbibliothek durchgefiihrt. Die
Stoffmenge an ssDNS blieb hierbei fiir alle Bindungsversuche identisch und lag mit 20 pmol

Gesamtmenge fiir jede Aptamerfraktion (mindestens 5 pmol pro Aptamer) hoher als die zuvor
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maximal nachgewiesene Menge am Material. Durch die Kombination der schwécher bindenden
Aptamere PEI-1/2 als auch der stirker bindenden PEI-3/4 war keine Verdnderung hinsichtlich der
Materialaffinitdt, wie zum Beispiel eine Summation der gebundenen DNS-Menge nachzuweisen.
Lediglich eine Mischung aus allen vier Aptamerkandidaten zeigte eine quantitative Bindung an die
Polymeroberfldche, welche exakt zwischen den anderen beiden verwendeten Mischungen lag.
(Abbildung 44 & 45)

6.5. Modellsystem zur Aptamer-cRGD unterstiitzten Endothelialisierung glatter PEI-
Filme

Die vorbereitenden Experimente hinsichtlich der Stabilitit der Aptamerbindung unter Zellkultur-
bedingungen sowie die Anpassung des Zellkultursystems, um eine stabile Aptamerbeschichtung
iber einen ausreichend langen Zeitraum zu gewéhrleisten, sind im Anhang aufgefiihrt.
(vgl. 10.5.)

6.5.1. Aptamer unterstiitzte Immobilisierung des zellbindenden Liganden (cRGD)

Das Aptamer basierte System zur Stabilisierung ausgeséiter Endothelzellen bestand aus zwei
Hauptbestandteilen, welche iiber nicht-kovalente Biotin/Streptavidin Interaktionen miteinander
verkniipft wurden. Auf der Aptamerseite befand sich die polymerbindende und auf der anderen
mit einem zyklischen RGD-Peptid (cRGD) die zellbindende Komponente, wobei beide Molekiile
mit Biotin modifiziert waren. Fiir die nicht-kovalente Immobilisierung des zellbindenden
Liganden wurde jeder Teilschritt einzeln und aufeinander aufbauend durchgefiihrt sowie die
einzelnen Phasen der Bildung des Multilayers nachgewiesen. Der erste Schritt des Aufbaus war
die Biotinylierung der angereicherten Aptamere mittels PCR Amplifikation eines 5°‘-biotinylierten
Forward Primers sowie des nachfolgenden Nachweises einer nach der Modifizierung noch immer
vorhandenen Aptamerbindung an PEI. Die Bindungsexperimente wurden erneut nach dem
etablierten Selektionsprotokoll durchgefiihrt und die gebundene DNS mittels qPCR quantifiziert.
Die Ergebnisse zeigten keinen Einfluss der 5°-Biotinylierung auf die Aptamerbindung am
Polymer. Die Bindung der Aptamere iiberstieg mit 1,31 + 0,36 pmol die unspezifische
Hintergrundbindung der Startbibliothek mit 2,57 + 2,42 fmol um das 500-fache.

Im zweiten Schritt wurde die Zugénglichkeit des Aptamer gebundenen Biotins fiir Streptavidin
(SAv) untersucht. Initial blieben alle Versuche eine Aptamer vermittelte spezifische Biotin-
Streptavidin Interaktion auf den PEI-Filmen nachzuweisen erfolglos. Es konnte weder ein Fluores-
zenzsignal des mit Phycoerythrin (PE) modifizierten Streptavidins noch das gebundene Protein
direkt mit einem hoch sensitiven Protein Detektionsassay nachgewiesen werden. (Biorad Protein
Detection Assay 1) Ein genauerer Blick auf die exakte Zusammensetzung der SAv-Ldsung
offenbarte das Vorhandensein von BSA (1%) im PBS-Puffersystem. Aus vorangegangenen Unter-
suchungen hinsichtlich des Verhaltens der Aptamerbindung unter Zellkulturbedingungen (vgl.
Anhang 10.5.1.-4.) war bereits bekannt, dass sich bestimmte Proteine negativ auf die Aptamer-
Material Interaktion auswirken. Daher musste gekldrt werden, ob das Streptavidin selbst einen

interferierenden Einfluss auf die Aptamerbindung entfaltet. Entsprechende quantitative Bindungs-
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studien unter Verwendung verschiedener Konzentrationen der BSA kontaminierten PE-SAv-
Losung sowie PE-SAv ohne BSA Zusatz offenbarten einen direkt von der BSA Konzentration
abhéngigen interferierenden Einfluss auf die Polymerbindung der Aptamere. (Abbildung 46)
Dieser Effekt trat bei der Verwendung von BSA freiem PE-SAv nicht auf und die Aptamer-
bindung war mit der Ausgangsbindung zum Zeitpunkt t = 0 h vergleichbar.

B PEI-Film Oberfliche O Uberstand
3
=2
=]
£
&
z
3
=1
0 = .
Start- t=0h
. bibliothek . . . . . ,
SAv [pmol] SAv [pmol]
Kontrollen (in PBS + 1% BSA) (in PBS)

Abbildung 46. Bindung angereicherter Aptamere aus SELEX Runde elf an PEI-Filme in Anwesenheit
verschiedener SAv-Losungen. Die Aptamerbindung wurde konzentrationsabhingig von SAv mit BSA im
Puffer negativ beeinflusst. Dieser Effekt trat bei BSA freiem SAv nicht auf. (Arithmetrischer Mittelwert £
Standardabweichung; n = 6)

Um die selektive Bindung von Streptavidin an den biotinylierten 5°-Terminus Material
gebundener Aptamere zu bestitigen, wurde das PE markierte Protein nach der Bindung mittels
cLSM nachgewiesen. (Abbildung 47) Initial wurde durch die Verwendung des Wellenlédngenberei-
ches von PE (ex/em 488/575 nm) eine vergleichsweise hohe Hintergrundfluoreszenz des
unbehandelten Polymers nachgewiesen. Dennoch war die Intensitét fiir PE-SAv auf mit Apta-
meren inkubierten PEI-Filmen signifikant erhoht. Im Vergleich zu diesen Proben zeigten sowohl
die unbehandelten Polymerfilme als auch die weiteren Kontrollen mit unspezifisch adsorbierter

DNS bzw. SAv eine um den Faktor 2 geringere Fluoreszenzintensitét.

Der letzte Schritt beim Aufbau des Aptamer basierten Systems zur Unterstiitzung der Endothel-
ialisierung war die Uberpriifung der Zuginglichkeit des gebundenen Streptavidins fiir weitere
biotinylierte Molekiile wie das zyklische RGD-Peptid, welches spéter fiir die Endothelialisierungs-
experimente im statischen und dynamischen in vitro System zum Einsatz kommen sollte. Der
Nachweis einer Bindung von biotinyliertem cRGD wurde auf indirektem Weg durchgefiihrt, da
kein kommerziell erhiltlicher Antikorper gegen RGD existiert, eine weitere Markierung des
Liganden zusétzlich zur Biotinylierung nicht moglich und die Verwendung eines Proteinnach-
weises vor dem Hintergrund einer bereits erfolgten Bindung von SAv bei weitem nicht sensitiv
genug war. Aus diesem Grund wurde fiir den Nachweis der Bindung weiterer biotinylierter

Molekiile an SAv eine doppelstringige DNS-Sonde eingesetzt. Diese Sonde war an einen
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5¢-Terminus mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFlour647 und am anderen mit Biotin modifiziert.
Die Ergebnisse zeigten, dass es sowohl beim PEI-Film ohne vorherige Behandlung mit den PEI-
bindenden Aptameren (PEI-Film + SAv + dsDNS-Sonde) als auch beim zuvor mit der Startbiblio-
thek inkubierten PEI-Film (PEI-Film + Startbibliothek + SAv + dsDNS-Sonde) einen leichten
Anstieg des Hintergrundfluoreszenzsignals im Vergleich zum nativen Polymer gab. (Abbildung
47) Ungeachtet dessen war auf dem im ersten Schritt mit PEI-bindenden Aptameren behandelten
Film ein deutlich stirkeres Signal der Sonde zu erkennen, wenn dieser im zweiten Bindungsschritt
ebenso mit Streptavidin beschichtet wurde. Liel man das Verbindungsmolekiil weg, so war auch

kein erhohtes Fluoreszenzsignal fiir die Bindung weiterer biotinylierter Molekiile detektierbar.
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Abbildung 47. Fluoreszenzintensititen nach Bindung von AlexaFlour647 modifizierten Aptameren an
PEI (links) sowie PE-SAv (mittig) und der AlexaFlour647/Biotin DNS-Sonde (rechts) an PEI
gebundene biotinylierte Aptamere. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

6.5.2. Endothelialisierung glatter PEI-Filme mittels Aptamer immobilisiertem cRGD
Statisches in vitro Modell

Nach der durch Aptamere vermittelten nicht-kovalenten Immobilisierung des zellbindenden
Liganden wurde im Anschluss seine Funktionalitét hinsichtlich einer Verbesserung der Endothel-
ialisierung der PEI-Filme untersucht. Hierbei sollten primér Verdnderungen der initialen Adhdrenz
der HUVEC untersucht werden. Die Experimente im Rahmen des statischen Wachstumsmodells
beinhalteten die Aussaat primidrer HUVEC auf dem unbehandelten Polymer im Vergleich zu PEI-
Filmen, welche nach dem zuvor beschriebenen Protokoll mit Aptamer-cRGD beschichtet wurden.
Hierbei kamen die zwei unter 10.5.4./5. beschriebenen Zellkultursysteme zum Einsatz. Zum einen
wurden Aussaatversuche im fiir die HUVEC optimierten EGM-2 Medium durchgefiihrt, bei dem
jedoch nachweislich nur ein geringer Teil der Aptamere auf dem PEI verblieb. Zum anderen
wurden vergleichbare Versuche im EBM-2 K1 durchgefiihrt, bei dem die Aptamerbeschichtung
auf der Polymeroberfldche stabil war.




TCP PEI-Film PEI-Film + Aptamer-cRGD
EGM-2

Medium

EBM-2 K1
Medium

Abbildung 48. Vitalitit und Adhédrenz primirer HUVEC acht Stunden nach der Aussaat in EGM-2
Voll- und EBM-2 K1 Medium. Aussaat von HUVEC auf unbehandeltem sowie mit dem Aptamer-cRGD
beschichteten PEI-Film und TCP als Wachstumskontrolle. Lebende Zellen wurden mittels Fluorescein-
diacetat (FDA; griin) und tote Zellen mit Propidiumiodid (PI, rot) gefiarbt. (Bilddokumentation mittels
cLSM bei 10-facher PrimarvergrofBerung; Maf3stab: 100 um)

Acht Stunden nach der Aussaat wurde die Morphologie, Vitalitit sowie Zelldichte ausgesiter
HUVEC mittels Vitalititsfairbung bestimmt. Bei der Zellzdhlung wurde zusétzlich zwischen
morphologisch adhdrenten (ausgebreiteten) und schwach adhdrenten (kugelférmigen) Zellen
unterschieden. Die visuelle Untersuchung der initialen Zelladhdrenz in beiden getesteten Zellkul-
tursystemen zeigte klare Unterschiede bei den auf TCP ausgesiten Zellen. Morphologisch waren
die HUVEC in EGM-2 weiter ausgespreizt und bedeckten den Boden der Kavitit anndhernd
gleichformig. Im Gegensatz dazu zeigten die HUVEC in EBM-2 K1 eine ausgeprégtere Spindel-
form und bildeten vermehrt Zellcluster. Allerdings ergaben sich quantitativ bei der Auszdhlung
keine signifikanten Unterschiede sowohl in der Gesamtzelldichte als auch im Verhéltnis von
adhirenten zu kugelformigen Zellen. (Abbildung 48 & 49) Dem gegeniiber waren auf den
unbehandelten PEI-Filmen in beiden Zellkultursystemen nur wenige ausgebreitete Endothelzellen
zu erkennen. Ein GroBteil der anhaftenden HUVEC war auf nativem PEI-Film kugelformig.
Hierbei unterschieden sich alle beurteilten Parameter (Gesamtzelldichte sowie Anzahl ausge-
breiteter und kugeliger Zellen) stets signifikant von den Aptamer-cRGD beschichteten PEI-Filmen
und der Referenz. Die Beschichtung der PEI-Filme mit Aptamer-cRGD bewirkte im EGM-2 nur
eine geringe Verdnderung auf das Adhirenzverhalten der Endothelzellen. Morphologisch zeigten
sich im Vergleich zum unbehandelten PEI mehr Zellen ausgebreitet und die Gesamtzellzahl als
auch die Menge ausgebreiteter Zellen war signifikant erhoht. Jedoch waren diese Verdnderungen
nur marginal und die Zelldichte deutlich niedriger als bei der Referenz. Im Gegensatz dazu zeigten
sich in EBM-2 K1 Medium deutliche Unterschiede zwischen unbehandeltem und beschichtetem
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PEIL Die in diesem Zellkultursystem nachweislich stabile Aptamerbeschichtung bewirkte eine
signifikante Erhohung der Anzahl ausgebreiteter Zellen, als auch der Gesamtzellzahl. Zusétzlich
verringerte sich die Anzahl kugeliger Zellen im Vergleich zum puren Polymer ebenfalls
signifikant. Morphologisch verhielten sich die HUVEC auf dem beschichteten PEI-Film
vergleichbar zur TCP Kontrolle und bildeten ebenfalls kleinere Zellcluster. Dennoch war die

Gesamtzellzahl, wenn auch nur geringfiigig, nach wie vor signifikant verringert.
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Abbildung 49. Zelldichte primirer HUVEC ( Anteil kugeliger Zellen; (] Anteil ausgebreiteter
Zellen) nach acht stiindiger Aussaat in EGM-2 und EBM-2 K1 Medium auf unbehandelten sowie mit
Aptamer-cRGD funktionalisierten PEI-Filmen und TCP als Kontrolle. (Arithmetrischer Mittelwert +
Standardabweichung; * Signifikanz Gesamtzellzahl; * Signifikanz adhirenter Zellen;" Signifikanz kugeliger
Zellen;™* p < 0,05; ##%™ p < 0,005; #H*k+ 5 < 0,0005; #+*+ 5 <0,0001; n = 6)

Dynamisches in vitro Modell

Nach dem Nachweis der Funktionalitit der Aptamer-cRGD Beschichtung im EBM-2 Kl
Zellkultursystems unter statischen Bedingungen sollte im Folgeschritt die Frage einer verbesserten
Scherresistenz der Endothelzellen im dynamischen System untersucht werden. Hierfiir wurden die
HUVEC unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen ausgesit und 8 h nach der Aussaat fiir
zwei Stunden geschert. Als Referenzmaterial wurde wie bei fritheren rheologischen Experimenten
Glas verwendet. Die Dokumentation und nachfolgende Bestimmung der Zelldichte erfolgte
lichtmikroskopisch sowohl vor als auch nach der Scherung, wobei jedoch nur sichtbar adhérente

(ausgebreitete) Zellen beachtet wurden.

Vor der Scherung zeigte sich eine mit dem statischen System vergleichbare Zellmorphologie.
(Abbildung 50) Auf dem Aptamer-cRGD beschichteten PEI-Film sowie der Kontrolle bildeten die
adhirenten HUVEC vermehrt Zellcluster und zeigten eine ausgepriagte Spindelform. Demgegen-
iiber waren auf dem unbehandelten PEI-Film nur vereinzelt ausgebreitete Endothelzellen zu
erkennen. Nach der Scherung war bei allen Materialien eine Verringerung der Zelldichte sichtbar.
Die Morphologie der auf dem Material verbliebenen HUVEC war unveriandert.
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V1. ERGEBNISSE

PEI-Film + Aptamer-cRGD

Kontrolle (Glas) PEI-Film

Abbildung 50. Exemplarische Bilder der initialen Endothelzelladhiirenz 8 h nach Aussaat in EBM-2
K1 Medium auf nativen sowie mit Aptamer-cRGD funktionalisierten PEI-Filmen und Glas als
Kontrolle. ( [--] vor und [++] nach Exposition vendser Scherkrifte fiir 2 h bei 3 dyn/cm?; MafBstab: 100 um)
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Abbildung 51. Zelldichte priméiirer HUVEC nach acht stiindiger Aussaat in EBM-2 K1 Medium auf
unbehandelten sowie mit dem Aptamer-cRGD System funktionalisierten PEI-Filmen und Glas als
Kontrolle vor und nach der Exposition vendser Scherkrifte. (Arithmetrischer Mittelwert =+
Standardabweichung; Scherung fiir 2 h bei 3 dyn/cm?; vor [--] und nach [++] der Scherung; ;* p < 0,05;
**p <0,005; *** p <0,0005; n=06)

Vor der Scherung war die Zelldichte bei allen getesteten Materialien mit der aus dem statischen
System vergleichbar. (Abbildung 51) Nach der Scherung zeigte sich ebenfalls auf allen
Materialien eine signifikant verringerte Zelldichte. Im direkten Vergleich des Adhdrenzverhaltens
der Endothelzellen auf den verschiedenen Materialien waren zu keinem Zeitpunkt Unterschiede
zwischen der Kontrolle und dem Aptamer-cRGD beschichteten PEI-Film zu erkennen. Im
Gegensatz dazu lag auf dem unbehandelten Polymer stets eine signifikant verringerte Zelldichte
im Vergleich zum beschichteten PEI und der Kontrolle vor.
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7. DISKUSSION

7.1. Grenzflichencharakterisierung der PEI-Filme

Die Grenzflachencharakterisierung des ausgewidhlten Modellpolymers PEI in Form von Filmen
bestitigte die Annahme einer hydrophoben und homogenen Oberfldche dieser Materialform. Bei
der physikalisch-chemischen Charakterisierung in der gleichen GroéBenordnung, in der auch eine
Interaktion mit DNS-Molekiilen stattfinden wiirde, wies die Topographie der PEI-Filme eine
Rauigkeit von wenigen nm und keinerlei Poren auf. [42] Durch diese Rauigkeit in der gleichen
GroBenordnung gefalteter Aptamere war eine ausgepriagte Interaktion der Oligonukleotide bzw.
ihrer Nukleotidbasen mit der PEI-Oberfliche zu erwarten. Die Aptamere konnten sich in die
Oberflachenstrukturen des PEI einpassen und somit in allen drei Dimensionen multivalente
physikalische Interaktionen mit dem Polymer eingehen. Ebenso war eine durch die Topographie
bedingte Ablagerung groflerer Aggregate, wie sie in mikroskopischen Untersuchungen frei in der
Losung detektiert wurden, nicht zu erwarten. Durch ihr vergleichsweise grofes hydrodynamisches
Volumen wiirden diese Aggregate wahrend des SELEX-Protokolls von der Oberflache entfernt.
Ein eher iiberraschender Fund waren sporadisch auftretende sternférmige Kavititen auf der
Polymeroberfliche, deren Dimensionen sich in einer Ausdehnung von 30 - 100 pm und einer
Tiefe von nur wenigen Nanometern bewegten. Die Ursache dieser Inhomogenitéten ist unklar.
Aufgrund ihrer Morphologie ist jedoch anzunehmen, dass es sich um Artefakte aus der
Herstellung handelt. Die fehlende Interaktion von Aptameren an diesen Strukturen lésst sich durch
eine mangelnde Benetzung des PEI an diesen Kavititen erkldren und wird an anderer Stelle
genauer beleuchtet. Die mittels XPS und Raman Spektroskopie ermittelte chemische
Oberflichenzusammensetzung entsprach fritheren Studien als auch den Herstellerangaben
hinsichtlich der atomaren Komposition als auch vorhandener Oberflichenfunktionalititen. [201]
Die XPS-Regionalspektren der Cls Photoelektronen wiesen durch den hohen prozentualen Anteil
von C-C/C=C-Bindungen (>75 %) auf eine erwartungsgemal durch die aromatischen Systeme
dominierte Polymeroberfliche hin. Ebenso wurden deutliche Signale fiir polare funktionelle
Oberflaichenkomponenten wie Etherbriicken (C-O-C) als auch Carbonylgruppen (C=0) detektiert,
an denen PEI {iber groBere Distanzen elektrostatische Dipol-Dipol Interaktionen mit Aptameren
und zu einem bestimmten Maf3 auch {iber Ion-Dipol Wechselwirkungen mit Metallionen aus dem
umgebenden Losungsmittel eingehen kann. Dennoch wurde die PEI Oberfliche, wie bereits
angesprochen, von hydrophoben Elementen dominiert, was im Kontakt mit Wasser bzw.
Selektionspuffer an vielen Stellen zu einer geringen Hydratisierung gefiihrt hat. Die
Beobachtungen aus den XPS-Analysen bestdtigten sich anhand der aufgenommenen Raman
Spektren der PEI-Filme in wéssriger Umgebung. Im Rahmen des Mappings der
Polymeroberfliche wurden an allen untersuchten Orten vergleichbar starke Molekiilschwingungen
fiir aromatische Systeme sowie Carbonylgruppen nachgewiesen, wobei die Raman Intensitét
letzterer aufgrund der hohen Polaritét dieser funktionellen Gruppe im Vergleich zu Schwingungen
von aromatischen C-C Bindungen deutlich stirker war. Von daher ist eine quantitative Aussage
der die Oberfliche dominierenden chemischen Strukturen mit dieser Methode nur bedingt
moglich. Ebenso muss beachtet werden, dass aufgrund der hohen Informationstiefe der Raman

Spektroskopie die Aussage hinsichtlich der Oberflichenzusammensetzung der PEI-Filme nur
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begrenzt giiltig ist. Da die Eindringtiefe des Lasers direkt von der verwendeten Wellenldnge
abhingig ist, stammte ein bedeutender Anteil des Signals aus der Matrix unterhalb der
eigentlichen Materialoberfldche. Fiir den verwendeten 533 nm Laser lag die Informationstiefe im
Bereich zwischen 300 - 700 nm. [167, 168]

Da die Grenzflicheneigenschaften nicht nur einen Effekt auf die Interaktion der Polymer-
oberfliche mit niedermolekularen Strukturen wie Oligonukleotiden und Proteinen entfalten
sondern sich ebenso auf die Morphologie, Adhdsion und Proliferation von Endothelzellen
auswirken [202], war eine Betrachtung der physikalischen Grenzfldcheneigenschaften in der
makro- und mikroskopischen GroBenordnung ebenso von Interesse. Dariliber hinaus waren
makroskopische Informationen wie das Oberflichenpotenzial, die Benetzungseigenschaften und
die Zusammensetzung der Oberfldchenenergie ebenfalls wichtige Faktoren fiir die Einschétzung
der initialen Wechselwirkungen zwischen den Aptameren und PEI. Fiir Biomaterialien mit einer
Oberflachenrauigkeit im Nanometerbereich wurde bereits beschrieben, dass diese sich positiv auf
die Adhision und Proliferation von humanen Endothelzellen auswirkt. [203] Demgegeniiber stellt
die mittels Tropfenkonturanalyse ermittelte hydrophobe Oberfliche (@,4, = 87,2 + 1,4 °) des PEI
kein ideales Substrat fiir das Zellwachstum dar. Ein optimales Zellwachstum wurde stets fiir
polymere Oberflichen mit einer moderaten Benetzbarkeit bei voranschreitenden Kontaktwinkeln
um die 55° beschrieben. [204, 205] Eine weitere makroskopische Eigenschaft der PEI-Film
Oberfliche war ein leicht negatives Oberflichenpotenzial bei physiologischem pH, welches mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch exponierte Carbonyl- und auch Ethergruppen an der
Polymeroberfliche hervorgerufen wurde. Durch diese Funktionalititen konnten, wie bereits
beschrieben wurde, Dipol-Dipol und Ion-Dipol Wechselwirkungen vermittelt werden.
Koordinative Interaktionen mit Metallionen wiirden sich hierbei nicht nur forderlich auf die
Rekrutierung von Oligonukleotiden iiber grofere Distanzen auswirken, sondern ebenso auf die

initiale Adhérenz von Zellen, da deren Membran ebenfalls eine leicht negative Ladung aufweist.

7.2. Biologische Evaluierung und Endothelialisierungspotenzial der PEI-Filme

Die Untersuchung der Biokompatibilitét eines potenziellen polymeren Materials beinhaltet meist
eine initiale indirekte zytotoxische Untersuchung unter der Anzucht einer geeigneten Zelllinie in
Eluaten des Polymers. Dies dient dazu, einen moglichen Einfluss eluierender Komponenten aus
dem Material auf das Zellverhalten zu untersuchen. Zu diesen Komponenten zédhlen verbliebenes
Losungsmittel, Monomere, Quervernetzer und andere Substanzen aus dem Herstellungsprozess
sowie Abbauprodukte des Polymers durch Inkubation in biologischen Fliissigkeiten bei 37 °C. Die
Aussaat von 1L929-Fibroblasten [206] im 72h-Eluat der PEI-Filme resultierte in einer erhéhten
Zelldichte und dem vermehrten Auftreten von morphologisch gréBeren Unterstiitzerzellen.
Zusammen mit einer von der Eluatkonzentration abhédngigen signifikant erhohten metabolischen
Aktivitdt der Zellen wurden die PEI-Filme als leicht zytotoxisch eingestuft. Die erhohte Aktivitét
der L929-Fibroblasten lie darauf schlieBen, dass wihrend der Eluatgewinnung zu einem geringen
Teil zytotoxische Substanzen aus dem Polymer in das Zellmedium gelangten. Da es sich bei den
PEI-Molekiilen um lange Polymerketten (M,, = 32.800 g/mol) handelt [42], war eine Freisetzung
von Monomeren weniger wahrscheinlich als die Freisetzung von minimalen Resten des

organischen Losungsmittels in das Medium sowie die iliberstechende Atmosphére. Ebenso hatten
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entsprechende GC-Untersuchungen gezeigt, dass Spuren des Losungsmittels in der iiberstehenden
Atmosphidre nachweisbar waren. (vgl. 10.1.) Trotzdem kann auch die Freisetzung von PEI-
Monomeren nicht génzlich ausgeschlossen werden. Um den stérenden FEinfluss eluierter
Substanzen zu kompensieren und aus ihrem Umfeld zu entfernen, reagierten die Zellen mit einer
héheren Proliferation und Stoffwechselrate. Die Untersuchung der Endotoxinbelastung des
Materials zeigte, dass keine nennenswerte bakterielle Kontamination gram-positiver Bakterien der
PEI-Filme vorhanden war. Die Endotoxinbelastung lag deutlich unterhalb des von der FDA
festgelegten Grenzwertes von 0,5 EU/ml. [26] Somit konnten die PEI-Filme in zellbiologischen

Untersuchungen eingesetzt werden.

Im zweiten Schritt der biologischen Evaluierung wurden die Auswirkungen eines direkten
Materialkontaktes analysiert. Hierbei wurde die Interaktion der Zellen mit dem Substrat
untersucht, um damit eine Einschédtzung der Materialkompatibilitit sowie der Funktionalitit der
Zellen auf diesem Material vornehmen zu konnen. Diese Untersuchung wurde bereits mit dem fiir
spitere Experimente vorgesehenen primidren humanen Endothelzellen durchgefiihrt, da nur mit
diesen eine addquate Einschéitzung der Materialkompatibilitit moglich war. Die Aussaat von
HUVEC auf der Oberfliche der PEI-Filme resultierte 48 Stunden nach der Aussaat in einer
geringfligig erhohten LDH-Aktivitit im iiberstehenden Medium, was auf eine leicht verringerte
Zellmembranintegritét hindeutete. Auch die metabolische Aktivitit sowie die Zelldichte waren im
Vergleich zur Referenz zu diesem Zeitpunkt signifikant verringert. Eine initial verringerte metabo-
lische Aktivitit und Proliferation verschiedenster Zelltypen war von diesem Polymer bereits
bekannt und wurde auch im Rahmen dieser Studie erneut bestitigt. [144, 153] Trotz der verzoger-
ten Proliferation bildete sich im Laufe von sieben Tagen auf den PEI-Filmen ein geschlossener
HUVEC Monolayer mit einer zur Kontrolle vergleichbaren Zelldichte. Der Grund fiir die
verzogerte Konfluenz kénnte die hydrophobe Oberfliche der PEI-Filme gewesen sein, welche den
Adhisionsprozess der Endothelzellen beeinflusste. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in der
Vergangenheit beim Vergleich der Biokompatibilitit von Polymeroberflichen mit unterschied-
lichen Benetzungseigenschaften gemacht. Verschiedene Zelltypen zeigten hierbei eine verringerte
Interaktion mit hydrophoben im Vergleich zu hydrophilen Biomaterialien, was sich in einer

erniedrigten Adhdrenz und Proliferation duflerte. [28]

Die initiale Interaktion von Biomaterialien mit dem Organismus besteht meist in der Bildung einer
amorphen Schicht aus passiv adsorbierten Proteinen. Die Komposition dieser Proteinschicht ist
stochastisch und fiihrt meist zu Konformationsidnderungen der adsorbierten Proteine. Dieser
Prozess ist nicht zuletzt von den Grenzfldcheneigenschaften des Polymers wie der Benetzbarkeit,
Topografie, chemischen Zusammensetzung und Oberflichenladung als auch von der Zusammen-
setzung des umgebenden Mediums (z.B. Blut, Serum, Zellkulturmedium etc.) abhéngig. [29, 30]
Je hydrophober die Materialoberfliche, desto unspezifischer ist die Adsorption, da die meisten
Proteine denaturiert vorliegen. Dabei sind in nativer Form innen liegende hydrophobe Amino-
sdurereste partiell nach auflen gekehrt und die biologische Funktion des Proteins kann verdndert
sein. Der gebildete denaturierte Proteinlayer erschwert nachfolgend eine spezifische Interaktion
der Zellen mit der Materialoberfldche, wobei exponierte Plasmamembranrezeptoren wie Integrine
die initiale Zelladhdsion und nachfolgende Formierung der extrazelluldren Matrix (EZM)
beeinflussen. [29]
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Fiir das verzogerte Zellwachstum auf den PEI-Filmen im Vergleich zur Referenz kénnte demnach
die unterschiedliche Aktivitidt adsorbierter Proteine verantwortlich gewesen sein. Die Proteine,
welche an das vergleichsweise hydrophile TCP (Plasma behandeltes Polystyrol) adsorbierten,
lagen in einer eher nativen Konformation vor und unterstiitzten damit die Zelladhdrenz mehr als
jene, die in denaturierter Form an die hydrophoben PEI-Filme adsorbiert waren. [204] Ebenso
spielten aktiv von den HUVEC sezernierte Adhésionsproteine mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Rolle. Endothelzellen besitzen die Fihigkeit, ihre eigene EZM zu generieren. [28] Hierbei werden
fir den Aufbau der EZM vorrangig Fibronectin und Kollagen produziert, wobei dieser Prozess
mehrere Stunden bis Tage in Anspruch nimmt. [207] Eine langsamere Ausbildung der EZM
aufgrund der hydrophoben PEI-Film Oberfliche konnte somit der Grund fiir die Verzdgerung in

der initialen Phase der HUVEC Monolayer Formierung auf den PEI-Filmen gewesen sein.

In vivo kleiden Endothelzellen das Lumen von Blutgefilen aus und bilden dabei eine hoch-
selektive permeable Barriere. Zur Beibehaltung der funktionellen Integritit dieser Grenze
zwischen dem vaskuldren System und dem umliegenden Gewebe sind Zell-Zell Kontakte als auch
Zell-Substrat Interaktionen ein entscheidender Faktor. Aus diesem Grund wurde die Ausbildung
des Aktin-Zytoskeletts beurteilt, welches durch indirekte Verkniipfung zur EZM bei der Stabili-
sierung der Zellkontakte beitrégt. Das Aktin-Zytoskelett von HUVEC ist normalerweise in einem
netzartigen Muster um den Zellkortex organisiert, wobei die Filamente an den extrazelluldren
Kontaktpunkten zur EZM und Nachbarzellen verstirkt sind. Hierbei sind insbesondere wéhrend
der initialen Adhédrenz Verkniipfungen zur EZM weitergehend durch Aktinfilamentbiindel (sog.
Stressfasern) im zentralen Bereich der Zelle verstirkt. [208] Die Stirke der Zelladhédsion kann
anhand der Ausbildung fokaler Adhisionskomplexe beurteilt werden. Diese beinhalten das Aktin-
Zytoskelett und verschiedene Adapterproteine wie z.B. Vinkulin, welches ein essentielles
Strukturprotein fokaler Adhésionskomplexe ist. Diese Komplexe sind ein wichtiger Indikator zur
Beurteilung der Zelladhésion und Persistenz, da sie eine Vielzahl grundlegender Zellprozesse wie
zum Beispiel die Migration, Proliferation und Ubertragung extrazellulirer mechanischer Reize mit
regulieren. [209] Aus diesem Grund wurden HUVEC hinsichtlich der Verteilung und Kolokali-
sation von fibrillirem Aktin und Vinkulin mittels Immunfluoreszenzfiarbung untersucht. Hierbei
zeigten sich keine sichtbaren Unterschiede bei der Zell-Substrat Interaktion zwischen PEI-Filmen
und einer als Kontrolle dienenden Glasoberfliche. Auf beiden Materialien war nach 48 Stunden
Wachstum unter statischen Bedingungen das typische netzartige Muster eines subkonfluenten
Endothelzellmonolayers sichtbar. Dariiber hinaus waren ausgeprigte Stressfasern im zentralen
Bereich der Zellen zu erkennen, wie sie flir gewohnlich wéihrend des Adhidsionsprozesses
auftreten. [210] Die Termini dieser Aktinfasern waren hauptsidchlich mit Vinkulin kolokalisiert,
was auf eine starke Interaktion der HUVEC mit dem unterliegenden Substrat hindeutet. Gleich-
bedeutend zeigte das als Saum um die Zellen gefarbte Vinkulin eine ausgeprigte interzellulare
Interaktion an. [211] Im Resultat war kein Anzeichen einer reduzierten Interaktion der Endothel-
zellen durch das PEI-basierte Substrat ersichtlich.

Voraussetzung fiir einen potenziellen spéteren Einsatz von PEI in kardiovaskuldren Applikationen,
iiber seine Funktion als Modellpolymer fiir die Generierung multivalent bindender DNS-Aptamere
hinaus, war der Nachweis der physiologischen Funktionalitdt der auf PEI gewachsenen Endothel-

zellschicht. Hier musste ausgeschlossen werden, dass durch das unterliegende Polymer storende
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Einfliisse auf die Endothelzellen vermittelt werden, welche beispielsweise eine inflammatorische
Zellreaktion induzieren. Ein funktionelles Endothel auf PEI war von besonderer Bedeutung, da
dieses in vivo maligeblich an der Regulation der GefaBhomdoostase beteiligt ist. [17-19] Die starke
Interaktion zwischen den Zellen und der unterliegenden Matrix sowie die Ausbildung eines
geschlossenen Monolayers nach sieben Tagen waren bereits ein Indiz fiir die Funktionalitdt des
auf PEI gewachsenen Endothelzelllayers. Der Nachweis der regulativen Funktionalitit der Endo-
thelzellen auf PEI wurde durch die Analyse der Sekretionsprofile verschiedener vasoaktiver und
inflammatorischer Mediatoren erbracht. Die zelluldre Sekretion der vasoaktiven Mediatoren
Prostazyklin (PGI2) und Thromboxan A2 (TXA2) war bei allen untersuchten Proben stets im
niedrigen pg-Bereich und damit fiir PEI als auch fiir die Referenz im biologischen Wirkungs-
bereich. Physiologische Effekte des potenten Vasodilators und Inhibitors der Thrombozyten-
aggregation PGI2 wurden bis Konzentrationen von 50 pg/ml (~10"° M) beschrieben, wohingegen
TXA2 als sein physiologischer Antagonist bis zu vier Gréflenordnungen potenter ist. [212, 213]
Die Konzentration von PGI2 war wéhrend der gesamten statischen Testung anndhernd konstant
(~100 pg/ml) und vergleichbar mit der im Plasma von gesunden Spendern nachgewiesenen
Menge. [214, 215] Im Gegensatz dazu war die TXA2-Konzentration in den Proben mit 2 - 7 pg/ml
etwa zehnfach geringer als die in vivo Plasmakonzentration von gesunden Spendern [215, 216]

und zeigte zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen PEI und der Referenz.

Die Untersuchung der Sekretion ausgewéhlter pro- und anti-inflammatorisch wirkender Zytokine
sowie verschiedener von aktivierten Endothelzellen sezernierter Wachstumsfaktoren erbrachte
lediglich detektierbare Verdanderungen in den Sekretionsprofilen der Interleukine 6 und 8. Fiir das
pro-inflammatorische Interleukin 6 (IL-6) wurden im gesamten Zeitraum der statischen Testung
aus dem Uberstand der HUVEC beider untersuchten Materialien Konzentrationen zwischen 50
und 150 pg/ml detektiert. Diese Mengen stimmen mit fritheren in vitro Studien hinsichtlich der
IL-6 Sekretion ruhender humaner Endothelzellen in statischen und dynamischen Testsystemen
iiberein. [217-219] IL-6 entfaltet keinen Einfluss auf die Zellproliferation, erhoht jedoch die
Permeabilitit der Endothelzellschicht durch morphologische Verdnderung der Zellen (Spindel-
form) und bewirkt die chemotaktische Rekrutierung und Transmigration von T-Lymphozyten in
Entziindungsherde. [89, 217, 220] Die wichtigste Erkenntnis aus diesem Experiment war, dass
wihrend der gesamten Zeitspanne von elf Tagen die aus dem Uberstand detektierten Konzentra-
tionen an IL-6 bei den PEI-Filmen stets signifikant geringer waren als bei TCP. Fiir die ersten 48
Stunden nach der Aussaat konnte die ebenfalls signifikant geringere Zelldichte auf den PEI-
Filmen eine Erkliarung dafiir sein. Jedoch war diese in den folgenden Messungen nach sieben und
elf Tagen Kultivierungszeit zwischen PEI und TCP vergleichbar. Aus diesem Grund weisen die
Ergebnisse der statischen Untersuchung auf einen leichten anti-inflammatorischen Effekt hinsicht-
lich der IL-6 Sekretion des polymeren Materials PEI auf die HUVEC hin. Die Sekretion des
pleiotrop wirkenden Interleukins 8 (IL-8) auf HUVEC &uBert sich auf verschiedene Arten. Auf der
einen Seite wirkt dieses Zytokin als pro-inflammatorischer Mediator zur chemotaktischen Rekru-
tierung von Leukozyten in entziindetes Gewebe und der Erhohung der Expression von Adhésions-
molekiilen. Auf der anderen Seite ist das gleiche Zytokin ein die Angiogenese induzierender
Faktor, welcher an der (Neu)Bildung von Blutgefdfen beteiligt ist. Auf HUVEC entfaltet IL-8 in
vivo eine anti-apoptotische Wirkung, unterstiitzt die Proliferation und Migration und unterdriickt
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die Inflammation, indem die Adhésion von Leukozyten an aktiviertes Endothel inhibiert wird. [7,
217] Sowohl bei PEI als auch bei der Referenz waren die Mengen an IL-8 in den Uberstinden mit
fritheren in vitro Studien vergleichbar, in denen die IL-8 Sekretion von ruhenden humanen Endo-
thelzellen untersucht wurde. [217, 220] Im statischen System zeigte sich in dieser Studie ein von
der Zeit abhidngiger Anstieg der IL-8 Konzentration, welcher unabhingig vom unterliegenden
Substrat war. Fiir diesen Anstieg war wahrscheinlich die ebenfalls mit der Zeit zunehmende Zell-
dichte verantwortlich. Innerhalb der ersten sieben Tage nach der Aussaat war ein wechselnder und
teils signifikanter Unterschied der IL-8 Sekretion zwischen den PEI-Filmen und TCP zu erkennen.
Allerdings bewegten sich diese Anderungen stets im niedrigen pg-Bereich und lieBen keine Aus-
sagen iiber einen nennenswerten Einfluss des unterliegenden Materials auf das Zellverhalten zu.
An dieser Stelle sei angemerkt, dass alle durch PEI vermittelten Effekte auf die Endothelzellen
hinsichtlich einer Sekretion der betrachteten Mediatoren im Vergleich zu mittels IL-1p aktivierten
Zellen marginal waren. Die sekretierten Mengen waren nach Aktivierung bei vasoaktiven

Mediatoren etwa vier Mal und bei inflammatorischen Zytokinen sogar bis zu 250-fach héher.

Bei der Evaluierung der PEI-Filme hinsichtlich ihrer Biokompatibilitit und des Endotheliali-
sierungspotenzials zeigte sich im statischen in vitro Modell, dass Endothelzellen fahig sind, mit
einer Verzogerung bei der initialen Adhérenz auf diesem Substrat zu adhérieren und iiber mehrere
Tage hinweg einen geschlossenen und allem Anschein nach funktionellen Monolayer auszubilden.
Hierbei vermittelte das unterliegende Polymer im Vergleich zur Referenz auf die Zellen einen
leichten gefdBhomdostatischen (PGI2-Sekretion) und anti-inflammatorischen Effekt (verringerte
IL-6 Sekretion). Da die Funktionalitit und somit Anti-thrombogenitét des Endothels nur bei einem
intakten, konfluenten Zelllayer gewdhrleistet ist, war es nicht ausreichend, die Biokompatibilitét
des PEI-Films in vitro unter rein statischen Bedingungen zu untersuchen. Entscheidend war die
Stabilitdt der Endothelzellschicht unter der Einwirkung von Scherkriften, wie sie durch den
Blutstrom im BlutgefdBsystem vorzufinden sind. Hierbei war es wichtig, die Stabilitit der
Zelladhdrenz iiber einen grofen Zeitraum hinweg, beginnend mit der initialen Adhérenz bis hin

zur Retention der konfluenten Endothelzellschicht auf PEI zu verfolgen.

Wie in den vorherigen Untersuchungen zeigten die HUVEC bei der Vorbereitung des dyna-
mischen in vitro Modells ein verzogertes Wachstum unter statischen Bedingungen und bestétigten
damit die zuvor gemachten Beobachtungen. Im Vergleich zu Glas war nach acht Stunden eine
initial geringere Adhdrenz der HUVEC auf den PEI-Filmen erkennbar, welche beim néchsten
Messzeitpunkt 40 Stunden spéter in einer geringeren Zelldichte resultierte. Die Griinde dafiir lagen
mit hoher Wahrscheinlichkeit in den bereits angesprochenen Grenzflacheneigenschaften der PEI-
Filme begriindet, von denen bekannt ist, mit einer verringerten Anbindung und Proliferation
verschiedener Zelltypen assoziiert zu sein. [221] Die passiv adsorbierte amorphe Proteinschicht an
der Polymeroberflache storte dabei die Interaktion zwischen der unterliegenden Matrix und endo-
thelialen Oberflachenrezeptoren, welche fiir die Zelladhdsion und die Ausbildung der EZM
verantwortlich sind. [218, 222] Allerdings zeigte eine mit Glas vergleichbare Zelldichte nach neun
Tagen die Féhigkeit der Endothelzellen, eine konfluente Zellschicht durch Generierung ihrer
eigenen EZM auf den PEI-Filmen bilden zu konnen. [39, 221] Das Anlegen von vendsen
Scherkriften offenbarte eine sichtbar bessere Scherresistenz des HUVEC Monolayers auf dem

polymeren Substrat, welche 48 Stunden und neun Tage nach der Aussaat signifikant wurde. Dies
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war ein wenig iiberraschend, wenn man die initial geringere Zelldichte auf PEI in Betracht zieht.
Ungeachtet dessen waren auf beiden Materialien nach der Scherung des neun Tage alten
konfluenten Zelllayers zellfreie Areale zu erkennen. An diesen Stellen wiirde die nach wie vor
leicht thrombogene Polymeroberfldche der PEI-Filme in vivo fiir die Anlagerung von Thrombo-
zyten aus dem Blutstrom zuginglich sein und es moglicherweise zu einer Aktivierung der

Plattchen und nachfolgender Gerinselbildung kommen.

Hinsichtlich der Untersuchung der Zell-Matrix Interaktionen durch Analyse des fibrilldren Aktin
Zytoskeletts und der fokalen Adhdsionen wurden die zuvor gemachten Beobachtungen einer
starken Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktion unter statischen Wachstumsbedingungen bestatigt.
Lediglich eine Untersuchung des acht Stunden nach der Aussaat gescherten Zelllayers war nicht
moglich, da die Adhérenz der verbliebenen Zellen noch nicht ausreichend war, um das Férbe-
protokoll unbeschadet zu iiberstehen. Im Gegensatz zu fritheren wissenschaftlichen Studien [223,
224] konnte nach der Scherung weder eine Neuanordnung der HUVEC Stressfasern oder die
Bildung sogenannter ,,circular ruffles um den Zellkortex, noch eine Verstirkung der fokalen
Adhésionspunkte als Folge der Scherkrifte beobachtet werden. Unter ldngerer Einwirkung physio-
logischer Stromung verdndern Endothelzellen normalerweise ihre Morphologie hin zu einer in
Stromungsrichtung ausgerichteten Spindelform, welche mit den genannten intrazelluldren
Anderungen assoziiert ist. [193] Hierbei wirken das Zytoskelett und die fokalen Adhisions-
komplexe zusammen {iber Integrine als Mechanosensoren und iibertragen extrazellulire Informa-
tionen in die Zelle. [209] Als eine Anpassung an Scherkréfte werden dadurch diverse intrazellu-
lare Kaskaden aktiviert, welche Verdnderungen der Genexpression, Proliferation und Migration

regulieren. [223]

In dieser Studie zeigten nur vereinzelte Zellen die beschriebenen Anderungen ihres Zytoskeletts
und der fokalen Adhésionen, wobei diese mit einer Reduktion der zelluldren Ausbreitungsfldche
verbunden waren. Diese Beobachtung wurde auf den PEI-Filmen als auch der Referenz gemacht.
Jedoch konnten sich diese vereinzelten Zellen ebenso in einem anderen Stadium ihres Zell-
zyklusses wie zum Beispiel der Zellteilung befunden haben, was ebenfalls die Verringerung der
Ausbreitungsfliche erkldren wiirde. Ein anderer Grund fiir die fehlende morphologische Anpas-
sung der HUVEC an die Scherkrifte waren die Rahmenbedingungen des Experimentes. Die
Auswahl mittlerer venoser Scherkréfte von 3 dyn/cm? iiber einen verhdltnisméBig kurzen Zeitraum
von sechs Stunden war nicht lang genug, um die genannten Reaktionen bei den Endothelzellen zu
induzieren. [193] Dennoch waren diese Bedingungen ausreichend, um Teile des zuvor funktio-

nellen Zelllayers zu zerstoren und die polymere Oberflache freizulegen.

Die partielle Zerstorung der Endothelzellschicht wirkte sich jedoch nicht nur morphologisch
sondern ebenso funktionell auf die Zellen aus. Zunichst zeigte die Quantifizierung der antagonis-
tisch wirkenden vasoaktiven Mediatoren PGI2 und TXA2 aus dem Uberstand sowohl fiir den
statischen als auch den dynamischen Teil dieser Studie keine funktionellen Anderungen der
HUVEC auf den PEI-Filmen im Vergleich zum Referenzmaterial. Die nachgewiesenen Konzen-
trationen waren fiir beide Mediatoren im physiologisch wirksamen Bereich [212, 220], wobei eine
nennenswerte TXA2 Sekretion lediglich unter Einwirkung von Scherkriften ermittelt wurde. Die

Sekretion des Vasodilators PGI2 war unter dynamischen Bedingungen initial erhoht, stabilisierte
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sich jedoch ungeachtet der steigenden Zelldichte 48 Stunden nach der Aussaat. Dieses Verhalten
des HUVEC Monolayers in einer laminaren Stromung ist bekannt und die erhdhte Sekretion von
PGI2 wirkt hierbei in vivo der Adhésion und Aktivierung von Thrombozyten entgegen. [225, 226]
Unter gleichen Bedingungen wurde ein durch den Scherstress induzierter bis zu fiinffacher
Anstieg der TXA2 Konzentration im Uberstand der PEI-Filme und der Referenz detektiert. Dieser
Anstieg resultierte mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der partiellen Zerstérung des HUVEC Mono-
layers wihrend der Scherung, wobei Zellen geschiadigt wurden und Teile des unterliegenden Poly-
mers frei lagen. Beides besitzt Ahnlichkeit mit einer Verletzung des BlutgefiBes und resultiert in
der vermehrten Ausschiittung von TXA2.

Auch hinsichtlich der Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und -8 wurden die
zuvor unter statischen Bedingungen erhobenen Resultate bestitigt. Die Konzentrationen von IL-6
und -8 der korrespondierenden IL-1f aktivierten Positivkontrollen bewegten sich je nach Zeit-
punkt nach der Aussaat zwischen 3 und 60 ng/ml. Demnach waren die Unterschiede in der
Sekretion zwischen beiden Materialien im pg-Bereich fiir beide untersuchten Mediatoren margi-
nal. Abgesehen von den geringen Konzentrationsunterschieden konnte dennoch ein signifikanter
Scherstress induzierter Anstieg der IL-6 Sekretion der HUVEC auf beiden Materialien neun Tage
nach der Aussaat nachgewiesen werden. Dieses Resultat stimmt mit frilheren in vitro Studien
hinsichtlich der IL-6 Sekretion von ruhenden humanen Endothelzellen im dynamischen System
iiberein. [217, 219] In vivo werden durch niedrige Scherkrifte das Voranschreiten von Arterios-
klerose und in vitro inflammatorische Zellreaktionen unterstiitzt, was Hand in Hand mit einer
erhohten IL-6 Freisetzung geht. [227, 228]

Die Ergebnisse der dynamischen Studie zeigten, dass der unter statischen Wachstumsbedingungen
auf PEI-Filmen funktionelle Endothelzelllayer zwar eine mit dem Referenzmaterial vergleichbare,
jedoch nicht ausreichende Retention gegeniiber physiologischen Scherkriften besal3. Die partielle
Ruptuierung des Endothelzellmonolayers machte hierbei nicht nur Teile der Polymeroberfldche
fiir die potenzielle Adhdsion von Thrombozyten zugénglich, sondern induzierte auch eine

natiirliche inflammatorische und vasokonstriktive Antwort des beschiddigten Endothels.

7.3. In vitro Selektion PEI-Film bindender DNS-Aptamere

Da in diesem Projekt erstmalig eine auf Nukleinsduren basierende in vitro Selektion gegen die
Oberflache eines Polymers durchgefiihrt wurde, war nicht klar, ob im Rahmen der SELEX eine
Anreicherung bindender Aptamere stattfinden wiirde. Planare Oberflichen unterscheiden sich
maBgeblich von niedermolekularen Zielmolekiilen wie z.B. Proteinen, welche sich in der gleichen
Groflenordnung wie Aptamere bewegen. Bei der Selektion gegen Homopolymere wie PEI spielt
demnach moglicherweise nicht nur die molekulare Architektur sondern ebenso die
makroskopische Oberfldche hinsichtlich Ladungsverteilung, Elektronendichte oder Hydratisierung
eine mafBigebliche Rolle fiir die Interaktion mit DNS.

Bereits wihrend der ersten fiinf Selektionsrunden gegen die Oberfliche der PEI-Filme war eine
Anreicherung bindender Sequenzen anhand der erhohten Materialbindung im Vergleich zur
Ausgangsbibliothek zu erkennen. Durch die Einfiihrung der Gegenselektion gegen im biotechno-
logischen und medizinischen Sektor verwendete Polymere (PS, PEVA) mit dhnlichen Ober-
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flicheneigenschaften hinsichtlich Benetzbarkeit, Oberflichenpotenzial und beziiglich PS auch der
Topographie kam es erwartungsgeméfl in den beiden Folgerunden zu einem Absinken der
nachgewiesenen Materialbindung. Dies war ein Indiz fiir die Eliminierung von Sequenzen aus der
bereits angereicherten Nukleinsdurebibliothek, welche allem Anschein nach unselektiv fiir PEI-
Filme waren. Der trotz steigender Stringenz der Selektionsbedingungen erneute quantitative
Anstieg der Bindung an PEI ab der Selektionsrunde acht belegte die Anreicherung PEI bindender
Sequenzen bis zur Runde elf. Die nachgewiesene Menge an DNS von etwa 4 pmol auf einem PEI-
Film von 6 mm Durchmesser entsprach, unter Annahme einer hexagonalen Gleichverteilung der
Nukleinsduren auf der Polymeroberfliche einer Aptamerdichte von rund 4 - 10* Molekiilen pro
um? und somit einer anndhernden Sittigung, der Oberfliche mit DNS. Jedoch liel sowohl die
Quantifizierung der PEI gebundenen Aptamere mittels RealTime PCR als auch der Nachweis
eines makroskopisch verbesserten Benetzungsverhaltens und die Verénderung in der Komposition
der Oberflachenenergie nach der Bindung von ssDNS am Polymerfilm mit Hilfe der Kontakt-
winkelmessungen keine Aussage iliber die Verteilung der Aptamere auf dem PEI-Film zu. Die
Visualisierung der AlexaFlour647 modifizierten PEI bindenden Aptamere mit dem Laser-Raster-
Mikroskop zeigte erstmals eine flichendeckende Aptamerbindung auf der Polymeroberfliche,
welche essentiell fiir eine spétere effektive nicht-kovalente Oberflichenfunktionalisierung mit
zellbindenden Liganden ist. Dennoch ist zu beachten, dass die laterale Auflosungsgrenze dieser
optischen Methode, unter Beriicksichtigung der Wellenldnge und der numerischen Apertur des
Objektivs, etwa die Hilfte der verwendeten Wellenldnge betrug. Bei dem AlexaFlour647 Fluores-
zenzfarbstoff (ex/em = 650/668 nm) lag diese bei ~300 nm. [229] Gebundene Aptamere oder auch
Aggregate selbiger kleiner als 300 nm wiren mit dieser Methode nicht mehr getrennt voneinander
detektierbar.

Beim Nachweis der flichendeckenden Aptamerbindung mit optischen Methoden waren erneut die
bereits zuvor mittels AFM detektierten sternformigen Kavitdten auf der PEI-Oberfldche erkenn-
bar. Diese Strukturen zeigten kein Fluoreszenzsignal der DNS und wiesen damit auf ein Fehlen
von Aptameren in diesen Bereichen hin. Der Grund fiir die Abwesenheit einer Bindung war, wie
bereits angesprochen, aller Voraussicht nach eine unzureichende Benetzung mit dem polaren
Losungsmittel. Anhand der Grenzflachencharakterisierung hatte sich gezeigt, dass die PEI-
Oberflache einen ausgeprigt hydrophoben Charakter besitzt und von aromatischen Gruppen
dominiert wird. An solchen Kontaktflichen konnen sich, besonders in Verbindung mit Kavititen,
durch die Oberflichenspannung der wissrigen Phase mikroskopisch kleine Blasen bilden, welche
eine Interaktion des Losungsmittels und somit der Aptamere mit der Polymeroberfliche
verhindern. [230] Bei genauer Betrachtung waren die erkennbaren Strukturen auf PEI, welches
mit der Startbibliothek behandelt wurde, deutlich ausgeprigter und zeigten eine groBere
Ausdehnung von ~100 um Durchmesser. Unter Verwendung der angereicherten PEI bindenden
Aptamere waren sie deutlich kleiner (@ = ~20 pm) und wiesen eine definiertere Morphologie auf.
Diese Beobachtung kann durch die spezifischere Interaktion angereicherter Aptamere mit der
Polymeroberfliche erklirt werden. Die Hintergrundbindung der Startbibliothek war
unspezifischer, so dass die Zugénglichkeit der PEI-Oberflache an den Kavititen und damit deren
Benetzung durch Verdringung der Mikroblasen an der Phasengrenze zwischen Polymer,
Losungsmittel und Luft fiir die DNS-Molekiile erschwert war.
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Eine Fragestellung bei der Durchfilhrung dieses Projektes war ebenso, ob die Generierung
materialselektiv bindender Aptamere gegen das gewdihlte Polymer moglich ist. Wie bereits
angesprochen, erlaubt es die Methodik der in vitro Selektion prinzipiell hochaffine und selektiv
bindende Aptamere gegen jegliche Zielstruktur zu isolieren. Hierbei sind die einzigartigen durch
eine Vielzahl nicht-kovalenter Krifte vermittelten, multivalenten Interaktionen zwischen dem
gefalteten Aptamer und seinem Zielmolekiil entscheidend. [95, 231] Bei den vergleichenden
Bindungstests mit PEI, PS und PEVA stellte sich jedoch heraus, dass trotz Gegenselektion keine
Selektivitdt der angereicherten Aptamere fiir die PEI-Oberfldche vorhanden war. Die angereicher-
ten Aptamere zeigten eine erhohte Affinitét zu allen drei getesteten Polymeren. Dieses Ergebnis
widersprach jedoch dem Prinzip der Gegenselektion, bei der durch den Uberschuss nicht
selektionsrelevanter Molekiile unselektiv bindende Sequenzen hétten aus der Bibliothek eliminiert
werden miissen. Es sind zwei mdgliche Erklarungen fiir diese Ergebnisse denkbar. Entweder war
die Gegenselektion schlicht nicht stringent genug, um alle unselektiv bindenden Aptamere zu
beseitigen oder das Pyrimidin-dominierte Sequenzmotives wurde bereits innerhalb der ersten
Selektionszyklen (ohne Gegenselektion mit PS und PEVA) aufgrund seiner Bindungseigen-
schaften sehr prominent in der kombinatorischen Bibliothek vertreten, so dass Varianten davon

trotz Gegenselektion wéihrend des weiteren SELEX Prozesses weiter angereichert wurden.

7.4. Analyse des PEI-Film bindenden Aptamermotives

Genauen Aufschluss iiber die Komposition der angereicherten Nukleinsdurebibliothek und damit
die Affinitit angereicherter Aptamere an alle verwendeten Polymere gab die Sequenzierung und
Analyse der Primérstruktur. Hier stellte sich heraus, dass die angereicherte Bibliothek nach wie
vor aus vielen unterschiedlichen Sequenzmotiven bestand und die Anreicherungen der zehn am
hiufigsten vorkommenden Motive des randomisierten Bereiches lediglich im Bereich von §,5 -
1% lagen. Bei erfolgreichen in vitro Selektionen gegen diverse biologische Zielstrukturen (meist
globuldre Proteine oder Peptide) wurden in der Vergangenheit in der Selektionsbibliothek
Anreicherungen einzelner Aptamerfraktionen von 30% und mehr erreicht. [136, 232] Jedoch
zeigte sich bei ndherer Betrachtung der PEI bindenden Liganden, dass abgesehen von der reinen
Basensequenz, welche fiir die Zuordnung zu den einzelnen Fraktionen ausschlaggebend war, alle
betrachteten Aptamere den gleichen Grundaufbau in ihrer Primérstruktur zeigten. Ausnahmslos
bestand der Zufallsbereich aus einer zentralen Pyrimidin-reichen Sequenz mit einer Priferenz fiir
Thymin, welche von ausgeprigten GC-reichen Sequenzbereichen flankiert wurde. Demnach war
dieses Bindungsmotiv in den analysierten Sequenzen der Bibliothek dominierend und es scheint,
als wéren Pyrimidine und dabei speziell Thymin essentiell fiir die beobachtete Bindung an die
PEI-Oberflache. Die Mdglichkeit, dass dieses Pyrimidinbindungsmotiv einzig auf der Anreiche-
rung von PCR-Artefakten beruht, welche sich stets durch die Verwendung dieser speziellen DNS-
Startbibliothek anreichern wiirden, konnte durch den Vergleich mit einem anderen SELEX
Experiment gegen eine zelluldre Zielstruktur ausgeschlossen werden. Es ist wahrscheinlicher, dass
die physikalisch-chemischen Grenzflicheneigenschaften des Polymers bestimmte Basen bzw.
Basenabfolgen iiber attraktive Wechselwirkungen und Erhohung der Entropie eher dazu
befdhigten in die unmittelbare Nihe seiner Oberfliche zu gelangen und erst dort {iber eine

Vielzahl unterschiedlicher nicht-kovalenter Kréfte mit ihr zu interagieren. Hierbei scheint die
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Interaktion von PEI mit Pyrimidinen und speziell Thymin im Bindungsmotiv bevorzugt zu sein.
Die Simulation der zweidimensionalen Sekundérstrukturen ergab fiir die ndher betrachteten
Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4 eine vergleichbare Faltung der Sequenzen. Der poly-Pyrimidin-
Bereich formte stets eine exponierte ringférmige Struktur, welche keine weiteren intramolekularen
Interaktionen aufwies und demnach frei mit der Polymeroberfliche oder anderen Molekiilen in
Kontakt treten konnte. Diese Faltung wurde, abgesehen von der thermisch instabilen Struktur des
PEI-1, stets von einem doppelstringigen GC-reichen Stammbereich stabilisiert. (vgl. Abbildung
41 und 42) Die klare Trennung der Primersequenzen von diesem uniformen Bindungsmotiv

beweist hierbei eine selektionsbedingte Anreicherung dieser Aptamerfraktionen.

Von den faltungsbedingten Betrachtungen abgesehen, scheint es als wéren bei allen Bindungs-
motiven Pyrimidine und im Speziellen die Base Thymin von entscheidender Bedeutung fiir die
Anndherung und Bindung der Aptamere an die Polymeroberfldche. Auf anderem Weg sind das
hohe Vorkommen und die exponierte Position nicht zu erkldren. An dieser Stelle muss intensiv
diskutiert werden, wie die Bindung zwischen den Aptameren und der Polymeroberflidche zustande
kommt und warum die Interaktion mit Pyrimidinen bzw. Thymin an der Grenzfliche im Vergleich
zu Purinen bevorzugt ist. Erinnert man sich an die physiko-chemische Charakterisierung der PEI-
Film Oberfliche, so wies diese eine geringe Benetzbarkeit und eine leicht negative Nettoladung
bei physiologischem pH auf. Um sich ein Bild von der rein physikalischen Aptamerbindung zu
machen, ist es wichtig zu wissen, dass intermolekulare physikalische Interaktionen stets durch ein
Zusammenspiel verschiedener Kréfte vermittelt werden. Diese sind, abhéngig von den Inter-
aktionspartnern und -bedingungen, mehr oder weniger stark an dieser Interaktion beteiligt, konnen
jedoch auch entgegengerichtet wirken. Zu den bei einer Wechselwirkung zwischen Molekiilen
wirkenden Kréften gehdren in erster Linie die in der Einleitung beschriebenen "schwachen" Inter-
aktionen sowie Solvatisierungseffekte in Verbindung mit ionischen WW enthaltener Metalle.
[156] Das verwendete Polymer als auch DNS-Basen weisen eine ausgesprochen hydrophobe
Natur auf und sind daher bestrebt, den energetisch ungiinstigen Kontakt mit dem umgebenden
polaren Losungsmittel zu vermeiden. Kationen im Puffersystem besitzen hierbei eine vermittelnde
und koordinative Funktion, indem sie die Polarisation der Materialoberfliche erh6hen und die
negative Ladung des DNS-Riickgrats neutralisieren. Aufgrund der Hydrophobizitét der Basen sind
die Aptamere bestrebt, diese vom Losungsmittel abzuschirmen und dabei ebenfalls die Entropie zu
maximieren. Um dies zu erreichen, gibt es fiir die Aptamere zwei Mdglichkeiten. Die Bildung von
Aggregaten oder der Kontakt mit der ebenfalls hydrophoben Polymeroberfliache, wobei in beiden
Fillen das negativ geladene DNS-Riickgrat in Richtung der wéssrigen Phase ausgerichtet wird.
Ebenso wirken vornehmlich divalente Metallionen unterstiitzend, weil sie die Coulombrepulsion
zwischen den Molekiilen verringern und die Assoziation zwischen Aptamer und Polymerober-

flache iiber langreichweitige elektrostatische WW erleichtern.

Die Maximierung der Entropie durch Verringerung der hydrophoben Kontaktflichen bei der Asso-
ziation hydrophober Nukleotidbasen mit der durch aromatische Systeme dominierten Polymer-
oberflache als auch die vornehmlich durch divalente Kationen verringerte Coulombrepulsion im
Zusammenspiel mit attraktiven elektrostatischen WW zwischen Phosphatriickgrat, Metallionen
und partiell negativ geladenen Funktionalititen der Polymeroberfliche sind die initialen
treibenden Krifte fir die Rekrutierung der Oligonukleotide an PEI. (vgl. Abbildung 6) Die
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Abhingigkeit der Aptamerbindung von divalenten Metallionen wurde in entsprechenden
Bindungsstudien bewiesen. Ohne die Prédsenz von Metallen in der wéssrigen Phase war keine
Assoziation der Aptamere mit der Polymeroberfliche nachweisbar und durch alleinige Zugabe
monovalenter Metallionen war die Bindung um den Faktor 70 verringert.

Um nun die Priaferenz von Pyrimidinen bei der Polymerbindung zu verstehen, ist eine genaue
Betrachtung der Nukleotidbasen als auch der Krifte notig, welche in unmittelbarer Nidhe zur
Polymeroberfliche zu einer Interaktion beitragen konnen. Generell handelt es sich bei den
Nukleotidbasen um polarisierte, aromatische Heterozyklen. [233] Purine weisen durch die
Ladungsverteilung in ihrem Ringsystem ausgepréigte nukleophile Eigenschaften auf und besitzen
ein ausgedehntes negatives Potenzial. Pyrimidine hingegen zeigen durch ihre Heteroatome eine
molekulare Ladungsverteilung mit Regionen hoher positiver und negativer Ladungsverteilung und
bilden dadurch einen Dipol. [100, 156] Demnach sind Pyrimidine bei direkter Interaktion mit
partiell negativ geladenen Funktionalititen oder m-Elektronenwolken aromatischer Systeme an
einer Polymeroberfliche im Vergleich zu Purinen bevorzugt, da die ladungsbedingte Repulsion
verringert ist. [156] Bei Purinen wird die Repulsion zusitzlich durch die doppelte Anzahl von
Stickstoffatomen im Ringsystem und einer damit verbundenen erhohten Elektronendichte
verstirkt. Allgemein wird die Repulsion durch elektronendefiziente Atome verringert und durch
elektronenreiche verstirkt. [99] Betrachtet man nun Thymin, fallen einige Besonderheiten auf,
welche sich vorteilhaft auf die Interaktion mit der PEI in unmittelbarer Nédhe zu seiner Oberfléche
auswirken. Anders als die anderen drei Nukleotidbasen besitzt Thymin keine primédre Amino-
gruppe. Dafiir ist das Pyrimidinringsystem mit zwei Sauerstoffatomen und einer auferhalb der
Ebene liegenden Methylgruppe substituiert. In aromatischen Systemen bzw. allgemein Strukturen
mit einem delokalisierten m-System wirken -NH, Substituenten durch einen (+M)-Effekt
elektronenschiebend, wobei sie die Ladungsdichte in der m-Elektronenwolke erhéhen. Exo-
zyklische Sauerstoffe weisen hingegen einen gegenteiligen (-M)-Effekt auf, indem sie Elektronen-
dichte aus dem aromatischen System abziehen. Aus diesem Grund wird der Heterozyklus des
Thymins positiver, was in einer erhdhten Attraktivitdt fiir Atom-Atom und Atom-n-Interaktionen
resultiert. [156] Dariiber hinaus verringert sich durch die reduzierte m-Elektronendichte die
elektrostatische Repulsion von Thymin im Vergleich zu den anderen Nukleotidbasen hinsichtlich
einer Interaktion mit anderen delokalisierten n-Elektronensystemen oder Molekiilen/Oberflachen
mit leicht negativem Oberfldchenpotenzial. [234, 235] Letztlich ist Thymin durch die exo-
zyklische Methylgruppe im Vergleich zu den anderen Basen hydrophober, was zusétzlich die
Interaktion mit der PEI-Oberfldche iiber hydrophobe Wechselwirkungen unterstiitzt und ebenso
entropisch begiinstigt ist. Dabei wurde durch die Aneinanderreihung von Thyminen eine regel-
rechte hydrophobe Doméne mit geringerer Repulsion geschaffen. [236, 237] Alle angesprochenen
Besonderheiten verdeutlichen, warum Pyrimidine und dabei speziell Thymin im Bindungsmotiv
der angereicherten Aptamere bevorzugt selektiert wurde, aber auch warum keine Material-
selektivitidt vorhanden war. Die in der betreffenden Bindungsstudie verwendeten Polymere (PEI,
PS und PEVA) wiesen mit einer geringen Benetzbarkeit und einem leicht negativen Nettoober-
flichenpotenzial trotz einer génzlich verschiedenen chemischen Zusammensetzung und demnach
unterschiedlichen Maoglichkeiten filir Interaktionen mit Nukleinsdurebasen, sehr &hnliche
makroskopische Oberflacheneigenschaften auf, welche fiir die entropisch und ionenvermittelte
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initiale Rekrutierung entscheidend waren. (vgl. Abbildung 52 und Anhang 10.2.) Betrachtet man
die chemischen Strukturen der Polymere, so wird deutlich, dass PS beispielsweise nur féhig ist
iiber hydrophobe und m-m-Interaktionen mit den Nukleotidbasen in engen Kontakt zu treten.
Daraus erklért sich auch die quantitativ geringere Aptamerbindung an PS, da hier die ionisch
vermittelten attraktiven Krifte bei der Assoziation der Aptamere iiber groBere Entfernungen
deutlich geringer sind. PEVA hingegen besitzt keine delokalisierten n-Elektronensysteme, kann
jedoch iiber seine Estergruppe sehr gut elektrostatische Interaktionen wie Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen und H-Briicken ausbilden. Beide Beispiele belegen erneut, dass die Interaktion
zwischen Polymeroberfliche und Aptameren durch ein Zusammenspiel verschiedener
physikalischer Kréfte vermittelt werden muss. Aus der Struktur von Modellpolymers PEI wird
ersichtlich, dass es aufgrund seines ausgeprigten aromatischen Charakters sowie der Vielzahl
partiell negativ geladener funktioneller Gruppen fdhig ist, iliber multiple physikalischer
Interaktionsmechanismen mit den Nukleotidbasen in engen Kontakt zu treten. Besonders deutlich
zeigte sich dies durch makroskopische Verinderungen im Benetzungsverhalten sowie der

Zusammensetzung der Oberflichenenergie.

PS PEVA
hydrophobe WW %\}/M’ } hydrophobe WW
x Y
0O 5+
n-Interaktionen J elektrostatische WW
‘ @]
d 6-
n 1’
m-Interaktionen elektrostatische WW

PEI

5-
0 hydrophobe WW i

Abbildung 52. Interaktionsmoglichkeiten der verwendeten Polymere fiir nicht-kovalente WW mit
Nukleinsdurebasen.

Weiteren Aufschluss hinsichtlich der Aptameraffinitit zur PEI-Film Oberfliche gaben die
Bindungsuntersuchungen mit den einzelnen Aptamerkandidaten PEI-1 bis -4. Hierbei zeigte sich,
dass die Einzelaptamere stets eine quantitativ geringere Bindung als die angereicherte Bibliothek
besalen. Ebenso zeigten sich Unterschiede im quantitativen Bindungsverhalten zwischen
schwicher bindenden Kandidaten PEI-1 und -2 sowie den mit hoherer Affinitdt bindenden Apta-
meren PEI-3 und -4, welche durch die angewendeten strukturellen Analysen nicht zu erkliren
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waren. Erst die Kombination mehrerer Aptamerkandidaten in &quimolaren Verhéltnissen liel3
weitere Schlussfolgerungen hinsichtlich der Materialbindung als auch der intermolekularen Inter-
aktionen zwischen den Aptameren zu. Zum einen bestétigte sich, dass die gleichen Strukturen an
der PEI-Film Oberflache die Zielstrukturen der Aptamerkandidaten darstellen. Wére dies nicht der
Fall, hitte es durch die Mischung mehrerer Aptamerfraktionen zu einer Summation der quantitativ
nachgewiesenen DNS Menge an der Polymeroberfliche kommen miissen. Sehr interessant war,
dass die quantitativ nachgewiesene Materialbindung bei einer Mischung aus allen vier Aptamer-
kandidaten, d.h. der vergleichsweise stark und der weniger affinen Fraktionen, genau zwischen der
Affinitdt der einzelnen Fraktionen lag. Dieses Resultat bewies die intermolekulare Interaktion der
einzelnen Sequenzmotive vor der eigentlichen Annéherung an die Polymeroberflidche. Andernfalls
hitte das Bindungsverhalten des d&quimolaren Gemisches aus allen Aptameren mindestens dem der
Mischung aus PEI-3/4 entsprochen, da alle Fraktionen stets in ausreichender Stoffmenge (5 nmol)
fiir eine flaichendeckende Séattigung im Bindungsansatz vorhanden waren. Dieses Ergebnis liefert
somit auch eine mogliche Erklarung fiir den Nachweis groflerer Aptamermengen an der PEI-Film
Oberflache bei Verwendung der angereicherten Bibliothek aus der Selektionsrunde elf. In dieser
waren nachweislich mehr Fraktionen in ihrer Basensequenz leicht unterschiedlicher Polythymin-
motive enthalten, die auf unterschiedlichste Art und Weise mit der Polymeroberflache als auch
untereinander in Interaktion treten und Aggregate formen kdnnen, was die quantitativ hohere
Bindung im Vergleich zu Einzelaptameren erkldren wiirde. Die Neigung der Oligonukleotide zur
Aggregation ergibt sich aus ihrem strukturellen Aufbau und wurde mittels DLS und fluoreszenter
Markierung nachgewiesen. Es stellte sich heraus, dass die geldsten Aptamere in ihrer Grofe
statistisch verteilte Aggregate bildeten, was in einer hohen Polydispersitdt resultierte. Die Anzahl
war, beginnend mit einigen wenigen Aggregaten in der Groenordnung von ~1 um bis hinunter
zur Auflosungsgrenze der verwendeten mikroskopischen Methode invers proportional zur GroBe.
Gegen die Bindung einer Vielzahl grofer Aptameraggregate im pm Bereich an die PEI-Ober-
fliche sprach die unverdnderte Topographie im Nanometerbereich nach der Aptamerbindung.
Schlussfolgernd bedeutet dies fiir die Aptamerbindung bzw. deren Verteilung auf dem polymeren
Substrat, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit keine rein monolagige Verteilung vorlag, sondern
ebenso kleinere Aptameraggregate im nm Bereich unterhalb der lateralen Aufldsungsgrenze der
mikroskopischen Methode die PEI-Oberfldche bedeckten.

Die Bildung von Aptameraggregaten im nm Bereich muss bei der Analyse der XPS und Raman
Ergebnisse ebenso beriicksichtigt werden. Nach der Aptamerbehandlung zeigten sich keine
Verdnderungen in der chemischen Oberfldchenzusammensetzung, obwohl die verwendeten Apta-
mere reich an Phosphor und durch Biotinylierung ebenso an Schwefel waren. Um dies zu erkléren,
muss eine Abschitzung der Aptamerdichte auf dem Substrat vorgenommen werden. Unter der
Annahme einer uniformen und monolagigen Verteilung gebundener DNS Molekiile, welche in
gefaltetem Zustand als Kugeln mit 5 nm Durchmesser [97, 98] in hexagonaler Kreisgitterpackung
(maximale Flachenbelegung) vorliegen und unter Vernachlidssigung der Oberfldchenrauigkeit der
PEI-Filme, wiirde eine Sittigung der verfiigbaren Oberfliche bei ~5 - 10* Aptameren pro cm?
erreicht sein. (vgl. 4.7.2.) Unter diesen Bedingungen und unter Beriicksichtigung der Informa-
tionstiefe von Photoelektronen (~10 nm) bei der XPS wire der Volumenanteil der Aptamere
~30%. Die Sensitivitit der XPS Methode liegt, abhidngig vom betrachteten Element, zwischen 0,1
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- 1 at-%. [164] Die mittels qPCR aus allen durchgefiihrten Bindungstests nachgewiesene Aptamer-
dichte lag fiir PEI mit N = 52.601 + 13.743 um™ (n = 45) weit oberhalb der Nachweisgrenze der
XPS und sollte somit ohne Probleme detektierbar sein. Bringt man jedoch eine Aggregation der
DNS-Molekiile mit in die Betrachtung ein, so fiihrt dies zu dramatischen Veridnderungen im
Verhiltnis von Aptamer bedeckter und freier Polymeroberfliche. Umso grofler der Aggregations-
grad, desto stirker wird das Signal vom Substrat. Hierbei wire die Detektionsgrenze der XPS bei
einer mittleren Aggregatgrofie zwischen 20 - 30 DNS-Molekiilen erreicht. Die Umgebungsbeding-
ungen der XPS unterstiitzen hierbei zusétzlich die Bildung von Aggregaten. Da diese Methode ein
Hochvakuum zwingend erforderlich macht, ist die Bildung von Trockungsartefakten auf den
Proben sehr wahrscheinlich, wobei die Oberflachenbedeckung mit Aptameren zusétzlich verring-
ert wird. Mit der Raman Spektroskopie blieb eine weitere Methode hinsichtlich der Detektion
einer Aptamerbeschichtung auf molekularer Ebene ergebnislos. Dies ldsst sich, wie bei der XPS,
anhand der Spezifikationen der Raman Methode erkldren. Ein wichtiger Aspekt war, dass die
Messungen in wissriger Umgebung durchgefiihrt wurden und somit die Bildung von
Trocknungsartefakten ausgeschlossen werden kann. Fiir die Raman Spektroskopie ist es wichtig
zu wissen, dass der Streuquerschnitt einzelner Molekiile duferst klein ist (~10°° cm?). Demnach
werden verhéltnismaBig hohe Konzentrationen bzw. Laserintensititen benétigt, um ein Signal
detektieren zu konnen. Aus diesem Grund ist die Aufnahme von Spektren einzelner Molekiile in
der Regel nicht moglich. [238, 239] Zusétzlich ist die Informationstiefe des Lasers und damit die
Signalintensitit aus dem Matrixmaterial direkt von der Wellenlédnge des Lasers anhingig. Fiir den
verwendeten 533 nm Laser lag diese zwischen 300 - 700 nm. [167, 168] Unter Beachtung der o.g.
Abschédtzung war der Volumenanteil bindender Liganden unter diesen Bedingungen weit
unterhalb von 1%, was eine Detektion von Molekiilschwingungen der Aptamerbeschichtung
unmoglich machte. Um einzelne Molekiile bzw. diinne Schichten nachweisen zu konnen, wiren
spezifische Raman Anwendungen wie die Oberflichen-verstirkte Raman Spektroskopie (SERS,
engl.: surface-enhanced raman spectroscopy) nédtig. Allerdings bedingen diese Methoden eine
Veranderung der Substratoberflache durch Beschichtung mit Edel- oder Halbedelmetallen (Gold,
Silber etc.), was die Aptamerbindung unvorhersehbar beeinflussen wiirde. [238, 239]

Fiir die nachfolgende Immobilisierung von Endothelzell-bindenden Liganden auf den PEI-Filmen
bedeuteten diese Erkenntnisse, dass es mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht wie anfangs vermutet
eine monolagige Gleichverteilung der cRGD-Peptide iiber die gesamte PEI-Film Oberflache
geben wiirde. Vielmehr wiirde die Zellanbindung an kleineren cRGD Clustern auf dem Substrat
stattfinden. Beziiglich der Verteilung von zellbindenden Liganden wie RGD-Peptiden konnte
bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass sich die rdumliche Mikrostruktur der Liganden in
der GréBenordnung von Nano- bis Mikrometern direkt auf die Stérke der initialen Adhésion von
Endothelzellen auf Polymerfilmen auswirkt. [240-242] Hierbei zeigte sich eine Abhingigkeit der
zelluliren Ausbreitungsfliche (bei Endothelzellen 1 - 6 - 10° um? [210]) sowie der Ausbildung
fokaler Adhédsionen von der Dichte des immobilisierten RGD-Peptids und das sich eine Clusteri-
sierung positiv auf die Endothelzelladhdrenz auswirkt, da auch die korrespondierenden Integrine
an der Zelloberfliche bei der Ausbildung von fokalen Adhésionen groBere Komplexe bilden.
[243] Aus den Charakterisierungen der Aptamerbindung an PEI wird hierbei deutlich, dass sich
nach dem Muster der gebundenen Aptamere zellbindende Cluster aus cRGD-Peptiden in Abstédn-
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den von wenigen Nanometern auf der PEI-Oberfliche formen wiirden. Durch die nicht-kovalente
Verbindung des material- und zellbindenden Liganden mittels Biotin/Streptavidin wiirde zusitz-
lich eine Erh6hung der lokalen Dichte von cRGD erreicht werden. Da Streptavidin auf jeder Seite
iiber zwei Bindungsstellen fiir Biotin verfiigt und die Assoziation jeder Komponente des Aptamer
unterstiitzten Endothelialisierungssystems schrittweise erfolgte, war ein theoretisches Verhéltnis

von eins zu zwei zwischen Material gebundenen Aptameren und cRGD zu erwarten.

7.5. Modellsystem zur Aptamer unterstiitzten Endothelialisierung von PEI-Filmen

Als ersten Schritt fiir die Etablierung des Aptamer unterstiitzten Endothelialisierungssystems
wurde untersucht, inwieweit die Bindungsaffinitét der multivalent bindenden PEI-Liganden unter
Zellkulturbedingungen beeinflusst wird und ob die Aptamerbeschichtung iiber den Zeitraum,
welchen die Zellen fiir eine initiale Adhérenz bendtigen stabil war. (vgl. Anhang 10.5.1.) Fiir den
Aufbau des Systems wurde hierbei nicht eine der einzelnen Aptamerfraktionen PEI-1 bis -4,
sondern die angereicherte Nukleinsdurebibliothek mit den multiplen poly-Thymin Bindungsmoti-
ven ausgewihlt. Der Grund fiir diese Entscheidung war, dass fiir die grundlegende Uberpriifung
der Funktionalitét einer nicht-kovalenten Immobilisierung eines niedermolekularen, zellbindenden
Liganden eine maximale Interaktion zwischen der PEI-Oberflache und den Endothelzellen ermdg-
licht werden sollte. Durch die groBere Menge an PEI gebundenen Aptameren war eine hohere
Interaktion mit Streptavidinen und gleichzeitiger Erh6hung der Anzahl zellbindender Liganden
moglich. Dies vermittelte einen zusitzlich stabilisierenden Effekt auf das gesamte System und
maximierte die Wahrscheinlichkeit einen makroskopischen Effekt auf die Zelladhédrenz

nachzuweisen.

Es zeigte sich, dass die Aptamerbindung unter Standardselektionsbedingungen in Selektionspuffer
bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 20 h stabil war. Innerhalb dieses Zeitraumes gab es
keinerlei Anzeichen fiir eine Degradation der Aptamere. In nachfolgenden Experimenten stellte
sich jedoch heraus, dass die Aptamerbindung an das Substrat unter Zellkulturbedingungen
vergleichsweise schnell verloren ging. Bereits nach kurzer Zeit wurden die Aptamere von bestim-
mten Bestandteilen des Zellkulturmediums von der PEI Oberfliche verdringt und dissoziierten
weitgehend intakt ins iiberstehende Medium. Bei entsprechenden Bindungsstudien stellte sich
heraus, dass nicht das Basalmedium EBM-2, sondern lediglich einzelne und ausnahmslos
proteinogene Zusatzstoffe des Vollmediums EGM-2 einen interferierenden Einfluss auf die
Materialbindung der Aptamere entfalteten. Hierzu zdhlten das hinzugegebene fetale Kélberserum
und der Wachstumsfaktor FGF, welche die Aptamerbindung anndhernd vollstdndig eliminierten
sowie VEGF und IGF, welche einen leichten interferierenden Einfluss besaen. Der Bindungs-
verlust der Aptamere lag dabei mit hoher Wahrscheinlichkeit in einer konzentrationsbedingten
Verdringung durch die zugegebenen Proteine begriindet. Wie zuvor beschrieben, adsorbieren
hydrophobe Oberfldchen Proteine aus biologischen Fluiden. [26, 28] Im EGM-2 Vollmedium
waren Proteine aus dem FBS sowie FGF in weit hoheren Konzentrationen als die anderen pro-
teinogenen Zusitze enthalten. Demgegeniiber stand eine vergleichsweise geringe Menge niedrig-
molekularer Aptamere auf der polymeren Oberflache. Somit fand an der PEI Oberfldche eine mit
dem "Vroman effect" bei der Proteinadsorption vergleichbare Verdringung der gebundenen

Aptamere durch Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten adsorbierter Proteine statt. [96]
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Durch die Eliminierung der interferierenden Komponenten aus dem Vollmedium konnte die Apta-
merbindung auf dem PEI-Film erhalten werden, jedoch waren die HUVEC in diesem ,,Mangel-
medium™ (EBM-2 K1) nicht fahig fiir lingere Zeit zu adhirieren. Demnach verhielten sich das
Aptamer- und das Zellkultursystem kontrér zueinander. In einem System war eine ausgeprégte
und stabile Bindung zwischen Aptamer und polymerer Matrix vorhanden, jedoch zeigten die
Endothelzellen eine stark verminderte Adhirenz und Proliferation im Vergleich zum Vollmedium.
Im anderen System war annihernd keine Aptamerbindung mehr an der Polymeroberfliche nach-
weisbar, jedoch eignete sich dieses sehr viel besser fiir das Wachstum der Zellen. Nichts desto
trotz schlossen diese Erkenntnisse einen sichtbaren makroskopischen Effekt bei der Anwendung
der Aptamer unterstiitzten Endothelialisierung nicht vollends aus, da selbst im Vollmedium eine
im Vergleich zur Ausgangsbibliothek bedeutend groflere Menge an Aptameren auf der PEI-Ober-
fliche nachgewiesen werden konnte. Daher wurde entschieden, sowohl das Standard Zellkultur-
system (EGM-2 Vollmedium) als auch das EBM-2 K1 System mit nachweislich stabiler
Aptamerbindung am Polymer in nachfolgenden in vitro Untersuchungen hinsichtlich einer
verbesserten initialen Adhdrenz der Endothelzellen durch nicht-kovalente Immobilisierung von

cRGD im Vergleich zum unbehandelten PEI-Film zu untersuchen.

Der Aufbau des Aptamer basierten Endothelialisierungssystems bestehend aus {iber
Biotin/Streptavidin Interaktionen nicht-kovalent gekoppelten PEI-Film bindenden Aptameren und
einem zyklischen RGD-Peptid (als zellbindende Komponente) wurde Schicht fiir Schicht aufein-
ander aufbauend auf das Polymer aufgetragen und dabei jeder einzelne Arbeitsschritt validiert.
RGD als im EZM-Matrixprotein Fibronectin enthaltenes Adhésionspeptid bindet im nativen
Umfeld Integrine auf der Zelloberfldche. In der Vergangenheit konnte mehrfach gezeigt werden,
dass dieses Peptidmotiv das Wachstum einer Vielzahl adhirenter Zelltypen wie zum Beispiel
Fibroblasten, Osteoblasten und Endothelzellen unterstiitzt. [244] Hierbei wird auf der artifiziellen
Oberflache das natiirliche Umfeld der Zellen durch Imitierung der EZM nachgeahmt. Die Bindung
an Integrine aktiviert dabei eine Vielzahl intrazelluldrer Signalwege, welche unter anderem die
Adhaésion, Migration und Proliferation beeinflussen. [64, 245] Die Entscheidung fiir die zyklische
Variante des RGD-Peptids lag in der hoheren Stabilitit dieser Peptidform im Vergleich zur
linearen Form begriindet. [246] Dariiber hinaus besitzen Endothelzellen eine groBere Affinitdt zur
zyklischen Variante des Peptids, welche vermutlich durch eine nativere Konformation hervor-
gerufen wird. [64] In verschiedenen Studien wurde jedoch auch gezeigt, dass RGD-Peptide einen
Effekt auf die Aktivitdt von Thrombozyten entfalten. Die Meinungen dariiber sind jedoch kontrér.
Auf der einen Seite wurde eine erhohte Anlagerung von Thrombozyten an RGD-funktionalisierte
Polymeroberflichen nachgewiesen, was in vivo zu einer Thrombose am Implantat fiihren kann.
[64] Diese Reaktion erscheint logisch, da die Exposition von RGD als Bestandteil der EZM mit
einer Lision der Endothelzellschicht zu vergleichen ist, welche eine natiirliche Koagulations-
reaktion der Thrombozyten induziert. Auf der anderen Seite wirken einige zyklische RGD-Peptide
als selektive Antagonisten des Thrombozytenintegrins oybfl; und inhibieren die Pléttchen vermit-
telte Thrombusformierung. [245] Fiir die in vitro Validierung der Funktionalitit der Aptamer-
RGD-basierten Beschichtung war dies jedoch nicht von entscheidender Bedeutung. Des Weiteren

bestand dank des modularen Aufbaus jederzeit die Moglichkeit, eine bindende Komponente gegen
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eine andere auszutauschen. Dies galt sowohl fiir den zellbindenden als auch fiir den material-

bindenden Liganden.

Im ersten Schritt zeigte sich, dass eine Modifizierung der Aptamere mit Biotin am 5°‘-Terminus
keine Auswirkungen auf die Bindungsaffinitit an die PEI-Film Oberfliche hatte. Bei der Uber-
priifung, ob das Biotin an den Aptameren fiir Streptavidin zugénglich war, stellte sich erneut
heraus, wie leicht die Aptamerbeschichtung von der polymeren Oberfliche verdringt werden
kann. Das erste getestete Streptavidin enthielt BSA (1 wt-%) in seinem Puffersystem, was dazu
fiihrte, dass die Aptamerbindung bei Verwendung dquimolarer Mengen des Streptavidins im
Vergleich zu den Aptameren fiir die Beschichtung anndhernd komplett verdridngt wurde. Dieser
inhibierende Effekt war direkt von der Konzentration der zugegebenen Streptavidinlosung
abhingig. Den analytischen Beweis, dass nicht Streptavidin selbst durch unspezifische Adsorption
an eine inhibierende Wirkung auf die Aptamere entfaltet, lieferte die Verwendung des gleichen
Proteins, wobei das Streptavidin in reiner Form in einem PBS - Puffer ohne Zusétze vorlag. Mit
diesem reinen Streptavidin wurde mittels Phycoerythrin (PE) Fluoreszenzmarkierung der visuelle
Nachweis erbracht, dass das Biotin der bereits an den PEI-Film gebundenen Aptamere zugédnglich
war. Ebenso wurde bewiesen, dass Streptavidin nach der Immobilisierung von Aptameren nicht
bzw. nur zu einem sehr geringen Maf} unspezifisch an die PEI-Oberfldche adsorbiert, da ansonsten
ebenfalls die Aptamerbeschichtung von der Matrix verdringt worden wire.

Im letzten Schritt beim Aufbau und Nachweis der Funktionalitit des Endothelialisierungssystems
musste unter Beweis gestellt werden, dass das bereits gebundene Streptavidin fahig war, weitere
biotinylierte Molekiile wie den zellbindenden RGD-Liganden zu binden. Ein direkter Nachweis
des biotinylierten cRGD-Peptids war nicht moglich, da fiir dieses Peptid kein Epitop basiertes
Reportersystem existiert und ein quantitativer Proteinnachweis sowie analytische Methoden wie
XPS, Raman Spektroskopie und Tropfenkonturanalyse aus bereits genannten Griinden bei Weitem
nicht sensibel genug waren, um wenige pmol des Peptides an der Polymeroberfldche vor dem
Hintergrund einer bereits erfolgten Streptavidinbindung zu detektieren. Somit wurde die Zugéng-
lichkeit des an der PEI-Oberflidche gebundenen Streptavidins auf einem indirekten Weg durch eine
doppelstringige DNS-Sonde nachgewiesen, welche sowohl eine 5'-Biotin- als auch eine 5'-
AlexaFlour647-Modifizierung am Gegenstrang trug. Mit dieser doppelt modifizierten Sonde
konnte die Zugénglichkeit des gebundenen Streptavidins fiir das biotinylierte cRGD-Peptid nach-
gewiesen werden. Ebenso zeigte sich beim unbehandelten und dem mit der Startbibliothek inku-
bierten PEI-Film, in Kombination mit Streptavidin ein im Vergleich zum reinen Polymer leicht
erhohtes Fluoreszenzsignal der dsDNS-Sonde. Es ist somit anzunehmen, dass an dieser Stelle
sowohl Streptavidin als auch die Sonde selbst zu einem geringen Teil unspezifisch an die
polymere Oberflache adsorbiert haben. Demgegeniiber war das detektierte Fluoreszenzsignal der
Sonde auf PEI-Filmen nach der Aptamerbindung und Zugabe von SAv deutlich stirker. Wurde
das Streptavidin nicht mit hinzugegeben, so war auch kein verstirktes Signal der zweiten biotiny-

lierten Komponente detektierbar.

Zur Validierung der Funktionalitit des Aptamer unterstiitzten Endothelialisierungssystems nach
der nicht-kovalenten Immobilisierung eines zellbindenden Liganden wurden die HUVEC zunéchst

im statischen Wachstum in beiden o.g. Zellkultursystemen auf nativem und Aptamer-cRGD
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funktionalisiertem PEI-Film im Vergleich zu TCP als Referenz angesiedelt. Hierbei wurde die
Analyse bewusst nach einer verhéltnismifBig kurzen Inkubationszeit von acht Stunden durchge-
fiilhrt, da das Augenmerk auf einer Verbesserung der initialen Adhédrenz der Zellen lag. Diese
kurze Wachstumszeit stellte jedoch kein Problem dar, da Endothelzellen in vitro bereits innerhalb
weniger Stunden adhérent sind. Dies gilt besonders in Verbindung mit einer RGD-Beschichtung
der polymeren Oberfliche. [247] Unter statischen Wachstumsbedingungen wurde durch das
Aptamer-cRGD System die initiale Adhdrenz der HUVEC in beiden untersuchten Zellkultursys-
temen im Vergleich zum unbehandelten PEI-Film signifikant verbessert. Dies duf8erte sich sowohl
in der Anzahl ausgebreiteter Zellen als auch der Gesamtanzahl adhérenter Zellen auf PEI. Bei der
Verwendung von EGM-2 Vollmedium war diese nicht so stark ausgepriagt wie im EBM-2 K1
Zellkultursystem. Diese Beobachtung geht damit konform, dass die Aptamerbeschichtung im
Vollmedium nachweislich weniger stabil war und somit nur ein Bruchteil der unterstiitzenden
Ligandenbeschichtung auf PEI fiir die Interaktion zur Verfiigung stand. Der Umstand, dass die
Endothelzellen im EBM-2 K1 gegeniiber dem EGM-2 Zellkultursystem ein erheblich verbessertes
Adhérenzverhalten zeigten, beweist an dieser Stelle die Funktionalitdt der Aptamer-cRGD
Beschichtung und das nicht moglicherweise unspezifisch an das hydrophobe Polymer adsorbiertes
Streptavidin bzw. cRGD dafiir verantwortlich war. In diesem Fall wére in beiden Mediumkompo-

sitionen ein vergleichbares Zellverhalten beobachtet worden.

Nach dem Nachweis einer signifikant verbesserten initialen Endothelzelladhédrenz unter statischen
in vitro Bedingungen wurde nachfolgend der Frage der initialen Scherresistenz der Endothelzellen
nachgegangen. Hierbei zeigte sich erneut, dass die HUVEC im EBM-2 K1 Kultursystem nicht
fahig waren, in der kurzen Aussaatzeit einen weitgehend geschlossenen Zelllayer zu formen.
Dennoch waren die Zelldichten vor dem Anlegen von Scherkriften auf allen getesteten Proben mit
denen des statischen Systems vergleichbar. Morphologisch bildeten die adhdrenten Zellen auf dem
Aptamer-cRGD funktionalisierten PEI-Film sowie auf dem Referenzmaterial Zellcluster und
zeigten eine ausgeprigte Spindelform. Dieses Erscheinungsbild der HUVEC unterstrich erneut,
wie sich das EBM-2 K1 Zellkultursystem durch das Fehlen von Serum sowie bestimmter
Wachstumsfaktoren nachteilig auf die Zellen auswirkte. Genau aus diesem Grund war das
angepasste Zellkultursystem gut geeignet, um den durch das Aptamer-cRGD System vermittelten
positiven Effekt auf die initiale Adhédrenz der Zellen im Vergleich zu unbehandeltem PEI-Film
makroskopisch sichtbar zu machen. Wéhrend auf dem unbehandelten PEI-Film lediglich
vereinzelt ausgebreitete Endothelzellen zu erkennen waren, adhirierten auf dem funktionalisierten
PEI etwa dreimal so viele HUVEC. Auch nach der zweistiindigen Inkubation des Zelllayers unter
laminarer Stromung verblieb auf dem Aptamer-cRGD funktionalisierten Polymer eine etwa
dreifach hohere Zellzahl, welche mit der auf der Referenz vergleichbar war. Eine vollstindige
Scherresistenz der adhirenten Zellen konnte jedoch auch durch die Funktionalisierung nicht
erreicht werden und es wurden unabhingig vom Material etwa ein Viertel der Zellen abgeldst.
Dieses Ergebnis war nach der kurzen Aussaatzeit zu erwarten, da die initiale Adhésion der
Endothelzellen auf der PEI Oberfliche nach wie vor von der natiirlichen Interaktion der
membranstdndigen Integrine mit dem RGD-Liganden abhédngig war. Fiir eine weitergehende
Stabilisierung durch Sezernierung und Einbettung in ihre eigene EZM bendtigen die HUVEC
mehr Zeit. Dariiber hinaus bot die spindelformige Morphologie der Zellen im EBM-2 K1 Kultur-
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system und die Ausbildung groBerer langgezogener Zellcluster eine bessere Angriffsfliche fiir die
Scherkrifte, als es bei flach ausgebreiteten Endothelzellen mit dem typischen Muster eines

Kopfsteinpflasters der Fall gewesen wire.

SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Bezug nehmend auf das zu Beginn definierte erste Ziel der Dissertation, der Etablierung eines fiir
polymere Festkorperoberflachen geeigneten in vitro Selektionsverfahrens und dem Screening nach
PEI bindenden Liganden, konnten mit der angewendeten Nukleinséure-basierten Selektions-
strategie DNS-Aptamere isoliert werden, welche eine deutlich erhohte Affinitdt zur polymeren
Oberfliche aufwiesen. Die Bindung dieser isolierten DNS-Liganden war im Vergleich zur
unselektierten Ausgangsbibliothek deutlich erhdht, was auf eine durch die SELEX bedingte
verbesserte und iiber optimierte, multivalente Interaktionen vermittelte Bindung an die Oberflache
des Modellpolymers PEI hindeutet.

Die als zweites Ziel dieser Dissertation definierte Charakterisierung der Aptamerbindung
hinsichtlich der Ligandenverteilung, -dichte und Stabilitit der Beschichtung auf der PEI-
Oberflédche, als auch die weitergehende Analyse der isolierten Bindungsmotive in Korrelation mit
den Grenzflicheneigenschaften des PEI, zeigten eine ausgeprigte Interaktion der selektierten
Aptamere mit der Polymeroberfliche. Mit ihnen konnte eine bis in den nm-Bereich
flichendeckende Beschichtung des polymeren Substrates erreicht werden, welches als Basis fiir
die weitere nicht-kovalente Immobilisierung zellbindender Liganden eingesetzt werden kann. Das
Screening der kombinatorischen Oligonukleotidbibliothek gegen PEI resultierte in der Isolierung
eines primir durch die Nukleotidbase Thymin dominierten Bindungsmotives, welches jedoch
entgegen den Erwartungen kein materialselektives Bindungsverhalten zeigte, sondern unabhéngig
von der Oberflichenchemie ebenso eine Affinitét fiir andere polymere Oberflachen mit &hnlichen
makroskopischen Benetzungs- und Ladungseigenschaften aufwies. Eine prizise Betrachtung der
molekularen Eigenschaften der angereicherten Aptamere offenbarte, dass Thymin bzw. ein auf
dieser Nukleotidbase basierendes Bindungsmotiv bei der Interaktion mit der polymeren
Oberfliche bevorzugt war. Die Griinde hierfiir liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit in der
chemischen Struktur und einer damit im Vergleich zu anderen Nukleotidbasen geringeren
elektrostatischen Repulsion durch das m-Elektronensystem sowie einer durch den hydrophoben
Charakter von Thymin maximierten Entropie. Diese strukturellen Eigenschaften befdhigten
Aptamere mit einer durch Thymin dominierten Sequenz dazu, in engen Kontakt mit einer wenig
benetzbaren und durch ein leicht negatives Potenzial gekennzeichneten Polymeroberfliche zu
treten. Erst in unmittelbarer Ndhe zum Polymer konnten iiber kurzreichweitige physikalische WW
multivalente Interaktionen zwischen den Nukleotidbasen der Aptamere und den chemischen
Strukturelementen der Polymeroberfliche eingegangen werden, welche fiir eine hohe Affinitdt und
Selektivitdt des Liganden essentiell sind. In nachfolgenden in vitro Bindungsstudien zeigte sich
ebenso, dass die Aptamerbindung hochgradig von divalenten Kationen abhidngig und unter dem

Einfluss bestimmter proteinogener Bestandteile im umgebenden Medium instabil war.

In der als drittes Ziel der Dissertation definierten in vitro Machbarkeitstudie konnte mit Hilfe der

polymerbindenden Aptamere ein zellbindender Ligand (cRGD) iiber nicht-kovalente Interaktionen
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auf PEI immobilisiert und die initiale Adhérenz und Scherresistenz von Endothelzellen im
Vergleich zum unbehandelten Polymer signifikant verbessert werden. Jedoch war die Aptamer
gestiitzte Immobilisierung von cRGD bestimmten Limitationen hinsichtlich der umgebenden
Bedingungen unterworfen. So musste das Zellkultursystem von stdrenden proteinogenen
Einfliisssen wie bovinem Serum und bestimmten Wachstumsfaktoren befreit werden, was nach
etwa einem Tag zum Adhérenzverlust der Endothelzellen fiihrte. Diese Anpassungen im in vitro
Modell verhindern maB3geblich die Nutzbarkeit der polymerbindenden Aptamere fiir eine in vivo
Anwendung. Dennoch wire der in vitro Einsatz der Aptamer-cRGD Beschichtung in der
vorgestellten Form fiir eine Verbesserung der initialen Adhdrenz von Endothelzellen auf PEI-
Filmen fiir die ersten Stunden nach der Aussaat sinnvoll. Nach der Ausnutzung dieses positiven
Effektes wiirde der Wechsel auf das Vollmedium erfolgen und somit durch die im Vergleich zum
unbehandelten Polymer erhohte Zelldichte die schnellere Ausbildung eines geschlossenen und

funktionellen Endothelzelllayers moglich sein.

Als finale Schlussfolgerung konnte im Rahmen der hier vorgestellten Dissertation gezeigt werden,
dass eine Anreicherung und Isolierung multivalent an polymere Oberfldchen bindender Liganden
mittels nukleinsdurebasierter in vitro Selektionsverfahren moglich ist. Hierbei wurden durch das
verwendete Screeningverfahren Liganden generiert, welche anders als bisherige Strategien zur
nicht-kovalenten Immobilisierung niedermolekularer zellbindender Liganden, unterschiedliche
physikalische Interaktionsmdglichkeiten auszunutzen. Bewiesen wurde dies durch die
Anreicherung der gleichen bindenden Aptamere gegen polymere Oberfldchen, welche aufgrund
ihrer chemischen Zusammensetzung unterschiedliche WW mit den Nukleinsdurebasen eingehen
konnen. Trotz der fehlenden Materialselektivitdt der generierten DNS-Aptamere konnte mittels
einer auf ihnen basierenden Beschichtung eine bis in den nm-Bereich flichendeckende
Modizifierung polymerer Oberflédchen erreicht werden. Fiir die Generierung materialselektiver und
unter in vivo Bedingungen stabil bindender Aptamere ist jedoch ein besseres Verstindnis der
treibenden Krifte fiir deren initiale Rekrutierung an polymere Oberflichen sowie der
intermolekularen Interaktionen vor dem eigentlichen Materialkontakt nétig bzw. wird das Wissen
benotigt auf welchem Weg diese manipuliert werden konnen, um die Oberflaichenchemie des
Substrates als selektionstreibende Eigenschaft beim Screening mehr in den Vordergrund zu

riicken.
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10.ANHANG

10.1. Gaschromatographie (Headspace-GC)

Da sich verbliebenes Losungsmittel (DCM), welches in spéteren Zellversuchen ins Kulturmedium
evaporieren konnte, negativ auf die Zellen auswirken wiirde, wurde die mogliche Freisetzung
verbliebenden Losungsmittels aus den PEI-Filmen mittels Headspace-GC untersucht. Diese
analytische Methode lieferte ein quantitatives Ergebnis iiber die unter Zellkulturbedingungen aus
PEI-Filmen freigesetzte Losungsmittelmenge. Die in der Inkubationszeit von 96 h aus dem
Material (~150 cm?) freigesetzte Menge an Losungsmittel betrug fiir die gesamte Probe 3,55 ppm.

10.2. Dateniibersicht der Grenzflichencharakterisierung von PEI, PS und PEVA-

Filmen

Die mittels einer taktilen Methode (AFM) bestimmte Rauigkeit von PEI und PS wies bei diesen
Materialien auf eine vergleichbar glatte Oberfldche hin. (Tabelle 12) Ry von PEI lag im Bereich
von wenigen Nanometern und es wurden keine grofleren rauigkeitsbestimmenden Elemente bei
VergrofBerung des Messareals ermittelt. (PEIL: Ry(s um-scan) = 2,8 £ 2,5 nm bis Ry(s0 um-scan) = 4,5 £ 4,7
nm) Dennoch wurden in einigen Messungen sternformige Kavitdten auf PEI detektiert, deren
Auswirkungen auf die Oberflichenrauigkeit bereits im Ergebnis- und Diskussionsteil dieser Arbeit
ausfiihrlich betrachtet wurden. Ebenso zeigten sich grofe Unterschied bei der Rauigkeitsbestim-
mung zwischen der taktilen und der optischen Methode. Auch dies wurde bereits an anderer Stelle
diskutiert. Die Untersuchung der Polystyrolfilme ergab fiir die Scans mit 50 pm Kantenlidnge
(Rqs0 pmescany = 12,0 £ 1,9 nm) eine signifikant groBere Oberflichenrauigkeit im Vergleich zu
kleineren Scanarealen. (PS: Ry um-scan) = 6,5 + 3,5 nm und Ris ym-scany = 6,6 £ 2,3 nm) Demnach
kann durch die Messung bis zu einer ScangroBe von 50 pm Kantenldnge eine Erfassung aller
rauigkeitsbestimmenden Elemente nicht garantiert werden. Dennoch zeigten die profilometrischen
Untersuchungen fiir PS bei vergleichbarer Messflache von (50 x 50) pm? eine Rauigkeit im
Bereich von Ry = 30 + 10 nm, welche sich bei groBBeren Scanarealen von bis zu (4 x 0,25) mm? nur
geringfiigig verdnderte. Als einziges der drei verwendeten Polymere zeigte die PEVA eine
verhdltnisméBig unregelméfBige Oberfliche mit einer im Vergleich zu den anderen Materialien
etwa 10-fach erhohten Rauigkeit. Ebenso ging eine VergroBerung der Scanfliche mit einem
signifikanten Anstieg der Rauigkeit einher. (PEVA: R, von 29,7 + 12,8 nm, 80,1 + 20,7 nm und
122,8 + 26,9 nm, jeweils fiir Scanareale von 5, 15 und 50 um Kantenlédnge) Dieses Ergebnis
wurde von den profilometrischen Messungen bestitigt. Die ermittelte Rauigkeit unterschied sich
bei vergleichbarer Scanfliche nicht zwischen den beiden verwendeten Methoden. Die weitere
VergroBerung der Messflache brachte erneut eine erhohte Rauigkeit der PEVA-Filme mit sich.
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Tabelle 12. Topographie verwendeter polymerer Biomaterialien vergleichend bestimmt mittels AFM
und optischer Profilometrie. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; AFM: “*"" p zum

sk

jeweils kleineren Scanareal, *p < 0,05, **p < 0,005, p < 0,0001, n = 6; Profilometrie: n(soxso ymy = 9;

N4 x 0,25mm) = 3)

AFM optische Profilometrie
mittlere Scan Kantenlinge [pm] mittlere Scanfliche
Rauigkeit ge In Rauigkeit
[nm] 5 15 50 [m] (50 x 50) pnm? (4 x 0,25) mm?
R, 20+2,0 2,7+3,0 29+3,0 R, 2,93 + 0,80 6,28 = 1,79
PEI
R, 28+25 39+44 44+ 47 R, 5,72 £ 0,66 9,14 £ 1,69
R, 49+29 47+£15  80+13" R, 0,02 + 0,01 0,03 0,01
PS
R, 65+35 6623 120419 R, 0,03 + 0,01 0,06 + 0,03
R, 2,1+£97  600+172" 919+239 R, 0,05+ 0,02 0,11 + 0,06
PEVA
R, 2974128 80,1 £20,7 12284269 R, 0,08 + 0,03 028 + 0,30

Fiir die Verifizierung der chemischen Oberflaichenkomposition wurden die verwendeten Polymere
mittels XPS und Raman Spektroskopie analysiert. Wie bereits beschrieben entsprach die Zusam-
mensetzung der PEI-Oberflache hinsichtlich C, N und O den Erwartungen aus der chemischen
Struktur und der Literatur. [200] (Tabelle 13)

Tabelle 13. Mittels XPS analysierte atomare Oberflichenzusammensetzung verwendeter polymerer
Biomaterialien. (Arithmetrischer Mittelwert &+ Standardabweichung; n = 6)

Chemische Zusammensetzung [at-%)]

C N o S P Si N/C o/C
PEI  83+0,1 36+01 128+0,1l 0 0 0301 | 00430001 0,154 + 0,002
PS 857420 05+0,1 102+14 0,7+02 0 19402 | 0,005+0001 0,119+ 0018
PEVA 858+ 17 0 126+13 0 0 17+04 0 0,147 + 0,018

Ebenso zeigten die Raman spektroskopischen Untersuchungen keine, fiir intaktes PEI,
unspezifischen Molekiilschwingungen. (Abbildung 53) Die Durchfithrung von Messungen an
verschiedenen Messpunkten auf dem Polymerfilm wies beim PEI, als auch bei den beiden anderen
Polymeren auf eine chemisch homogene Oberfléche hin. Die Analyse der PS Oberflache hingegen
ergab teilweise kontrire Ergebnisse hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung. Die atomare
Analyse mittels XPS wies auf das Vorhandensein groBerer Mengen an Sauerstoff sowie leichten
Kontaminationen von Stickstoff, Schwefel und Silizium hin. Der nachgewiesene Sauerstoff kann
hierbei auf eine (nicht uniibliche) partielle Oxidation der PS Oberfliche zuriickgefiihrt werden. In
den korrespondierenden Raman Spektren konnten keine charakteristischen Schwingungen fiir

Molekiile mit den zuvor genannten Elementen nachgewiesen werden. (Abbildung 55 und Tabelle
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15) Der Grund hierfiir lag mit hoher Wahrscheinlichkeit in der groferen Informationstiefe des
Lasers bei der Raman Analyse begriindet, wodurch ein vergleichsweise starkeres Signal aus dem
Inneren des Polymers erhalten wurde. Bei einer stirkeren Oxidation von Polystyrol wire
beispielsweise die C=0 Valenzschwingung zwischen 1.800 - 1.580 cm™ detektierbar gewesen.
[248] Die chemische Zusammensetzung der verwendeten PEVA-Filme entsprach, wie bei den
PEI-Filmen den Erwartungen aus der chemischen Struktur. Die einzige Auffilligkeit war eine
geringe Verunreinigung mit Silizium, wie sie ebenfalls bereits bei den PS-Filmen detektiert
wurde. Die aufgenommenen Raman Spektren an verschiedenen Orten des Polymerfilms bewiesen
erneut die chemisch homogene Oberflache mit den fiir PEVA typischen Molekiilschwingungen.
(vgl. Abbildung 54 und Tabelle 14)

Tabelle 14. Zuordnung der Schwingungen aus den Raman Spektren der PEVA-Filme. (vgl. Abbildung
54)

[Ic)f:_ll(] Schwingung

2.935  asymmetrische CH,-Valenzschwingung (v,sCH,) 2925+ 10 cm’

2.882  symmetrische CH;-Valenzschwingung (v{CH;) 2.870 £ 10 cm’

2.849  symmetrische CH,-Valenzschwingung (v,;CH,) 2.850+ 10 cm’”

1.737  CO-Valenzschwingung von Alkylestern (vCO) 1.750 cm™ bis 1.730 cm™
1.440  CH; - Deformationsschwingung (8,,CHs) 1.480 cm™ - 1.350 cm’™
1.296  aliphatische CC - Valenzschwingung (vCC) 1.300 cm™ - 600 cm™

} éég asymmetrische Valenzschwingung der C-O-C - Gruppe (v,,COC)  1.150 cm™ - 1.060 cm

Tabelle 15. Zuordnung der Schwingungen aus den Raman Spektren der PS-Filme. (vgl. Abbildung 55)

Peak

[em] Schwingung
3.059 . . 4
3.001 aromatische C-H-Valenzschwingung (vCH) 3.200 - 3.000 cm
2978 yalenzschwingungen gesittigter aliphatischer Gruppen
2.908 alenzschwingungen gesittigter aliphatischer Gruppe 3.000 - 2.800 cm’!
52850 (vs & v,sCH,/CH3)

141 - B
}gg‘;’ aromatische Ringschwingungen (vCC) 11'620 om’ bis 1.400 cm
1.451  asymmetrische Deformationsschwingung fiir Alkane (6,,CH,) 1.460 + 10 cm’’
1.330  Valenzschwingungen des aliphatischen C-C - Gertistes (vCC) 1.300 cm™ - 600 cm”’

starke charakteristische Bande fiir mono-, meta- und 1,3,5- 1

1.002 ~1.000 cm

trisubstituierte Aromaten
758  aromatische C-H Deformationsschwingung (out of plane) (3CH) 900 cm™' bis 670 cm’!

Die Behandlung der Polymeroberflichen mit Selektionspuffer als auch mit den angereicherten
Aptameren aus der in vitro Selektion bewirkten keine mit diesen physikalisch-chemischen
Analysemethoden detektierbaren Verdnderungen in der chemischen Oberflichenkomposition. Die
atomaren Anteile von Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff waren konsistent und es wurden
keine nennenswerten Spuren von Elementen wie Schwefel aus dem Biotin oder Phosphor aus dem
DNS Riickgrat detektiert. Ebenso traten im Rahmen der Raman Spektroskopie keine neuen
Molekiilschwingungen in Erscheinung, welche auf die Anwesenheit von DNS hindeuten wiirden.
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Im direkten Vergleich wiesen alle verwendeten Polymerfilme hinsichtlich ihrer Benetzungseigen-
schaften eine vergleichbare hydrophobe und homogene Oberfliache auf. (Tabelle 16) Der voran-
schreitende und zuriickziehende Kontaktwinkel unbehandelter PEI-Filme war mit ©,4, = 87,2 +
1,4 °und O, = 70,5 £ 2,6 ° nur geringfligig niedriger, als bei den beiden anderen Polymeren. (PS:
Oy =94,6 £ 1,3 °, O = 80,4 £ 1,4 ° und PEVA: Oy, = 91,4 £ 1,4 °, O = 72,6 £ 1,9 °) Ebenso
unterschied sich die resultierende Hysterese nicht. Bei der aus Kontaktwinkelmessungen in
verschiedenen Losungsmittelsystemen ermittelten Oberflichenenergie y der PS- und PEVA-Filme
konnte mit yps = 54,5 + 3,6 mN-mund Yreva = 54,4 £ 4,0 mN-m” kein Unterschied ermittelt
werden. Demgegeniiber wies PEI mit 43,4 + 10,8 mN-m™ eine geringere Grenzflichenenergie,
jedoch auch eine starker ausgeprdgte Standardabweichung auf. Dennoch variierte die
Zusammensetzung von 7y mafigeblich zwischen den drei Materialien. Bei PS wurde die
Oberflachenenergie fast ausschlieBlich durch dispersive Elemente vermittelt. Der durch polare
Elemente vermittelte Anteil an y war mit YPpgya = 4,0 £ 1,7 mN-m”' bei PEVA mehr als verdoppelt
und bei PEI mit y’pg; = 9,2 + 3,2 mN-m” im Vergleich zu PEVA nochmals um mehr als den Faktor

zwel erhoht.

Tabelle 16. Bestimmung der Kontaktwinkel, Oberfliichenenergie sowie des Stromungspotenzials der
in der in vitro Selektion verwendeten polymeren Biomaterialien. (Arithmetrischer Mittelwert =+
Standardabweichung; Kontaktwinkel: n = 20)

Kontaktwinkel [°] Oberflichenenergie [mN/m] Stromungs potential
IR e o TR e
[pH]
4y 872+14 1424+ 6,0 06+02 494+43 500+41 -95 29
PEI Orec 70,5+ 2,6 99,6+73 92+32 342+14,0 434+108
Hyst 16,7+23 428+73
O.ay 946+13  1595+54 0 473+22 473+22 -59 2,7
PS Orec 804+ 14 1334+42 14+04 53,1+40 545+36
Hyst 141+18 26,1 £59
O.ay 914+ 14  1642+46 0 545+22 545+22 -51 30
PEVA Orec 72,619 118,0 £ 6,1 40+1,7 504+57 544+40
Hyst 188+1,7 46,2 + 6,7

Die Verdnderung der Oberflichenladung bei verschiedenen pH-Werten wurde ebenfalls mittels
Stromungspotenzialmessungen flir alle Materialien in nativem Zustand untersucht. Die Daten
zeigten fiir alle Polymeroberfldchen eine Verringerung von { bei steigendem pH. Gleichermalen
war kein Plateau erkennbar und { war stets < 0 fiir alle getesteten pH-Werte. Bei physiologischem
pH 7,4 wies das Zetapotenzial bei allen Polymerfilmen eine negative Nettoladung auf
(Cpeva = -51 mV, {ps = -59 mV und Cpg; = -95 mV), welche bei PEI nahezu um den Faktor zwei
starker ausgeprégt war.
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Abbildung 53. Vergleichende ﬁberlagerung der Raman Spektren von PEI-Filmen in Wasser, Selektionspuffer und mit Aptamerbeschichtung. (Spektren der
verschiedenen Bedingungen erhalten durch Mittelung aus bis zu 27 Einzelspektren des Raman Mappings)
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Abbildung 54. Vergleichende Uberlagerung der Raman Spektren von PEVA-Filmen in Wasser, Selektionspuffer und mit Aptamerbeschichtung. (Spektren der
verschiedenen Bedingungen erhalten durch Mittelung aus bis zu 27 Einzelspektren des Raman Mappings)
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Abbildung 55. Vergleichende Uberlagerung der Raman Spektren von PS-Filmen in Wasser und Selektionspuffer. (Spektren der verschiedenen Bedingungen

erhalten durch Mittelung aus bis zu 27 Einzelspektren des Raman Mappings)
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10.3. PCR-Optimierung fiir die in vitro Selektion gegen PEI-Filme
10.3.1. Amplifizierbarkeit der Oligonukleotidbibliothek

Im ersten Schritt der PCR-Optimierung wurde die generelle Amplifizierbarkeit der generierten
ssDNS-Bibliothek unter Standard PCR-Bedingungen iiberpriift. (Abbildung 56 & 57) Die Menge
an Template im PCR-Ansatz wurde hierbei entsprechend einer fiir spétere Selektionsrunden ange-
nommenen minimalen Ausbeute von schitzungsweise 2 pmol (1% Bindung an das Polymer) von
initialen 200 pmol der Bibliothek gewéhlt. Fiir die Bestimmung des besten Verhiltnisses zwischen
Spezifitit und Ausbeute wurde ebenfalls eine Zyklenoptimierung als essentieller Schritt der PCR-
Amplifikation eingefiihrt. Dabei wurden einzelne PCR-Ansétze nach 10, 12, 14 und 16 Zyklen aus
dem Cycler entnommen, der finalen Templateverlingerung (5 min, 72 °C) zugefiihrt und
anschlieBend bis zur elektrophoretischen Auftrennung bei 4 °C aufbewahrt.

PCR - Komponenten PCR - Programm

ThermoPol Puffer (10x) 1x 94 °C 5 min

MgCI2 1,5 mM 94 °C 30s

dNTPs 0,2 mM 60 °C 30s ;O’kﬁ’l 14,16
Primer 3,0 uM 72°C 45 Y

Taq - Polymerase (5 U/ul) 1,5/50 ul 72 °C 5 min

DNS - Template variabel

Abbildung 56. Standard PCR-Bedingungen fiir die initialen Amplifikationsexperimente mit der ssDNS-
Bibliothek fiir die in vitro Selektion gegen PEI-Film Oberfléchen.

Das Ergebnis dieser ersten PCR zeigte auf dem Agarosegel eine
starke Bande knapp unterhalb der 100 bp Bande des Lingen-
standards. Die kombinatorische ssDNS-Bibliothek war amplifi-
zierbar, wobei das beste Verhiltnis zwischen Spezifitit und
Ausbeute unter den gewahlten PCR-Bedingungen nach 10 Zyklen
zu erkennen war. (Abbildung 57) Bei einer Durchfiihrung der
PCR iiber mehr Zyklen wurde die Amplifikation zusehends
unspezifischer und die gebildeten Produkte verschoben sich mehr
hin zu groBeren Amplifikaten.

Abbildung 57. Nachweis der Amplifizierbarkeit der Bibliothek mit
spezifischem Amplifikat bei ~100 bp nach 10 Zyklen. (M = Léngen-
standard; NK = Negativkontrolle)

10.3.2. Amplifizierung abhingig von der Templatemenge

Im zweiten Schritt der PCR-Optimierung wurde untersucht, inwieweit sich unterschiedliche
Mengen an Template auf die Amplifikation auswirken. Da aufgrund der Anreicherung spezifisch
bindender Sequenzen an der Polymeroberfliche im Verlauf der in vitro Selektion mit steigenden
Ausbeuten aus den Selektionsrunden zu rechnen war, war es entscheidend die Auswirkungen auf
die Spezifitit und Ausbeute der PCR zu untersuchen. Hierzu wurden vergleichende PCR Léaufe
mit unterschiedlichen Templatemengen im Bereich um 10 Zyklen (8 - 11) durchgefiihrt. Die
Templatemengen in den PCR Ansdtzen entsprachen einer zu erwartenden Ausbeute aus den
Selektionsrunden von 1 bis 10%. (etwa 3 und 50 ng)
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Im Ergebnis war auf dem Agarosegel fiir die beiden Templatemengen ein unterschiedlicher
Verlauf der Amplifikation im Bereich zwischen 8 und 11 Zyklen zu erkennen. (Abbildung 58) Bei
der geringeren Templatemenge wurde eine hohe und dabei spezifische Ausbeute der ssDNS-
Bibliothek, wie im vorangegangenen Experiment, erst nach 10 bis 11 Zyklen erreicht. Ein
vergleichbares Ergebnis wurde bei einer Templatemenge von 50 ng bereits frither nach 8 Zyklen
erreicht, wobei die Spezifitit der Amplifikation wihrend der nachfolgenden Zyklen stark nachlieB3.

Da sich die Ausbeuten aus den einzelnen
Selektionsrunden der spdteren PEI-SELEX
nicht pauschal bestimmen lielen, wurde fiir das 2,78 ng Template 50 ng Template

spatere Selektionsprotokoll gegen die Ober-

(

M8 910 11 NK M 8 9 10 11 NK

flache der PEI-Filme vor der priperativen PCR
stets eine Zyklenoptimierung durchgefiihrt, um
die Zyklenzahl fiir das beste Verhiltnis
zwischen Ausbeute und Spezifitit vorab zu
bestimmen.

Abbildung 58. Untersuchung der Amplifikation
verschiedener Templateausbeuten im Bereich von 1
- 10% der initialen Menge an ssDNS-Bibliothek
einer Selektionsrunde.

10.3.3. Einfluss der Anlagerungstemperatur

Einen weiteren Optimierungsschritt stellte der Vergleich der Amplifikation bei leicht verdnderten
Anlagerungstemperaturen dar. Es wurde in einem Temperaturbereich von 60 = 2 °C untersucht, ob
diese Verdnderungen sich auf die Spezifitit und die Ausbeute der PCR auswirken. Hierbei wurde
ebenfalls standardmifig eine Zyklenoptimierung im Bereich von 8 bis 14 Zyklen mit in die
Durchfiihrung eingebracht und die Templatemenge pro PCR-Ansatz auf 3 ng festgelegt. Anhand
der im Anschluss an die PCR durchgefiihrten Agarose-Gelelektrophorese war zu erkennen, dass
eine Verdnderung der Anlagerungstemperatur im ausgewéhlten Bereich einen erkennbaren
Einfluss auf die Amplifikation der ssDNS-Bibliothek entfaltet. (Abbildung 59) Die maximale
Spezifitit/Ausbeute wurde erneut nach 10 Zyklen erreicht und die Reaktion iiber weitere PCR-
Zyklen hinweg zusehends unspezifisch.

M NK 58 59 60 6162 585960 6162 M NK585960 6162 585960 6162 M
58 62
8 Zyklen 10 Zyklen 12 Zyklen 14 Zyklen

t --........‘ ....‘ ..‘{' — 100 bp
) _

Abbildung 59. Auswirkungen variierender Annealing Temperaturen im Bereich von 60 + 2 °C auf die

Amplifikation der ssDNS-Bibliothek. (NKsg/,: Negativkontrolle der flankierenden Annealingtemperaturen)
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10.3.4. Primerkonzentration und Ausbeute

Der letzte Optimierungsschritt der PCR befasste sich mit der Erhéhung der Ausbeute. Bis zu
diesem Zeitpunkt der PCR-Optimierung war die Amplifikation zwar spezifisch, jedoch lagen die
Ausbeuten weit unterhalb der bendtigen Stoffmengen fiir eine nachfolgende Selektionsrunde.
Hierbei konnten bei den bisher verwendeten PCR-Bedingungen lediglich ~40 pmol an
einzelstrdngiger DNS aus einem PCR Mastermix Ansatz von 1 ml gewonnen werden. Diese
Ausbeute war auf lange Sicht fiir die geplante in vitro Selektion unpraktikabel, da eine

ausreichende Synthese enorme Mengen an Ressourcen und Zeit in Anspruch genommen hiétte.

Nach intensiver Recherche, welche der PCR-Komponenten der limitierende Faktor bei der
Amplifikation war, wurde eine zu geringe Primer Konzentration als mogliche Ursache ermittelt.
Um diese Hypothese zu bestitigen, wurden nach dem bereits etablierten Protokoll PCR-Experi-
mente mit bis zur 10-fachen bisher verwendeten Primer Konzentrationen von 0,3 pM durch-
gefiihrt. Hierbei stellten Konzentrationen von 3 pM die maximal nutzbare Primer Menge dar.

0,5 uM Primerkonzentration 1,0 uM Primerkonzentration

3 ng Template | 50 ng Template 3 ng Template |50 ng Template
M 8 12 16 2018 12 16 20 . 12 16

3,0 yM Primerkonzentration
3 ng Template | 50 ng Template
12 16 2018 12 16 20 PK NK M

&% —100'bp

Abbildung 60. Optimierung der PCR-Bedingungen hinsichtlich der Verwendung hoéherer Primerkon-
zentrationen (0,3 - 3,0 pM) zur Erh6hung der Ausbeute bei ausreichender Spezifitit der Amplifikation.

Die gelelektrophoretische Analyse zeigte, dass im direkten Vergleich eine Erhhung der Primer-
konzentration keine sichtbaren Auswirkungen auf die Sperzifitit der Amplifikation entfaltete.
Unabhéngig von der Primerkonzentration als auch von der Menge an Template wurde nach
gleicher Zyklenzahl (3 ng Template nach 16 Zyklen und 50 ng Template nach 12 Zyklen) das
beste Verhiltnis zwischen Spezifitit und Ausbeute erreicht. (Abbildung 60) Hinsichtlich der PCR-
Ausbeute erhohte sich diese durch Verwendung von 3 uM Primer stark, so dass nach der Durch-
fithrung einer préperativen PCR (1 - 1,5 ml Gesamtansatz) ausreichende Mengen ssDNS fiir die

folgende Selektionsrunde zur Verfligung standen.
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10.4. Verringerung der Hintergrundbindung der kombinatorischen DNS-Bibliothek

Beide Kompetitoren zeigten in den Bindungsstudien, dass sie die Hintergrundbindung ab einer
Konzentration von 50 pg/ml in etwa gleichem MaB reduzierten. Unter Verwendung einer effek-
tiven Kompetitorkonzentration von 100 pg/ml wurde die unspezifische Bindung unter 1% der
angenommenen Minimalausbeute aus einer Selektionsrunde verringert. (Abbildung 61) Damit war
eine ausreichende Inhibierung der unspezifischen Bindung gewéhrleistet und diese Kompetitor-
konzentration wurde fiir die spitere SELEX beibehalten. Ebenso fiel die Entscheidung des
Kompetitors auf die tRNS der Hefe, da RNS flexibler ist und dadurch mehr Konformationen fiir
eine bessere Interaktion mit unspezifisch bindenden Sequenzen der Bibliothek einnehmen kann.

OtRNS Hefe
30 B Lachssperma DNS
T 20
E PR
= RS
B
=
10
0 e [ Im [ \ewmwm |
w/o I 50 I 100 200
Kompetitor Konzentration [png/ml]

Abbildung 61. Verringerung der Hintergrundbindung der Selektionsbibliothek an PEI-Film unter
Verwendung steigender Konzentrationen der Kompetitoren tRNS-Hefe sowie Lachssperma DNS.
(Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 3)

10.5. Untersuchung der Aptamerbindung unter Zellkulturbedingungen

Nach der Untersuchung, wie sich primire humane Endothelzellen auf dem unbehandelten PEI-
Film verhalten, war der nichste Schritt die Etablierung bzw. der Aufbau des zuvor ange-
sprochenen Aptamer unterstiitzten Endothelialisierungssystems mittels nicht-kovalenter
Immobilisierung eines zellbindenden Liganden. Hierfiir war es unerldsslich, zunichst in Erfahrung
zu bringen, ob - und wenn ja - inwieweit die Aptamerbindung an der Polymeroberfliche durch
Zellkulturbedingungen beeinflusst wird. Aus diesem Grund wurden mehrere Bindungsstudien

unter wechselnden Umgebungsbedingungen durchgefiihrt.

10.5.1. Zeitlich abhiingige Stabilitit der Aptamer-Materialbindung

Im Rahmen der ersten Bindungsstudie wurde der zeitliche Einfluss auf die Bindung der ange-
reicherten Aptamere unter Selektionsbedingungen in Selektionspuffer bei Raumtemperatur fiir
einen Zeitraum von maximal 20 h untersucht. Aus den Ergebnissen des quantitativen DNS-
Nachweises wurde ersichtlich, dass die Aptamerbindung an der Polymeroberfliche iiber den

gesamten Zeitraum des Experimentes stabil war. (Abbildung 62)
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Abbildung 62. Zeitlich abhingige Stabilitiit der Bindung angereicherter Aptamere an PEI-Filme
unter Selektions- und Zellkulturbedingungen. Stabile Aptamerbindung an die PEI-Film Oberfliche iiber
einen Zeitraum von 20 h unter Selektionsbedingungen, jedoch Verlust der Aptamerbindung in EGM-2
Medium. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

Nach der Validierung einer stabilen Aptamerbindung unter Selektionsbedingungen iiber einen
Zeitraum von 20 h wurde diese ebenfalls unter Zellkulturbedingungen untersucht. Hierbei wurde
zundchst die Aptamerbindung an die PEI-Filme nach dem etablierten Protokoll hergestellt
(Bindungskontrolle bei t = 0 h) und nachfolgend die beschichteten PEI-Stanzlinge in EGM-2
Medium iberfiihrt und im Brutschrank (37 °C, 5 vol-% CO,) inkubiert. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Aptamerbindung unter den gewéhlten Bedingungen innerhalb kurzer Zeit verloren ging.
Bereits nach einer Stunde Inkubation war nur noch ein Bruchteil der initial vorhandenen Aptamere
auf der PEI-Film Oberfliche nachweisbar. Diese befanden sich intakt und amplifizierbar im
iiberstehenden Medium. Demnach waren an dieser Stelle weitere Bindungsexperimente notig, um
zu erortern, welche der verdnderten Umgebungsbedingungen - das Zellmedium oder die erhdhte

Temperatur - fiir den Verlust der Aptamerbindung verantwortlich waren.

10.5.2. Stabilitit der Aptamerbindung bei 37 °C oder in Zellkulturmedium

Das Ziel dieses Bindungsexperimentes war es herauszufinden, welche der im vorangegangenen
Experiment verdnderten Umgebungsbedingungen fiir den Verlust der Aptamerbindung verant-
wortlich waren. Mindestens eine der verdnderten Bedingungen (Erhéhung der Temperatur auf
37 °C oder die Verwendung von Zellkulturmedium) musste hierbei einen stérenden Einfluss auf
die Aptamerbindung entfalten. Erneut wurden PEI-Film Stanzlinge nach dem Schritt der Aptamer-
bindung fiir einen Zeitraum von vier Stunden inkubiert. Hierbei wurden zwei unterschiedliche
Inkubationsbedingungen gewéhlt. Zum einen verblieben mehrere Aptamer beschichtete PEI-
Stanzlinge in Selektionspuffer, wurden jedoch bei 37 °C aufbewahrt. Zum anderen wurden
mehrere Stanzlinge in EGM-2 Medium tiiberfiihrt und fiir die Dauer der Inkubation bei RT
gelagert. Nach Ablauf der Inkubation wurde nicht nur die verbliebene Menge an am Polymer

gebundenen Aptamer, sondern auch die Menge im Uberstand quantitativ bestimmt.
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Abbildung 63. Stabilitit der Bindung angereicherter Aptamere an PEI-Filme iiber die Zeit in EGM-2
Medium bei RT sowie in Selektionspuffer bei 37 °C. Starke Beeinflussung der Aptamerbindung durch das
Zellkulturmedium. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

Die Ergebnisse der PCR-Analyse offenbarten, dass eine Erhohung der Umgebungstemperatur auf
37 °C keinen Einfluss auf die Affinitit der Aptamerbindung hatte und ein Grofteil der Aptamere
nach wie vor auf dem PEI-Film und nicht im Uberstand nachweisbar waren. (Abbildung 63) Im
Gegensatz dazu waren nach der Inkubation auf den in EGM-2 inkubierten PEI-Stanzlingen nahezu
keine Aptamere mehr nachweisbar. Diese befanden sich zum groBten Teil intakt im {iberstehenden
Medium.

10.5.3. Interferierender Einfluss des Zellmediums auf die Aptamer-PEI Bindung

Anhand der letzten Ergebnisse war klar ersichtlich, dass das Medium oder einzelne Bestandteile
einen interferierenden Einfluss auf die Aptamerbindung entfalten. Interferierend aus dem Grund,
da die Aptamere nach wie vor intakt von der PEI-Film Oberfliche verdringt wurden und fast
ginzlich im Uberstand nachweisbar waren. Da das EGM-2 Vollmedium aus dem Basalmedium
EBM-2 und diversen nachfolgend hinzugegebenen Zusatzstoffen besteht, wurde in einer
umfassenden Bindungsstudie das Basalmedium selbst, als auch jedes einzelne Supplement
hinsichtlich eines interferierenden Einflusses auf die Aptamer-Materialbindung hin untersucht.
(Abbildung 64) In diesem umfassenden Bindungsexperiment wurde ermittelt, dass das Basal-
medium EBM-2 selbst keinen negativen Einfluss auf die Aptamerbindung besitzt. Jedoch
vermittelten einige der im EGM-2 Medium enthaltenen Komponenten einen interferierenden
Effekt auf die Aptamerbindung an PEIL. Besonders ausgeprigt war dieser Einfluss beim
zugegebenen Serum (FBS, engl.: fetal bovine serum) und dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(FGF, engl.: fibroblast growth factor). Bei der Verwendung dieser Zusitze im Basalmedium
waren auf den PEI-Filmen nach vierstiindiger Inkubation bei 37 °C nahezu keine Aptamere mehr
nachweisbar. Ebenso zeigte sich beim endothelialen vaskuldren Wachstumsfaktor (VEGF, engl.:
vascular endothelial growth factor) und beim Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor (IGF, engl.:
insulin-like growth factor) ein, im Vergleich zu den zuvor genannten Komponenten, verminderter
interferierender Effekt auf die Bindung der Aptamere.
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Abbildung 64. Stabilitit der Bindung angereicherter Aptamere an PEI-Filme iiber die Zeit (4 h) bei
37 °C in EBM-2 Basalmedium + einzelne Zusatzstoffe. Starke Beeinflussung der Aptamerbindung durch
FBS und FGF sowie vermindert durch VEGF und IGF. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung;
n=206)

10.5.4. Aptamerbindung in den Mediumkompositionen EBM-2 K1 und K2

Mit dem Wissen, dass FBS, FGF, VEGF und IGF einen interferierenden Einfluss auf die Aptamer-
Material Interaktion entfalten, wurden zwei Mediumkompositionen basierend auf dem EBM-2
Basalmedium kreiert. Die eine Komposition EBM-2 K1 beinhaltete alle Komponenten bis auf die
vier oben genannten. EBM-2 K2 hingegen beinhaltete zusétzlich die weniger stérenden Zusitze
VEGF und IGF. Mit diesen Medien wurden weitere Bindungsexperimente durchgefiihrt und auch
das Verhalten von primdren HUVEC in diesen ,,Mangelmedien* untersucht. Die Untersuchung der
Aptamer-Materialbindung mit den Mediumkompositionen zeigte, dass EBM-2 K2 weiterhin einen
starken interferierenden Einfluss besa3 und nach der Inkubation, im Vergleich zur Kontrolle zum
Zeitpunkt t = 0 h nur etwa 1/10 der Aptamere auf dem PEI-Film verblieben waren. (Abbildung 65)
EBM-2 K1 hingegen beeinflusste die Aptamerbindung zwar noch immer, jedoch verblieb ein

grofer Teil der bindenden Sequenzen iiber den Inkubationszeitraum auf dem Polymer.
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Abbildung 65. Stabilitit der Bindung angereicherter Aptamere an PEI-Filme iiber die Zeit (4 h) bei
37 °C in EBM-2 K1 und K2 Medium. Starke Beeinflussung der Aptamerbindung durch EBM-2 K2,
jedoch nur moderat durch EBM-2 K1. (Arithmetrischer Mittelwert + Standardabweichung; n = 6)

10.5.5. Adhésion und Morphologie primirer HUVEC in EBM-2 K1 und K2 Medium

Im Hinblick auf das zu Beginn angesprochene Ziel des Promotionsprojektes iiber multivalente
physikalische Interaktionen bindende Aptamere flir die Immobilisierung niedrigmolekularer
zellbindender Liganden zu generieren, um diese fiir eine Verbesserung der initialen Adhérenz
sowie Scherresistenz von Endothelzellen nach Aussaat auf polymeren Biomaterialien einzusetzen,
war es notwendig das Verhalten der Zellen in den Medien zu untersuchen, in denen nachweislich
eine stabile Aptamerbeschichtung vorhanden war. Aus diesem Grund wurden HUVEC in den
beiden Mangelmedien auf TCP ausgesét. Die initiale Zelladhésion und -morphologie wurden iiber
einen Zeitraum von 24 h beobachtet und mit dem Zellwachstum unter Standardzellkutur-

bedingungen (EGM-2 Vollmedium) verglichen.

Die mikroskopischen Aufnahmen offenbarten, dass sich bereits vier Stunden nach der Aussaat im
EGM-2 Medium ein dichter Monolayer aus adhédrenten Endothelzellen gebildet hatte. (Abbildung
66) Bei den beiden Mangelmedien hingegen waren zum selben Zeitpunkt nur vergleichsweise
wenige Zellen adhirent. Uber die Zeit bis 24 h nach der Aussaat formte sich im Vollmedium ein
vollstindig geschlossener endothelialer Monolayer, wohingegen die Anzahl adhérenter Zellen bei
den Mangelmedien abnahm und eine groe Anzahl von Zellen abgeldst im Uberstand schwamm.
Morphologisch war bei allen Medien stets eine vorrangig auftretende Spindelform der Zellen zu
erkennen, welche auf eine starke Migration der Zellen hindeutet, wie sie bei der Entstehung der
endothelialen Zellschicht typisch ist. Fakt ist, dass die Endothelzellen in den modifizierten
Zellkultursystemen in der kurzen Zeit keinen geschlossenen Zellrasen bilden konnten.
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Abbildung 66. Adhision und Morphologie priméirer HUVEC 4, 8 und 24 h nach konfluenter Aussaat auf
TCP in EBM-2 K1 und K2 Medium im Vergleich zu EGM-2 Vollmedium als Kontrolle. Starke
Beeinflussung des Zellwachstums durch die Mangelmedien EBM-2 K1 und K2. (Aussaat 4 - 10* Zellen/cm?;
Bilddokumentation mittels Lichtmikroskop im Phasenkontrast mit 5x und 10x Primédrvergroflerung; Mafstab:
100 pm)
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