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I m Gebiet der Gewebe- und Organregeneration ist die
moglichst naturgetreue Nachbildung der zelluldaren Mikro-
umgebung von entscheidender klinischer Bedeutung. Le-
bendes Gewebe ist ein komplexer Zusammenschluss von
Zellen, die in eine extrazelluldre Matrix (ECM) eingebettet
sind. Bei der ECM handelt es sich um ein hierarchisch orga-
nisiertes Hydrogel, das aus Polysacchariden und Proteinen
mit spezifischen biochemischen und biomechanischen Funk-
tionen besteht.!! Die gezielte Steuerung der dreidimensio-
nalen (3D) Mikroumgebung von Zellen ist aber nicht nur fiir
die Gewebeziichtung von Bedeutung, sondern bietet dariiber
hinaus die Moglichkeit, Zellen in biologisch relevanteren
Systemen untersuchen zu konnen. Wissenschaftler haben sich
diesen Aspekten mit raffinierten Modellen genihert, indem
sie Materialien mit zellbiologischen Konzepten kombiniert
haben, um so spezifische zelluldre Funktionen mit kontrol-
lierbaren Auslosereizen zu verkniipfen.”” Beispiele fiir solche
Reize sind Zelladhésionsliganden, Zytokine/Wachstumsfak-
toren, mechanische Eigenschaften des Substrats (d.h. Stei-
figkeit, Porositit), der Ubergang von 2D- zu 3D-Architektu-
ren und viele weitere Varianten, die in diversen Zelltypen
untersucht wurden.

Die Einfithrung von 3D-Materialien ebnete den Weg zu
einem besseren Verstindnis von Zellen, allerdings traten
auch bald die Einschriankungen dieser Materialien klar her-
vor. Ein typisches System besteht aus einer statischen Ar-
chitektur mit festgelegten Auslosereizen, etwa einem Netz-
werk aus elektrogesponnenen Fasern oder einem pordsen
Hydrogel mit willkiirlich verteilten bioaktiven Molekiilen.*!
In den meisten Féllen besitzen diese bisherigen Systeme ein
schlecht definiertes rdumliches Muster der biologischen
Komponenten. Eine ideale Gelmatrix sollte hingegen den
dynamischen Eigenschaften der Zellen und ihrer Mikroum-
gebung Rechnung tragen. Demzufolge wire eine Gelstruktur,
die sowohl iiber eine hohe rdumliche Auflésung als auch tiber
eine genaue zeitliche Kontrolle der Auslosereize verfiigt, von
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groBem Nutzen, um das Verhalten von Zellen in einem dy-
namischen Netzwerk zu untersuchen.

DeForest und Anseth konnten nun zeigen,[‘ﬂ dass eine
dreidimensionale rdumliche Musterung der Hydrogelmatrix
mithilfe bioorthogonaler Photoreaktionen zum Anbringen
und Abspalten funktioneller Gruppen realisiert werden kann.
Das Vorgehen ermoglicht eine dynamische Kontrolle des
perizelluldren Raums und die Untersuchung der Antwort von
Zellen auf biochemische Verdnderungen in ihrer lokalen
Umgebung. Die Verwendung von Multiphotonenchemie zur
3D-Immobilisierung von Proteinen oder anderen Signal-
motiven wurde zuvor bereits durch andere Gruppen be-
schrieben,®”! DeForest und Anseth haben diese Strategie
aber durch die Kombination von drei bioorthogonalen che-
mischen Prozessen entscheidend weiterentwickelt (Abbil-
dung 1). Im ersten Schritt verwenden die Autoren eine
strangvermittelte Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC; strain-
promoted azide-alkyne cycloaddition) zur Bildung des Hy-
drogels.! Die als Vernetzer dienende Bis(azido)-Verbindung
weist eine Alkenylfunktion auf, die eine Thiol-En-Klickre-
aktion® zur Einbindung des zellbindenden Peptids in das
Hydrogelnetzwerk eingehen kann. Jedes Peptid trigt auBBer-
dem einen photospaltbaren o-Nitrobenzylether, iiber dessen
Abspaltung eine rdumlich-zeitliche Kontrolle iiber die Li-
ganden erreicht wird. Die Anwendung von zwei Klick-Pro-
zessen, d.h. der SPAAC- und der Thiol-En-Reaktion, in
Verbindung mit einem multifunktionellen molekularen De-
sign bietet einen raffinierten Ansatz zur Untersuchung eines
breiten Spektrums bioaktiver Motive mit guter rdumlich-
zeitlicher Kontrolle.

Des Weiteren wurde dieser Prozess genutzt, um lineare
oder exponentielle Gradienten zellbindender Einheiten mit-
hilfe eines benutzerdefinierten Gradienten der Lichtein-
strahlung zu erzeugen. Solche funktionell regulierbaren Ma-
terialien mit der Moglichkeit rdumlich-zeitlicher Kontrolle
bieten leistungsfahige Verfahren zur Untersuchung vieler
biologischer Prozesse, wie z.B. der Richtung des retinalen
Neuronenauswuchses oder des Knochen-Muskel-Kontakts
mit Sehnen- oder Bianderregeneration.'“!!l Das Konzept der
positionellen Information, dass also eine Zelle ihre Position
im Gradienten ,.kennt” und ihre weitere Entwicklung fest-
legt, kann mit dem von DeForest und Anseth beschriebenen
3D-Modell weiter ausgearbeitet werden. Vollzieht z.B. eine
Zelle einen Positionswechsel (z.B. wenn das Band vom
Knochen zum Muskel iibergeht), so folgen die umgebenden
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Abbildung 1. Syntheseansatz mit drei bioorthogonalen Reaktivititen. Das Hydrogelnetzwerk wird durch strangvermittelte Azid-Alkin-Cycloaddition
(SPAAC) zwischen Polyethylenglycol mit Difluorcyclooctin-Endgruppen und Bis(azido)-Crosslinkern gebildet. Diese Ankerpunkte (gekennzeichnet
durch graue Kreise und eine rot hervorgehobene Linie) enthalten auerdem eine iiberhingende Alkenylgruppe fiir die photoinduzierbare Thiol-En-
Reaktion, die bioaktive Liganden regioselektiv fixiert. Der Ligand 1 tragt eine reaktive Sulfhydrylgruppe (rot) fiir die Thiol-En-Reaktion und eine
biologisch relevante fluoreszierende Peptidgruppe (griin), die iiber einen photospaltbaren o-Nitrophenylether (blau) gebunden ist. Um die chemi-
sche Selektivitdt und raumliche Aufldsung zu demonstrieren, werden zwei unterschiedliche fluoreszenzmarkierte Liganden (rot und griin) durch
Thiol-En-Reaktion in einer helicalen Anordnung positioniert (Einschub unten rechts). Die Liganden mit rot fluoreszenzmarkierten Peptidkonjuga-

ten werden durch die Spaltung der o-Nitrobenzylgruppe selektiv entfernt, sodass nur die Liganden mit dem griinen Fluorophor zuriickbleiben

(Einschub unten links).

Signaleinheiten spezifischen Gradienten und Mustern des
natiirlichen Gewebewachstums oder sogar der embryonalen
Entwicklung.'>™¥) Bei Verwendung statischer 3D-Matrizen
wiirden die Zellen in einer einzigen artifiziellen Entwick-
lungsstufe verharren, solange bioaktive Signale nicht zeitlich
und rédumlich verdndert werden konnen. Mit der rdumlich-
zeitlichen Steuerung konnten Molekiile ,,zur rechten Zeit am
rechten Ort“ und moglicherweise mit der richtigen Konzen-
tration zur Erkennung der Schwellenwerte zur Auslosung der
Signalerkennung positioniert werden.

Das hier beschriebene System fiihrt In-vitro-Experimente
einen Schritt ndher an physiologisch relevante Systeme heran.
Die Eleganz des von DeForest und Anseth beschriebenen
Systems riithrt von der einfachen Chemie her, die sich sogar in
einer lebenden Zelle ausfiihren ldsst. Diese Ansétze sollten
uns letztlich helfen, ,intelligentere” Biomaterialien zu ent-
werfen, um damit ein besseres Verstindnis der Wechselwir-
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kungen zwischen Zellen und ihrer Mikroumgebung zu er-
langen.
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