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Biomaterial basierend auf einem hydrophilen polymeren Trager

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Biomaterial fiir die Kultivierung von Zellen
und/oder aus Zellen bestehendem Gewebe, basierend auf einem polymeren Tréger,

der zumindest ein vernetztes hydrophiles Polymer enthilt.

Derartige Biomaterialien werden im Stand der Technik bspw. als sog. Drug-Release-
Materialien, als Implantate, als Gewebe-bildende Matrizes oder als Materialien fiir die
Kultur von Zellen eingesetzt, und oftmals auch als »Hydrogele” bezeichnet. Diese
Biomaterialien werden {iiblicherweise fiir therapeutische Zwecke oder fiir die biologi-
sche Grundlagenforschung verwendet, da sie aufgrund ihrer einstellbaren biophysi-
kalischen und biochemischen Eigenschaften wertvolle Werkzeuge in der regenerati-
ven Medizin und im ,Tissue Engineering”, sowie bei der allgemeinen Kultivierung

von Zellen darstellen.

Mit den Biomaterialien kann daher bspw. die Wiederherstellung der Struktur und
Funktion von degeneriertem oder verletztem Gewebe erreicht werden, wenn sie mit
Zellen beladen werden, anschliefend implantiert werden und im Folgenden die
Mbrphogenese von Gewebe somit férdern, oder wenn sie, nicht mit Zellen beladen,
an Stellen implantiert werden, an denen sie durch das Einwachsen von Zellen und

ggf. deren Differenzierung die Bildung von neuem Gewebe in situ férdern.
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Wie bereits erwdhnt, liegt ein weiteres Haupteinsatzgebiet von auf natiirlichen oder
synthetischen Materialien basierenden Biomaterialien in analytischen Zellkulturan-
wendungen, anhand derer bspw. die Wirkungsweise von Biofaktoren auf Zellen

untersucht werden kann.

Im Stand der Technik sind verschiedene, auf natiirlichen oder kiinstlichen Materia-
lien basierende Biomaterialien mit verschiedenen Eigenschaften bekannt, die sich im
Allgemeinen, und je nach erwiinschtem Einsatzgebiet, durch eine hinreichende
mechanische Stabilitdt, Elastizitdt, und durch eine Stabilitdt gegeniiber einem Abbau
auszeichnen, und die vor allem nicht toxisch sind. Hiaufig verwendete Materialien
natiirlichen Ursprungs sind Préparationen von Kollagen I. Dieses hydrophile Protein
enthalt Bereiche, die mit Zellen reagieren, wie bspw, Adhésionssignale, Signale zur
proteolytischen Spaltung vom Kollagen I, oder zur Zelldifferenzierung. Diese Signale
und die dreidimensionale Natur der Kultivierung tragen dazu bei, dass sich Zellen in
diesen Kollagen-Gelen natiirlicher verhalten als in konventioneller zweidimensiona-

ler Kultur auf Oberfldchen von Kultivierungsbehéltnissen.

Um die Funktionswege dieser Signale besser verstehen zu koénnen, ist es notwendig,
Biomaterialien einzusetzen, bei denen die Art und die Menge der Signalgruppen
kontrolliert werden koénnen, also ein Biomaterial, das die Zellen nicht schadigt und
zunachst keine Signale tragt und somit Zellen gegeniiber neutral ist, und das mit

Signalgruppen modifiziert werden kann.

Im Stand der Technik (siehe bspw. Hersel et al., Biomaterials 24 (2003) 4385-441S;
Lutolf und Hubbell, Nature Biotechnology, 23 (2005) 47-66) wird in aller Regel als
ein solches zellneutrales Polymer Polyethylenglykol (im Folgenden ofters auch mit
~PEG" abgekiirzt) eingesetzt, da es nicht toxisch wirkt, nicht durch Zellen gebunden
wird und hydrophil ist. Da lineares PEG jedoch nur an beiden Enden modifiziert
werden kann, und da fiir die Bildung eines vernetzten Gels jedoch mindestens ein
Reaktionspartner mindestens drei reaktive Gruppen tragen muss, werden einerseits
zur Vernetzung Peptide eingesetzt, die mindestens drei reaktive Gruppen tragen, oder

aber es wird verzweigtes PEG eingesetzt, das bspw. vier modifizierbare Enden besitzt.
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Die im Stand der Technik bekannten Polymere bzw. Hydrogele, haben jedoch den
Nachteil, dass die Herstellung/Gewinnung der zur Vernetzung eingesetzten Peptide
aufwindig und teuer ist, ebenso wie die Herstellung von verzweigtem PEG. Ferner ist
von Nachteil, dass bei der Herstellung von Gelen aus Reaktionspartnern mit drei oder
vier reaktiven Gruppen pro Molekiil, sehr sorgféltig gearbeitet werden muss, da fiir

die Gelbildung alle Reaktionspartner im richtigen Verhiltnis stehen miissen.

Die im Stand der Technik bekannten Ansétze sind daher fiir die Entwicklung von

Reagenzien fiir die Kultivierung von Zellen und Geweben von Nachteil.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Biomaterial bereitzustellen, mit
dem die Nachteile der im Stand der Technik bekannten Biomaterialien tiberwunden

werden konnen.

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung eines Biomaterials gelost, das auf einem
polymeren Trédger basiert, der zumindest ein vernetztes hydrophiles Polymer enthilt,
wobei das Polymer mit Gruppen funktionalisiert ist, die aus Maleimid-, Vinylsulfon-,
Acrylat-, Alkylhalogenid-, Azirin-, Pyridyl-, Thionitrobenzolsduregruppengruppen,
oder arylierenden Gruppen ausgewahlt sind.

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Weise vollkommen

gelost.

Mit dem erfindungsgemdflen Biomaterial wird ein Polymer bereitgestellt, das sehr
viele modifizierbare Gruppen aufweist, und das im Vergleich zu verzweigtem PEG

gleichzeitig sehr kostengiinstig herzustellen ist.

Mit dem erfindungsgeméflen Biomaterial konnen kostengiinstig Hydrogele bereitge-
stellt werden, die einerseits bei der Kultivierung von Zellen, sowie deren Untersu-
chung hinsichtlich der Reaktion auf Biofaktoren eingesetzt werden kénnen, oder aber

andererseits auch ggf. bei der Kultivierung von Gewebe, sei es ex vivo durch Besiede-
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lung mit Zellen und Implantation in ein zu regenerierendes Gewebe, oder in situ

durch Bereitstellung einer Matrix, in welche Zellen einwandern kénnen.

Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, das Biomaterial bzw. das Hydrogel auch als
,Drug-Release”-Biomaterial zu verwenden, also als Material, aus dem in situ Wirkstof-
fe freigesetzt werden. Solche Wirkstoffe konnen bspw. Arzneimittel, Pharmazeutika
oder sonstige natiirliche oder synthetische Wirkstoffe sein, also Substanzen, die eine
bestimmte Wirkung auf das das Biomaterial umgebende Gewebe oder Zellen aus-

Uben.

Vorliegend wird unter ,Biomaterial” jedes natiirliche und synthetische Material
verstanden, das fiir die Herstellung von Matrizes oder Gelen geeignet ist, die fiir die

Kultivierung von Zellen/Gewebe ex vivo oder in vivo verwendet werden konnen.

Unter ,funktionalisiert” bzw. funktionalisieren ist vorliegend ieder (abgeschlossene)
Vorgang zu verstehen, mit dem dem Polymer — bspw. durch Hinzuftigen von Grup-
pen an das Polymer — eine Funktion verliehen wird, die es normalerweise nicht

besitzt. Das derart ,funkionalisierte Polymer” wird dann als ,Biomaterial“ bezeichnet.

Unter ,Gewebe” wird vorliegend jeder Verband gleichartig differenzierter oder
unterschiedlich differenzierter Zellen verstanden. In einem vielzelligen Organismus
konnen Gewebe gemeinsam einen umschriebenen Aufgabenbereich erfiillen
und/oder das spezifische Baumaterial flir Organe bilden, gerade im Gegensatz zum
bloRen Zusammenschluss undifferenzierter oder nur zeitweilig differenzierter Einzel-

zellen.

Mit ,Kultivierung von Zellen oder Geweben” ist vorliegend jede Anwendung ge-
meint, bei der Zellen zum Zwecke der Vermehrung oder der Differenzierung, oder
der Synthese von zelluliren und extrazelluliren Komponenten auf das Biomaterial

aufgebracht werden bzw. einwandern kénnen, und ggf. ein Gewebe bilden.
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Das Biomaterial ist dabei zellneutral, was vorliegend einerseits wortlich bedeutet, dass
das Biomaterial sich gegeniiber Zellen ,neutral” verhilt, und somit keinen Einfluss
auf die Zellen hat, bzw. keine Reaktion bei den Zellen ausldst. Die Zellen binden bei
diesen Materialien nicht ,von sich aus” an das Polymer, sondern ggf. erst nach einer

Modifizierung des Polymers mit entsprechenden Gruppen.

Das so bereitgestellte Biomaterial kann danach je nach Anwendung und Zweck
gezielt mit Biofaktoren modifiziert werden. Zellen konnen in das Biomaterial einge-
bracht werden, mit den daran gekoppelten Biofaktoren interagieren und anschlie-
fend untersucht werden. Dadurch ist eine gezielte Untersuchung von bestimmten

Biofaktoren bzw. deren Wirkung auf Zellen méglich.

Mit den im Stand der Technik bekannten, auf bspw. Kollagen basierenden Biomateri-
alien war dies nicht moglich, da diese bereits von sich aus mit den Zellen reagieren
und Zellreaktionen auslésen kénnen, was eine gezielte Untersuchung von Biofakto-

ren bzw. deren Wirkungsmechanismen auf Zellen unméglich macht.

Die fiir die Funktionalisierung des Polymers eingesetzten Substanzen sind bei dem
erfindungsgeméflen Biomaterial ausgewéhlt aus Maleimid-, Vinylsulfon-, Acrylat-,
Alkylhalogenid-, Azirin-, Pyridyl-, Thionitrobenzolsduregruppengruppen, oder
arylierende Gruppen. Uber diese Gruppen konnen wiederum bspw. Biofaktoren an
dem Polymer angebracht werden, an welche wiederum Zellen binden kénnen. Das
Polymer wird dann mit Zellen kombiniert und durch einen Vernetzer in ein dreidi-
mensionales hydrophiles Netzwerk iiberfithrt. Andererseits konnen die Zellen aber
auch, bspw. zur bloflen Kultivierung, auch ohne Biofaktoren in das Biomaterial
eingebracht sein, so dass die Zellen bei dieser Ausfithrungsform direkt zu dem funkti-
onalisierten Polymer gegeben werden, wonach dieses anschliefend in Anwesenheit

der Zellen vernetzt wird.

In den beschriebenen Versuchen konnte die Adhasion von Zellen an Gelkomponen-
ten und die Kultivierung von Zellen in dem Gel, sowie die Modifikation des Biomate-

rials mit Peptiden gezeigt werden.
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In einer Ausfilhrungsform des erfindungsgeméafien Biomaterials ist bevorzugt, wenn
das Polymer aus Polyvinylalkohol (PVA), Serumalbumin (z. B. vom Rind), Pullulan,
Polyvinylpyrrolidon, Methylzellulose, Amylose, Amylopektin, Glykogen, oder Mi-

schungen davon ausgewahlt ist.

Dabei sind insbesondere funktionalisierter Polyvinylalkohol und funktionalisiertes
Rinderserumalbumin bevorzugt. Mit den letzten beiden Materialien konnten erfolg-
reich Versuche zur Kopplung von Peptiden an das Polymer, sowie zur Kultivierung

von Zellen in dem Biomaterial gezeigt werden.

Der Einsatz der genannten hydrophilen, zellneutralen, funktionalisierten Polymere
fiir die Kultivierung von Zellen und/oder Geweben ist im Stand der Technik nicht
bekannt oder nahe gelegt. So wird zwar fiir die Antikdrperherstellung maleimidfunk-
tionalisiertes Rinderserumalbumin zur Kopplung von Peptiden an BSA eingesetzt,
allerdings wurde dessen Einsatz zur Kultivierung von Zellen und/oder Geweben

weder gezeigt noch vorgeschlagen.

Ferner ist im Stand der Technik der Einsatz von maleimidfunktionalisiertes Polyvi-
nylalkohol bekannt (siehe Manecke und Vogt, Biochimie 62 (1980) 603-613), aller-
dings lediglich zur Immobilisierung von Enzymen, ohne einen Hinweis oder eine

Offenbarung fiir einen Einsatz zur Zell-/Gewebekultur.

Dass maleimidfunktionalisierte Polymere, oder Polymere, die mit einer der anderen
genannten Gruppen funktionalisiert werden, fiir einen Einsatz als Biomaterial zur
Kultivierung von Zellen und/oder Geweben geeignet sind, war unerwartet und nicht
nahe gelegt. Die der Anmeldung zugrunde liegenden Versuche zeigen zum ersten
Mal, dass mit den erfindungsgemifien Biomaterialien ein effizientes Werkzeug fiir die
Zell-/Gewebekultur bereitgestellt wird, das herausragende Eigenschaften auch fiir die

Untersuchung von Biofaktoren, bzw. fiir deren Reaktion auf/mit Zellen bietet.
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Daher ist in weiteren Ausfilhrungsformen bevorzugt, wenn das Biomaterial ferner
zumindest einen Biofaktor aufweist, und insbesondere, wenn der Biofaktor zumin-
dest eine Thiolgruppe aufweist, iiber welche der Biofaktor an Maleimidgruppen des

Polymers kovalent gebunden ist.

»Biofaktor” soll vorliegend jede natiirliche oder synthetische Substanz bedeuten, die
einen Einfluss auf Zellen haben kann, bzw. die Reaktionen auf/in Zellen ausiiben
kann. Dieser Einfluss kann dabei auf bestimmte Zellen und bestimmte Bedingungen
beschrankt sein, ohne dass die Substanz ihre Bedeutung als ,Biofaktor” verlieren
wiirde. Die chemische Beschaffenheit der vorliegend als ,Biofaktoren” bezeichneten
Substanzen ist dabei nicht auf eine bestimmte (Verbindungs-)Klasse beschrinkt,
sondern kann vielmehr jede natiirliche und synthetische Substanz mit einschlieflen
die von ihrer Natur aus und/oder in modifizierter Form irgendeine Wirkung auf

biologische Zellen ausiibt.

Unter ,Signalgruppen” soll dabei vorliegend jeder Teil eines Biofaktoren verstanden

werden, iiber welche eine Rekation von Zellen auf die Biofaktoren ausgelost wird.

Mit ,Zellen” sind dabei simtliche Zellen umfasst, die mit dem vorliegenden Biomate-
rial kultiviert werden konnen, und schlieflen insbesondere eukaryontische Zellen,

insbesondere Sdugetierzellen wie humane und tierische Zellen mit ein.

Insbesondere ist bevorzugt, wenn der Biofaktor ausgewdhlt ist aus Peptiden, Protei-
nen, Nukleinsduren, organische Wirkstoffe, Apoptose-induzierende Wirkstoffe,
adhasionsvermittelnde Wirkstoffe, wachstumshemmende Wirkstoffe, entziindungs-
hemmende Wirkstoffe, Rezeptoragonisten- und Rezeptorantagonisten, oder Mi-

schungen davon.

Diese Ausfiihrungsform hat den Vorteil, dass gezielt verschiedene Faktoren ausge-
wihlt werden kénnen, deren Wirkung auf Zellen zwar bekannt ist, deren spezifische

Wirkung in dreidimensionaler Kulturumgebung jedoch noch aufzudecken ist.
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Insbesondere ist bevorzugt, wenn der Biofaktor ausgewahlt ist aus: Proteinen der
extrazelluldaren Matrix, Proteinen der Zelloberfliche, Antikdrper, Wachstumsfaktoren,
Zucker, Lektine, Kohlenhydrate, Zytokine, DNA, RNA, siRNA, Aptamere, sowie

bindungs- oder wirkungsrelevanten Fragmenten davon, oder Mischungen davon.

Die Extrazelluldire Matrix (Extrazellularmatrix, Interzellularsubstanz, EZM, ECM) ist
der Anteil des Gewebes, der von Zellen in den Interzellularraum, also den Raum
zwischen den Zellen sezerniert wird. Die EZM stellt daher die Gesamtheit aller
Makromolekiile dar, die sich aufierhalb der Plasmamembran von Zellen in Geweben
und Organen befinden. Die extrazellulare Matrix besteht zu grofien Teil aus verschie-
denen Proteinen, insbesondere Kollagene, und Glykoproteinen, insbesondere Lami-
nine, Vitronectin, Fibronectin, bzw. aus bestimmten Polysacchariden, den Glykosa-

minoglykanen.

Mit ,bindungs- oder wirkungsrelevanten Fragmenten davon” sind Teile/Abschnitte
der aufgefiihrten Biofaktoren gemeint, die, obwohl ev. nicht der vollstandige Biofak-
tor eingesetzt wird, fiir sich genommen immer noch die gleiche/nahezu gleiche oder
zumindest dhnliche Reaktion oder Wirkung auf Zellen ausiiben, wie der komplette
Biofaktor. Unter Reaktion kann dabei bereits die blofle Bindung von/an Zellen zu
verstehen sein, aber auch die einer Bindung anschliefende Reaktion in einer Zelle auf
die Bindung, wie bspw. die Auslésung von bestimmten Reaktionswegen in den
Zellen, die zu einer Produktion/Ausschiittung bestimmter Substanzen durch die
Zellen fiihren kénnen, oder aber zur einer Umwandlung oder Differenzierung der

Zellen.

In diesem Zusammenhang ist bevorzugt, wenn das Peptid eine Sequenz aufweist, das
ausgewdhlt ist aus SEQ ID Nr. 1 (Peptid ,HW1“), SEQ ID Nr. 2 (Peptid ,HW2") oder
SEQ ID Nr. 9 (Peptid ,HW9*) aus dem beigefiigten Sequenzprotokoll. Die Aminosdu-
rensequenz 6-11 in HW 9 ist eine Adhésionssequenz aus menschlichem Fibronectin,
die aber auch in einigen anderen Organismen zu finden ist. Die flankierenden

Sequenzen sind keines natiirlichen Ursprungs.
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Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Biomaterials fiir Zell-

/Gewebekulturenanwendungen, das die folgenden Schritte aufweist:

a) Bereitstellen eines hydrophilen Polymers,

b) Funktionalisieren des Polymers aus Schritt a) mit einer Substanz, die
ausgewahlt ist aus Maleimid, Vinylsulfon, Acrylsdure-, Alkylhalogenid-,
Azirin-, Pyridyl-, Thionitrobenzolsduregruppengruppen, oder arylieren-

de Gruppen, und

C) Hinzufiigen eines Vernetzers zum Vernetzen des in Schritt b) modifi-

zierten Polymers.

Das erfindungsgeméfle Verfahren hat den Vorteil, dass dadurch kostengiinstig
Biomaterialien hergestellt werden kdnnen, die Zellen gegeniiber zellneutral sind, und
mit welchen ein einfaches und zuverldssiges Werkzeug bereitgestellt wird, anhand

dessen bspw. Zellen untersucht oder kultiviert werden kénnen.

Insbesondere ist bei dem erfindungsgeméfen Verfahren bevorzugt, wenn es ferner
den Schritt a)’ aufweist:

a)’ Aminierung des Polymers.

Dieses Verfahren wird insbesondere bei der Herstellung von maleimidfunktionalisier-
tem PVA eingesetzt, wohingegen bspw. BSA, d.h. Rinderserumalbumin, vor der

Funktionalisierung nicht aminiert werden muss.

Ferner ist bevorzugt, wenn das Verfahren ferner nach Schritt b) den Schritt b)’ auf-

weist:
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b)’ Hinzufiigen von und Inkubieren mit Biofaktoren und/oder Zellen, ins-

besondere Sdugetierzellen.

Bei dieser Ausfiihrungsform werden vorteilhafterweise entweder zunédchst Biofaktoren
und anschliefend Zellen zu dem funktionalisierten Polymer hinzugefiigt, wodurch
die Biofaktoren kovalent an die funktionellen Gruppen, und die Zellen an die Biofak-
toren binden konnen. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass die Zellen ohne
kovalent gebundene Biofaktoren zu dem Polymer zugegeben werden, wodurch bspw.
ein Biomaterial lediglich fiir die Kultivierung von Zellen, ohne eine Untersuchung

der Reaktionen von Biofaktoren auf die Zellen.

In einer weiteren Ausfithrungsform ist bevorzugt, wenn das Polymer ausgewahlt ist
aus Polyvinylalkohol, Serumalbumin, insbesondere Rinderserumalbumin, Dextran,
Pullulan, Polyvinylpyrrolidon, Methylzellulose, Amylose, Amylopektin, Glykogen,
oder Mischungen davon.

Diese Ausfiihrungsformen haben den Vorteil, dass auf Substanzen zurilickgegriffen

werden kann, die sich nachgewiesenermafien gegeniiber Zellen neutral verhalten.

Ferner ist bei einer Ausfilhrungsform des erfindungsgemaéfien Verfahren bevorzugt,
wenn der Biofaktor ausgewdhlt ist aus Peptiden, Proteinen, Nukleinsduren, organi-
sche Wirkstoffe, Apoptose-induzierende Wirkstoffe, adhasionsvermittelnde Wirkstof-
fe, wachstumshemmende Wirkstoffe, entziindungshemmende Wirkstoffe, Rezeptora-
gonisten- und Rezeptorantagonisten, und insbesondere aus Proteinen der extrazellu-
liren Matrix, Proteinen der Zelloberfliche, Antikorper, Wachstumsfaktoren, Zucker,
Lektine, Kohlenhydrate, Zytokine, DNA, RNA, siRNA, Aptamere, sowie bindungs-

oder wirkungsrelevanten Fragmenten davon, oder Mischungen davon.

Bei einer Weiterbildung des erfindungsgemaflen Verfahrens ist bevorzugt, wenn der

Vernetzer in Schritt ¢) ausgewahlt ist aus Dithio-PEG oder SH-modifiziertem Dextran.
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In der Erfindung zugrunde liegenden Versuchen konnte der Einsatz dieser Vernetzer
erfolgreich gezeigt werden. Ferner ist von Vorteil, dass beide Substanzen im Stand der
Technik hinreichend beschrieben und auf ev. unerwiinscht Nebenreaktionen getestet

sind.

Bei dem erfindungsgemifien Verfahren ist dabei bevorzugt, wenn ein erfindungsge-

maifes Biomaterial, wie beschrieben, hergestellt wird.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Maleimid, Vinylsulfon, Acrylat,
Alkylhalogenid, Azirin, Pyridyl, oder Thionitrobenzolsdure, zur Funktionalisierung
von hydrophilen Polymeren fiir die Herstellung eines Biomaterials fiir Zellkulturan-
wendungen, und insbesondere die Verwendung der Substanzen zur Herstellung eines

wie zuvor beschriebenen erfindungsgeméifien Biomaterials.

Mit der vorliegenden Anmeldung wird zum ersten Mal die neue Verwendung der
aufgefithrten Substanzen zur Herstellung eines Biomaterials offenbart, das fiir die

Zell-/Gewebekultur geeignet ist.

Es versteht sich, dass zur genauen Untersuchung und Analyse der Zellen, sollte diese
gewiinscht sein, das Biomaterial durch jeweils spezifisch geeignete Substanzen
abgebaut werden kann. Dabei hingt die einzusetzende Substanz von dem verwende-
ten Vernetzer und/oder Polymer ab, so dass bspw. bei der Verwendung von Dextran

als Vernetzer oder als Polymer Dextranasen zum Abbau eingesetzt werden konnen.

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der beigefiigten Zeichnung.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu
erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils angegebenen Kombinationen,
sondern auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar sind,

ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.
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Ausfithrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeichnung dargestellt und werden in

der nachfolgenden Beschreibung néher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1 Die Ergebnisse von Adhiasionsversuchen von 3T3-Zellen an verschiede-

ne Gelkomponenten;

Fig. 2a, b konfokale Laser Scanning Mikroskopie-Aufnahmen von MDCK-Zysten
nach 15 Tagen im PVA-Gel; und

Fig. 3 die Ergebnisse der Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen in
PVA und BSA-Gelen (Calcein/Propidiumjodid-Firbung).

Beispiel 1: Herstellung von maleimidfunktionalisierter BSA

250 mg BSA (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. A7030) wurden in 5 ml 1M Na-Borat (pH 8,2)
gelost. Diese Losung wurde mit 6 mg N-Maleoyl-p-Alanin (Sigma-Aldrich Kat.-Nr
63285) versetzt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Weiterhin wurden
130 mg N-Hydroxysuccinimid in 730 pl Acetonitril gelést. Danach wurden 96 mg N-
Maleoyl-B-Alanin in 570 pl der N-Hydroxysuccinimid-Losung gelost. Zu dieser
Losung wurden 80 pl Acetonitril und 80 pl Diisopropylcarbodiimid gegeben. Nach
einer S-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde tropfenweise zu der BSA-Losung unter standigem
Rithren zugegeben. Nach Inkubation von 45 min bei Raumtemperatur wurde der
Ansatz viermal gegen 500 ml PBS auf Eis dialysiert und anschliefend durch Ultrafilt-

ration auf ein Volumen von 4 ml konzentriert.

Beispiel 2: Herstellung von maleimidfunktionalisiertem PVA

120 mg Carbonyldiimidazol wurden in 3 ml 4% (w/v) PVA in DMSO (Sigma, Kat.-Nr
P8136) gelost und fiir 3 hr bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Lésung wurde
danach zu 420 pl Ethylendiamin unter Riihren zugetropft und fiir 2 Tage bei Raum-

temperatur in einem geschlossenen Gefdfl geriihrt. Aminiertes PVA wurde durch
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Zugabe von 30 ml Ethanol/Diethylether (1:5) prazipitiert und durch Zentrifugation
pelletiert. Das Pellet wurde in 3 ml PBS geldst und durch Zugabe von 2,5 M HCI auf
pH 6 gebracht. Danach wurde die Losung dreimal gegen 1 Liter 100 mM Na-Carbonat
(pH 8,2) dialysiert. Zur Funktionalisierung des aminierten PVA wurden zunéichst 75
mg N-Maleoyl-B-Alanin in 1029 pl 1M N-Hydroxysuccinimid in Acetonitril gelost
und durch Zugabe von 125 ul Diisopropylcarbodiimid aktiviert. Nach 10 min bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand wurde
tropfenweise zu der gerithrten Amin-PVA-Losung gegeben. Nach 1 hr bei Raumtem-
peratur wurde der Ansatz 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
wurde dreimal gegen 600 ml PBS dialysiert. Danach wurde der Ansatz durch Ultrafilt-

ration auf 3,5 ml eingeengt.

Statt PVA kann auch Dextran durch Maleimid- oder Thiolgruppen funktionalisiert
werden. Zur Herstellung von thiolfunktionalisiertem Dextran wurden beispielsweise
zundchst 1 g Dextran (Serva, Kat. Nr. 18690) in 10 ml wasserfreiem Dimethylsulfoxid
gelost. In dieser Losung wurden zusitzlich 100 mg Carbonyldiimidazol gelést. Nach 2
Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden 1,12 g Cystamin x 2 HCl und 1,5
ml Pyridin zugegeben. Zur vollstindigen Auflésung des Diamins wurde der Ansatz
einige Minuten im Ultraschallbad behandelt. Nach einer zweitdgigen Inkubation
wurde der Ansatz dreimal gegen 1 Liter H,O dialysiert (regenerierte Zellulosememb-
ran, MWCO 3000). Wéahrend der Dialyse wurde der Sauregehalt durch Zugabe von
HCI auf pH 6 eingestellt. Anschlieflend wurden im Dialysat 347 mg Dithiothreitol
gelost. Modifiziertes Dextran wurde sofort danach von niedermolekularen Kompo-
nenten durch Gelfiltrationschromatografie mit Sephadex G25 (HiPrep™ 26/10
Desalting Column (GE Healthcare/Life Sciences) mit S mM Na-Phosphat (pH 5) und
einer Flussrate von 10 ml/min abgetrennt. Dextran enthaltende Fraktionen wurden
vereinigt (36 ml) und anschliefend durch Dialyse zunichst gegen 1 Liter 1 mM HCI,
und anschliefend gegen 1 Liter 0,5 mM HCIl unter Stickstoffatmosphire weiter
gereinigt. Zum Schluss wurde der Ansatz durch Lyophilisation auf 9 ml eingeengt

und durch Zentrifugation von ungeldstem Material abgetrennt.
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Beispiel 3: Kopplung von Peptiden und Gelbildung

Bindung von Peptiden an Maleimid-BSA: 10 pl Maleimid-BSA wurden mit unter-
schiedlichen Mengen Peptid HW1 (Acetyl-KGLQGCGLQGK-OH; SEQ ID Nr. 1) oder
HW2 (Acetyl-KGGLQGGK-OH; SEQ ID Nr. 2) bei Raumtemperatur fiir mindestens 10
min in einem Volumen von 12 pl inkubiert. Danach wurde freies von gekoppeltem
Peptid durch Gelfiltrationschromatografie aufgetrennt und das Elutionsprofil durch
Messung der Absorption bei 214 nm bestimmt. Zur Bestimmung des Einbaus wurden
die Chromatogramme integriert. Fir HW1 wurde ein Einbau von 93% in Maleimid-
BSA und fiir HW2 ein Einbau von 10% gemessen. Dagegen konnte keine Kopplung

von HW1 an unmodifizierte BSA nachgewiesen werden.

Bindung von Peptiden an Maleimid-PVA: 4 nl Maleimid-PVA oder 2 pl 4% PVA
wurden mit 100 nmol Peptid HW1 (Acetyl- KGLQGCGLQGK-OH; SEQ ID Nr. 1) oder
HW2 (Acetyl- KGGLQGGK-OH; SEQ ID Nr.2 ) bei Raumtemperatur fiir mindestens 10
min in einem Volumen von 16 ul inkubiert. Danach wurden 20 pl einer 1:4-
Verdiinnung durch Gelfiltrationschromatografie aufgetrennt und das Elutionsprofil
durch Messung der Absorption bei 214 nm bestimmt. Zur Bestimmung des Einbaus
wurden die Chromatogramme integriert. Tabelle 1 zeigt den relativen Anteil nicht

gebundener Peptide:

Tabelle 1: Einbau von Peptiden
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Gelbildung: Beide Materialien konnten durch Zugabe eines Vernetzers mit zwei

Thiolgruppen zu Gelen umgebildet werden. Tabelle 2 zeigt typische Mengen, die zur

Gelbildung in unterschiedlichen Stirken geeignet sind.

Tabelle 2: Gelbildung

“Maleimid-BSA (u) S08| 167| 178

Maleimid PVA () | “ 308|  168| 100
Fmen | o| 17| 18| o| 18| 300
“T00 mg/ml DithioPEG | 92| 66| 54| 92| 64| 50
(3 kDa) (u) | |

Beispiel 4: Adhésion von 3T3-Zellen an Gelkomponenten

Auf nitrozellulosebeschichtete Glasobjekttrager (NMI Technologietransfer GmbH,

Reutlingen) wurden jeweils 1 pl unterschiedlicher Komponenten in einem Druckpuf-

fer (0,5% Trehalose,

1 pg/ml BSA-Tetramethylrhodamin-Konjugat (Invitrogen,
Carlsbad, CA; Kat.-Nr.A-23016) in PBS (20 mM Na-Phosphat (pH 7,2), 150 mM
NaCl)) aufgetragen. Die Objektrager wurden {iber Nacht bei Raumtemperatur gelagert
und am nichsten Tag mit Blockierlosung (Stabilguard, SurModics, Eden Prairie, MN)

eingespritht um die Flichen zwischen den Komponenten zu blockieren. Danach

wurden die Trager zweimal mit PBS gewaschen und mit einer Zellsuspension (10°

3T3-Zellen pro ml) fiir 2 Stunden geschwenkt. Danach wurde die Zellsuspension

entfernt, die Trager wurden mit Comassie-Farbelosung behandelt und fotografiert.

In Fig. 1 sind die Ergebnisse der Adhision von 3T3-Zellen auf Gelkomponenten

gezeigt, wobei in A 200 pg/ml Fibronektin eingesetzt wurden, in B eine 1:5-

verdiinnte Maleimid-PVA-Losung, in C 1 pl einer Losung bestehend aus 2 ul Malei-
mid-PVA, 0,5 pl HW9 (FITC-B-Ala-GCGYGRGDSPGSGC; SEQ ID Nr. 3 mit Fluores-
ceingruppe vor dem B-Alanin; 50 mM), 7,5 ul PBS, in D 20 mg/ml Di-Thio-PEG @3
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kDa; Rapp-Polymere Tiibingen; Kat.- Nr. 11 3000-40), in E 1:10-verdiinnte Maleimid-
BSA, und in F 1 pl einer Lésung bestehend aus 2 pl Maleimid-BSA, 0,38 ul HW9
(FITC-B-Ala-GCGYGRGDSPGSGC; SEQ ID Nr. 3 mit Fluoresceingruppe vor dem -
Alanin; 50 mM), 7,62 pl PBS.

Beispiel 5: Kultivierung von MDCK-Zellen in PVA-Gel

MDCK-Zellen (eine Epithelzelllinie aus der Hundeniere) wurden in einer Dichte von
1 Mio Zellen/ml in PVA-Gele eingesit. (Zusammensetzung des Gels: Maleimid-PVA:
10ul, PBS: 6ul, MDCK-Zellen: 10* Zellen in 10 ul PBS, Vernetzer (Dithio-PEG, 3 kDa;
100 mg/ml): 4 ul). Das Gesamtvolumen des einzelnen Gels betrug hierbei 30 pl,
wobei die 4 nl Vernetzer in das Zellkulturgefa (Nalge Nunc Int., LAB-TEK II, Cham-
bered Coverglass - Borosilicate) vorgelegt wurden. Erst nach der Fertigstellung der
restlichen Gelmischung, die auch die Zellen enthielt, wurde der Vernetzer durch 3-
maliges auf-und-ab pipettieren mit den Gelkomponenten vermischt. Innerhalb von
ca. 10 Sekunden bildete sich darauf hin ein Gel. Das Gel wurde mit 400 pl Kulturme-
dium (DMEM high Glucose, 4 mM Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 10%
Fotales Kilberserum) iiberschichtet und bei 5% CO; und 37°C in feuchter Atmosphi-
re inkubiert. Nach 7 und 15 Tagen Kultivierung der Zellen im PVA-Gel wurde eine
Aktinfarbung (TRITC-Phalloidin [0,3 pg/ml], Sigma) und Kernfirbung (Syto Green
[167 nM], Molecular Probes) zur Darstellung der MDCK-Zellen durchgefiihrt.

In Fig. 2a und 2b sind konfokale Laser Scanning Mikroskopie-Aufnahmen von
MDCK-Zysten nach 15 Tagen im PVA-Gel gezeigt. Bei der gezeigten MDCK-Zyste in
Abbildung 2 lisst die Fluoreszenzmarkierung des Aktinzytoskeletts eine Polaritat der
Zellen mit apikaler Zone in Richtung Lumen und basolateraler Zone in Richtung
PVA-Matrix vermuten. Dabei ist in Fig. 2a der optische Schnitt durch eine MDCK-
Zyste in PVA-Gel zur Darstellung des Lumens (konfokale Laser-Scanning Mikrosko-
pie) gezeigt: A: Kernfirbung mit Syto Green. B: Aktinfarbung mit TRITC-Phalloidin.
In Fig. 2b ist der optische Schnitt im dufleren Bereich durch eine MDCK-Zyste in
PVA-Gel gezeigt, wobei das Lumen nicht sichtbar ist: A: Kernfarbung mit Syto Green.
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B: Aktinfirbung mit TRITC-Phalloidin. C: Phasenkontrastaufnahme. D: Overlay von
A, B, und C.

Beispiel 6: Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen in PVA- und BSA-
Gelen

2D-Kultivierung der Zellen: Humane mesenchymale Stammzellen wurden mit
Standardmethoden in Gewebekulturflaschen (T75-Flaschen, Greiner) Kkultiviert,
durch Trypsinldsung von der Oberfliche abgelost, pelletiert, in MSC-Medium aufge-

nommen und gezdhlt.

3D-Kultivierung: Zur Einbettung von Zellen in BSA-Gelen wurden 21,6 pl Maleimid-
BSA und 19 pl Zellsuspension (50000 Zellen) in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte
platziert und durch Einmischung von 9,4 pl Vernetzungslosung (100 mg/ml Dithio-
PEG, 3000 Da) vernetzt. Zur Einbettung in PVA wurden 15,1 pl Maleimid-PVA und
28,7 pl Zellsuspension (50000 Zellen) in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte
platziert und durch Einmischung von 6,2 pl Vernetzungslosung vernetzt. Nach ca. 5
min wurden die Gelprdparate mit 250 pl Medium iiberschichtet und fiir 6 Tage bei
37°C kultiviert. Es wurde eine Calcein-Propidiumjodidfarbung durchgefiihrt und die
Gele wurden in einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Dabei zeigte sich, dass in
beiden Gelen der iberwiegende Anteil der Zellen (>95%) auch nach 6-tagiger Inkuba-

tion noch am Leben war.

In Fig. 3 sind die Ergebnisse der Calcein/Propidiumjodid-Farbung von mesenchyma-
len Stammzellen nach 6-tagiger 3-D-Kultivierung gezeigt: A: Zellen in BSA-Gel. B:
Zellen in PVA-Gel.

Beispiel 7: Beispiele fiir Zellkulturen in BSA- und PVA-Gelen
Es wurden mehrere primédre Zellpriparationen sowie Zelllinien in PVA- und BSA

Gelen erfolgreich kultiviert. Tabelle 3 gibt eine Uberblick iiber diese Versuche.

Tabelle 3; 3D-Zellkultur mit unterschiedlichen Zellarten
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Zellat  Geltyp | Kultivierungs- ' " Assays . Ergebnisse
' l dauer (Tage)
“"Humane Chondrozyten ' ‘
aus Osteoarthritischem PVA 16 Calcein, Propidiumjodid >80% Uberleben
; Knorpel :
{‘Humane Chondrozyten |~ |7 )
' aus Osteoarthritischem | BSA ' 16 ~ Calcein, Propidiumjodid >90% Uberleben
! Knorpel !
‘”MaT:E'ME?,ﬁIZEI'lﬁrﬁé""J; 'W/K”"'I - T I Caicein, Propidiumjodid l >80% Uberleben ' ]
. Maus MC3T3-Zelllinie J ‘Es‘ﬁ(“"l" T3 "]"éafi:éin,‘Pirob’i&iumjodid l >70% Uberleben J
“'Humane mesenchyma- | |~ ‘ T o
" PVA | 6 Calcein, Propidiumjodid >95% Uberleben
le Stammzellen
Humane mesenchyma- . " |7 | ]
: ¢ BSA | 6 . Calcein, Propidiumjodid >95% Uberieben
le Stammazellen :
T T T 7777 7 7777| Phasenkontrast- o
+ MDCK BSA | 6 - . Bildung von Zysten
? : » Mikroskopie
S L >50% Oberleben,
] : . Calcein, Propidiumjodid .
NIH 3T3 PVA 17 Bildung von Aggregaten
g : " (Gréfe bis zu 60um)
Foer T ;“ I R N ' ) | >50% Uberleben,
§ MDCK : PVA | 17 . Calcein, Propidiumjodid - Bildung von Zysten
: 1 ' (GréRe bis zu 100um)
—M T _[‘ I T P "7 7| Apikale und basolaterale
i ] : i
i i : ) ~ Zonen darstellbar. Bei
E i ' | Darstellung der Polaritat | den untersuchten Cysten
; MDCK f PVA 7und 15 | von Zysten durch | beide Polarititen
; i . Actinfarbung gefunden: apikal sowohl
; : ' . in Richtung Lumen als
% | : ' ' auch in Richtung Matrix.
1 . 1 {

Aus den oben aufgefiihrten Ergebnissen mit den getesteten Biomaterialien zeigt sich,
dass sowohl die eingesetzten Polymere, als auch die verwendeten Peptide herausra-

gende Beispiele fiir die erfindungsgeméfen Biomaterialien sind.
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Patentanspriiche

1. Biomaterial fiir die Kultivierung von Zellen oder Gewebe, basierend auf einem
polymeren Trager, der zumindest ein vernetzbares hydrophiles Polymer ent-
hilt, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymer mit Gruppen funktionalisiert
ist, die aus Maleimid-, Vinylsulfon-, Acrylat-, Alkylhalogenid-, Azirin-, Pyri-
dyl-, Thionitrobenzolsduregruppengruppen, oder arylierenden Gruppen aus-

gewdhlt sind.

2. Biomaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymer in

Anwesenheit von Zellen vernetzbar ist.

3. Biomaterial nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polymer ausgewihlt ist aus Polyvinylalkohol, Serumalbumin, Pullulan, Poly-
vinylpyrrolidon, Methylzellulose, Amylose, Amylopektin, Glykogen, oder Mi-

schungen davon.

4. Biomaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass

das Biomaterial ferner zumindest einen Biofaktor aufweist.

S. Biomaterial nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Biofaktor
zumindest eine Thiolgruppe aufweist, iiber welche die Biofaktoren an Malei-

midgruppen des Polymers gebunden sind.

6. Biomaterial nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass der
Biofaktor ausgewihlt ist aus Peptiden, Proteinen, Nukleinsduren, organische
Wirkstoffe, Apoptose-induzierende Wirkstoffe, adhdsionsvermittelnde Wirk-
stoffe, wachstumshemmende Wirkstoffe, entziindungshemmende Wirkstoffe,

Rezeptoragonisten- und Rezeptorantagonisten.
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Biomaterial nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Biofaktor
ausgewdhlt ist aus Proteinen der extrazelluldren Matrix, Proteinen der Zell-
oberflache, Antikorper, Wachstumsfaktoren, Zucker, Lektine, Kohlenhydrate,
Zytokine, DNA, RNA, siRNA, Aptamere, sowie bindungs- oder wirkungsrele-

vanten Fragmenten davon, oder Mischungen davon.

Biomaterial nach einem der Anspriiche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass

das Polymer tiber an Biofaktoren gebundene Zellen vernetzbar ist.

Biomaterial nach einem der Anspriiche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass

die Zellen Saugetierzellen sind.

Verfahren zur Herstellung eines Biomaterials fiir Zellkulturenanwendungen,

das die folgenden Schritte aufweist:

a) Bereitstellen eines hydrophilen Polymers,

b) Funktionalisieren des Polymers aus Schritt a) mit Maleimid oder Vinyl-

sulfon, und

©) Hinzufiigen eines Vernetzers zum Vernetzen des in Schritt b) funktio-

nalisierten Polymers.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es ferner den
Schritt a)’ aufweist:

’

a) Aminierung des Polymers.

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass es ferner
nach Schritt b) den Schritt b)’ aufweist:



WO 2009/010232 PCT/EP2008/005643

13.

14.

1S.

16.

17.

18.

23

b)’ Hinzufiigen von und Inkubieren mit Biofaktoren und/oder Zellen, ins-

besondere Sdugetierzellen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass
das Polymer ausgewihlt ist aus Polyvinylalkohol, Serumalbumin, Pullulan, Po-
lyvinylpyrrolidon, Methylzellulose, Amylose, Amylopektin, Glykogen, oder

Mischungen davon.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass
der Biofaktor ausgewdhlt ist aus Peptiden, Proteinen, Nukleinsduren, organi-
sche Wirkstoffe, Apoptose-induzierende Wirkstoffe, adhasionsvermittelnde
Wirkstoffe, wachstumshemmende Wirkstoffe, entziindungshemmende Wirk-
stoffe, Rezeptoragonisten- und Rezeptorantagonisten, und insbesondere aus
Proteinen der extrazelluliren Matrix, Proteinen der Zelloberfliche, Antikorper,
Wachstumsfaktoren, Zucker, Lektine, Kohlenhydrate, Zytokine, DNA, RNA,
siRNA, Aptamere, sowie bindungs- oder wirkungsrelevanten Fragmenten da-

von, oder Mischungen davon.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Biofaktor
ausgewdihlt ist aus Proteinen der extrazelluliren Matrix, Wachstumsfaktoren,

bindungs- oder wirkungsrelevanten Fragmenten davon, oder Mischung davon.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass

der Vernetzer in Schritt c) ausgewahlt ist aus thiolfunktionalisiertem PEG.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass

ein Biomaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 8 hergestellt wird.

Verwendung von Maleimid, Vinylsulfon, Acrylat, Alkylhalogenid, Azirin,
Pyridyl, oder Thionitrobenzolsdure, zur Modifizierung von hydrophilen Poly-

meren fiir die Herstellung eines Biomaterials fir Zellkulturanwendungen.
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19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Herstellung eines Biomaterials nach einem

der Anspriiche 1 bis 9.
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Relevant to claim No.

X LEVESQUE STEPHANE G ET AL: “Synthesis of
enzyme-degradable, peptide-cross-linked
dextran hydrogels."

BIOCONJUGATE CHEMISTRY 2007 MAY-JUN,

vol. 18, no. 3, May 2007 (2007-05), pages
874-885, XP002504996

ISSN: 1043-1802

page 877, right-hand column, paragraph 3 -
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figure 1
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KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGE 0E(?)JSTI\NDES

A.
INV. C12N5/00 C12M3

Nach der Inlernationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nalionalen Klassifikation und der IPC

8. RECHERCHIERTE GEBIETE : .

Recherchiener Mindestprutstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbole )

CiZ2N Cl2M

Recherchiene, aber nicht zum Mindestpritstoff gehdrende Verdtenllichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Wahrend der intermnationalen Recherche konsulliernte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und ewvil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data, COMPENDEX

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategone* | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X NIE T ET AL: "Production of 1-19
heparin-functionalized hydrogels for the
development of responsive and controlled
growth factor delivery systems”

JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE -
PROCEEDINGS OF THE THIRTHEENTH
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON RECENT ADVANCES
IN DRUG DELIVERY SYSTEMS 20071008 ELSEVIER
NL,

Bd. 122, Nr. 3, 10. Mai 2007 (2007-05-10),
Seiten 287-296, XP022255961

online

Seite 288, rechte Spalte, Absatz 3 - Seite
289, linke Spalte, Absatz 2

-/

Weitere Verotfenttichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Palentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Verdflentlichungen 'T* Spalere Veroftentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum

pe A . ; i oder dem Proritatsdalum verdffentlicht worden ist und mit der
A Vaetr)gfrti?ég?;tg\%égfng:?saégggﬁger: asrggggeg::\ Tstechmk definient, Anmeldung nicht kollidient, sondern nur zum Verstandnis des der

Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

‘E* alleres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben isl , i
Anmeldedalum verdffentlicht worden ist *X* Verdfientlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte E rfindung

‘L' Verdffentlichung. die geeignel ist, einen Prioritalsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Verdtfentlichung nichi als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdtientlichungsdatum einer erfinderischer Taligkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Verdfienllichung belegt werden e+ yeesientlichung von besonderer Bedeulung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erinderischer Tatigkeil beruhend belrachtel

. ausgefuhrt) i ) o werden, wenn die Verdfientlichung mi einer oder mehreren anderen

O* Verdientlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, ) verdtfentlichungen dieser Kalegorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist

*P* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht warden ist *&" Veroftentlichung. die Mitglied dersetben Patentfamitie ist

Datum des Abschlusses der inlernationalen Recherche Absendedatum des inlernationalen Recherchenberichis
27. November 2008 09/12/2008
Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde Bevollmachtigter Bediensteter

Europaisches Paleniami, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel.(+31-70) 340-2040, o
Fax (+31-70) 340-3016 Manu, Dominique
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C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie*

Beispiel 3

Bezeichnung der Verdfientlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X LEVESQUE STEPHANE G ET AL: "Synthesis of 1-19

enzyme-degradable, peptide-cross-1linked

dextran hydrogels." :

BIOCONJUGATE CHEMISTRY 2007 MAY-JUN,

Bd. 18, Nr. 3, Mai 2007 (2007-05), Seiten

874-885, XP002504996

ISSN: 1043-1802

Seite 877, rechte Spalte, Absatz 3 - Seite

879, linke Spalte, Absatz 1

Abbildung 1
X EP O 844 252 A (REMACLE JOSE [BE] REMACLE 1-9,18,

JOSE) 27. Mai 1998 (1998-05-27) 19

Fomblatt PCT/ISA/210 (Fornseizung von Blatt 2) (Aprit 2005)
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Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefuhrtes Patentdokument Veréffentlichung Patenttamilie ‘ Verbffentlichung

EP 0844252 A 27-05-1998  KEINE

Fomblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentlamilie) (Aprit 2005)
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