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Zusammenfassung

Das Gehirn ist eines der komplexesten und filigransten Organe unseres Koérpers. Die
Verwobenheit und Komplexitat des Netzwerks flhrt dazu, dass eine Verletzung im Gehirn
zu unterschiedlichen Erkrankungen wie zum Beispiel Alzheimer fUhren kann. Um
geeignete Medikamentenstoffe zur Behandlung von Gehirnerkrankungen zu entwickeln,
sind Tierversuche unabdingbar. Dem Tissue Engineering als Ersatzverfahren fur
Tierversuche wird derzeit groBe Beachtung geschenkt. Das Ziel ist es, biologische
Ersatzgewebe zu entwickeln, um organspezifische Experimente in vitro durchzuflhren.
Die Nachbildung einer mdglichst koérperahnlichen Mikroumgebung ermdglicht es,
neuronale Netzwerke in vitro zu erforschen sowie Medikamentenstoffe an diesen
Konstrukten testen zu konnen. Das ermdglicht ein potenziell effizienteres und
kostengunstigeres Testverfahren von Wirkstoffen auf ihre Bioverfigbarkeit und

Halbwertszeit, Resorption und Aufnahme.

Das Ziel dieser Arbeit war es zum einen dreidimensionale (3D), mikro-physiologische
neuronale Netzwerke zu erstellen, die auf einfache Art repliziert werden kdénnen und
gleichzeitig langzeitig neuronale Aktivitat zeigen. Um das Wachstum von funktionalen,
neuronalen 3D Geweben mit konfigurierbarer Steifheit und Porositat herzustellen, wurde
methacrylierte Gelatine (GelMA) als semi-synthetisches Polymer ausgewahlt und
synthetisiert. Die Methacrylierung von Gelatine ermdéglicht somit die Konfigurierbarkeit
des Hydrogels einerseits mit den biokompatiblen Eigenschaften eines naturlichen
Polymers und andererseits mit der Reproduzierbarkeit und Regulierbarkeit eines
synthetischen Polymers. Das flihrt zu einer hohen Lebensfahigkeit der Neuronen im Gel
sowie einer hohen Replizierbarkeit des Gels. In dieser Arbeit konnte ein Protokoll
entwickelt werden, das es ermdglicht, GelMA zuverlassig in gleichbleibend guter Qualitat
zu synthetisieren. Dies wurde im Syntheseprozess besonders durch eine regulierte
Methacylat Anhydrit (MA) Beigabe zur gelésten Gelatine ermoglicht. Die Quervernetzung
erfolgte mit Irgacure 2959 und ermdglichte durch die gute Funktionalitéat von GelMA eine

niedrige UV-Bestrahlungszeit (1 W/cm? fiir 25 Sekunden). Das schaffte die Basis dafr,
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Neuronen in Langzeitkultur zu einem funktionalen 3D Gehirngewebemodell zu kultivieren.
Um die Funktionalitit des 3D neuronalen Gewebes zu untersuchen wurden

beispielsweise die Kalziumsignale und die Synapsen Formierung untersucht.

In einem zweiten Schritt wurde ein 3D organotypisches, vaskuldres System
weiterentwickelt. Der sogenannte y3DVasc 2.0 ist ein Chip, der mit Mikrofluidiktechnik auf
Basis des Thermoformens entwickelt wurde. Er besteht aus einem artifiziellen
Mikrokanalsystem, das durch eine dinne, porése Membran von einer 3D-Zellkultur
getrennt ist. Die Weiterentwicklung bestand darin, die auBere Kammer so zu verkleinern,
dass ein eingebrachtes 3D-Gewebe durch einen mikrofluidischen Fluss durch den inneren
Kanal ausreichend mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt wird. Das liefert die Basis fir
die Entwicklung einer 3D neuronalen Struktur im py3DVasc 2.0 Chip mit einer integrierten
Blut-Hirn Schranke, die somit das Hirnmodell nachahmt.

Diese 3D funktionalen, neuronalen Netzwerkgewebe kénnen einen Beitrag dazu leisten,
die molekulare Basis von Erkrankungen des Gehirns besser zu verstehen und Biomarker
fur Krankheiten wie Alzheimer zu finden. Sie kénnen als Instrument zum Testen von
Medikamentenstoffen dienen. Durch die simple Herstellung des Hydrogels und einfache
Modifizierbarkeit der physikalischen Eigenschaften von GelMA kénnen die kunstlich
hergestellten Gewebe des Weiteren dazu genutzt werden, weitere Organe in vitro
nachzuahmen. Somit hat diese Methode das Potenzial, die Forschung unserer Zukunft
grundlegend zu verandern, indem sie eine Basis flr wissenschaftliche Forschung schafft,

die besonders klinische Losungen erméglicht.
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Abstract

The brain is the most complex organ of the body, allowing humans to achieve a unique
consciousness. The intertwined and complex network explains why damage to the circuit
may manifest itself in various forms of developmental diseases, psychiatric disorders, or

neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease.

In order to study defined molecular pathways, in vitro studies are indispensable. In order
to create in vitro models, bioengineering tools can be leveraged to accelerate our
understanding of for example neural circuits that may lead to faster and less expensive

development of new drugs, drug targets, and therapies.

The first goal of this thesis was to create 3D microphysiological neuronal networks that
are easily replicated and show long-term activity. The synthesis of gelatin methacryloyl
(GelMA), a semi-synthetic polymer that can be polymerized into hydrogels, is a robust
way to allow the growth of functional neuronal tissues in 3D with tunable stiffness and
porosity. The methacrylation of GelMA allowed the formation of a tunable hydrogel with
the biocompatible properties of natural polymers and the reproducibility and controllable
characteristics of synthetic polymers, resulting in high viability of cells and replicability of
gels. This work was able to develop a protocol that reliably yields a methacrylated GelMA
to create hydrogels enabled by careful monitoring of methacrylic anhydride (MA) addition
to heated and dissolved gelatin solution during the synthesis process. The reproducibility
and good functionality of GelMA allows the use of very low irradiation (1 W/cm? for 25
seconds) of the cell-encapsulated pre-GelMA solution thus minimizing the impact on the
cells in the 3D tissue. In this study, Irgacure 2959 was utilized as a photoinitiator to
crosslink gelatin with UV-light as a means to polymerize the GelMA solution into a
hydrogel. This resulted in an innovative tool to grow neurons long term in 3D functional
tissues to build a brain surrogate model. The 3D bio-fidelity and neuronal network
formation was for instance assessed in the form of calcium signaling and synapse

formation.
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In a second step, an organ-on-chip microfluidic device structure, y3DVasc 2.0, was
refined to allow an incorporation of a 3D matrix adjacent to an artificial microfluidic blood
vessel. The refined structure was validated for its barrier functionality and has the potential
to implement the functional neuronal network into the outer channel of the microfluidic
device, thus mimicking a brain-on-chip environment. Therefore, the next step would be to
join the previously established blood-brain barrierin the ug3DVasc 2.0 with the 3D neuronal

tissue developed in this work.

These functional 3D neuronal network tissue constructs can be used to model brain iliness
and identify disease mechanisms and biomarkers of for instance Alzheimer’s disease thus
serving as a tool to facilitate the testing of chemicals for drugs. These engineered tissues
could further be used to engineer other organs in vitro due to its facile hydrogel creation
and easily adjustable gel stiffness and composition. This has the potential to shape our
future of creating broadly applicable platforms for scientific discovery, providing clinical

solutions.
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