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Problemstellung/Zielsetzung

Kollagen erfreut sich als Biomaterial fur Drug Delivery Systeme (DDS), Scaffolds fur zellulares
Wachstum und Ausgangsmaterial fir Tissue Engeneering sehr grof3er Beliebtheit. Ein Nachteil
von vielen kollagenbasierten Materialien fir derartige Anwendungen ist jedoch die relativ ge-
ringe thermische und mechanische Stabilitat, vor allem in feuchter oder wassriger Umgebung.
Um diese Eigenschaften zu verbessern, wird Kollagen vernetzt. Die Ublicherweise benutzten
chemischen Vernetzer kénnen aber toxisch wirken, wenn sie nicht vollstdndig aus dem Materi-
al entfernt werden kénnen, und eine Freisetzung gebundener toxischer Bestandteile im Zuge
des Verdaus wird diskutiert. Durch eine enzymkatalysierte Vernetzung von Kollagen kdnnten
diese Probleme eliminiert werden. Es soll deshalb nach Enzymen gesucht werden, die in der
Lage sind, Modifikationen oder Quervernetzungen an Kollagen zu induzieren.

Fur ein gut funktionierendes ZelltrAgersystem mit definierter gesteuerter Aktivierung durch
Wirkstoffe sind Matrices mit definierten Porenstrukturen notwendig. Solche pordsen Vliese
kénnen durch z.B. durch Gefriertrocknung oder ggf. auch durch Elektrospinnen erzeugt wer-
den. Im Projekt sollen daher unter anderem mittels Elektrospinnen kollagenbasierte nicht ge-
webte Nanostrukturen hergestellt werden, die allein durch die Porenarchitektur Zellwachstum
steuern konnen.

Ein weiteres Ziel soll die enzymatisch katalysierte kovalente Ankopplung von zwei verschiede-
nen Wachstumsfaktoren an kollagenbasierte Materialien sein: VEGF als Wachstumsfaktor fur
endotheliales Zellwachstum und TGF B, das die Differenzierung von Fibroblasten stimuliert.
Nach erfolgreicher Kopplung der Wachstumsfaktoren an Kollagenmatrices soll die Wirksam-
keit in geeigneten Zellexperimenten getestet werden.

Sachstand

Erste Screening-Experimente zum Modifizierungs- und Quervernetzungspotential verschiede-
ner Enzyme an Kollagen wurden durchgefiihrt. Getestet wurden verschiedene Oxidore-
ductasen wie Tyrosinasen, Laccasen, eine Alkoholdehydrogenase und eine Galactose-
oxidase sowie in der Klasse der Transferasen eine w-Transaminase. Zunachst wurde das
katalytische Potential der Enzyme an saureldslichem Kollagen mit folgenden Methoden tber-
pruft:
— Bestimmung der Denaturierungstemperatur mittels DSC

— Bildung hochmolekularer Anteile oder Spaltprodukten mittels SDS-Page

— Abreagierte Aminosauren mittels Aminosaureanalyse

— Photometrische Verfolgung der Tyrosinase-katalysierten Oxidationen am Tyrosin.

Fir eine Pilz-Tyrosinase und eine Laccase aus dem Pilz Trametes versicolor konnte eine
katalysierte Vernetzung nachgewiesen werden. Wurde das Enzym Galactoseoxidase in Ge-
genwart von Galactose verwendet, so wurde ebenfalls eine Vernetzung festgestellt. Die w-
Transaminase und die Alkoholdehydrogenase zeigten dagegen keinerlei Aktivitdt an Kollagen,
die vier anderen Laccasen zeigten zwar eine vernetzende Aktivitat, gleichzeitig wurden aber
Spaltungen am Kollagenmolekil beobachtet.

Zur Aufklarung der Wirkung der Tyrosinase an saureloslichem Kollagen wurden LC-MS-
Experimente durchgefihrt, die eine groRe Bandbreite an Kupplungsprodukten des durch die
Tyrosinase modifizierten Tyrosins mit verschiedenen Aminosauren zeigten. Dies wurde durch
Modellreaktionen mit einem N-geschitzten Tyrosinanalogon (N-Boc-L-Tyr) mit Tyrosi-nase
und verschiedenen Aminosduren bestéatigt. Es konnten Kupplungsprodukte mit Valin, Serin,
Isoleucin und Arginin gefunden werden.



Die ersten Versuche zur Ankopplung von fluoreszenzmarkiertem BSA (als Modellsubstanz) an
saurel6sliches Kollagen unter Einwirkung von Tyrosinase zeigten, dass eine Bindung des BSA
an das Kollagen unter milden Reaktionsbedingungen prinzipiell moglich war. Die Anbindung
wurde dabei mittels GrdRenausschlusschromatographie verfolgt. Die angekoppelte Menge war
abhéngig von pH-Wert und Enzymmenge, insgesamt jedoch noch relativ gering.

Fiur das Elektrospinnen wurde eine entsprechende Apparatur installiert und erste Versuche mit
Mischungen aus Kollagendispersionen und Polyethylenglycol durchgefiihrt. Dabei wurden
Strukturen mit sehr feinen Poren und Porenwéanden erzeugt, die aber noch einen zu geringen
Anteil an Kollagen enthielten.
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