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PROJEKTZIEL

Ziel des Projektes waren enzymatisch katalysierte Modifikationen an Kollagenmaterial fur medizinische An-
wendungen. Die Enzyme sollten dabei Quervernetzungen im Kollagen induzieren, die dem Material eine
hohere Widerstandsfahigkeit gegentber thermischem, mechanischem und enzymatischem Abbau verlei-
hen. Als zweites Ziel sollten globuldre Signalproteine, speziell Cytokine, kovalent an kollagenes Material
gekoppelt werden, um die Funktionalitat des Kollagens als Implantatmaterial zu erhéhen. Die kovalente An-
bindung sollte dabei eine verzogerte Freisetzung der Cytokine gegenuber einer rein physikalischen Adsorp-

tion bewirken.

LOSUNGSWEG

FUr die Reaktivierung des Kollagens wurden Enzyme aus der Klasse der Oxidoreduktasen, speziell Mono-
und Polyphenoloxidasen, ausgewahlt. Diese katalysieren die Oxidation bestimmter Aminosauren im Kolla-
gen, z. B. Tyrosin, die zu reaktiven Gruppen, z. B. o-Chinonen, oxidiert werden, die dann mit nucleophilen
Aminosauren zu kovalenten Quervernetzungen reagieren konnen. Des Weiteren wurden Substratmolekile
eingesetzt, die von den entsprechenden Enzymen zu reaktiven Substanzen oxidiert werden und als

Quervernetzer fungieren konnen.

Ausgewahlt wurden Tyrosinase, verschiedene Laccasen und Galactoseoxidase. Als Substratmolekule wur-
den Catechin, Chlorogensaure und Galactose verwendet. Als kollagene Matrix wurde saureldsliches Rinder-

kollagen sowie gemahlenes Schwei-nekollagen und intakte Schweinehaut verwendet.

ERGEBNISSE

Eine kovalente Quervernetzung wurde nach Behandlung des Kollagens mit Tyrosinase Agaricus Bisphorus

und Laccase Agaricus Bisphorus nachgewiesen. Die Aktivitat der Enzyme ist dabei gegenuber saureldsli-
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chem und gemahlenem Kollagen hoher als gegentber intakter Haut. Wesentlich starkere Vernetzungsef-

fekte konnten durch die Behandlung mit enzymatisch oxidierten Substratmolekulen detektiert werden.

FUr die weitere Funktionalisierung wurde VEGF165, ein Wachstumsfaktor fUr Endothelzellen, an saurel6s-
liches Kollagen gekoppelt. Die Kopplung wurde dabei mit Tyrosinase katalysiert. Es wurde nachgewiesen,
dass eine kovalente Ankopplung stattfindet und dabei die biologische Aktivitat des VEGF165 erhalten bleibt.
Erste Survival- und Proliferationsexperimente mit humanen Endothelzellen (HUVECs) zeigen sowohl ein
verbessertes Uberleben von HUVEC-Zellen auf dem funktionalisierten saureldslichen Kollagen als auch

eine erhohte Proliferation gegentber unbehandeltem Kollagen.
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