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Hydrogele sind eine wichtige Klasse von Biomaterialien f�r
Anwendungen in der regenerativen Medizin[1] und f�r die
gesteuerte Freisetzung von therapeutischen Biomolek�len.[2]

Dies liegt vor allem an ihren mechanischen Eigenschaften,
die vielen Objekten in lebenden Systemen �hnlich sind.
Daher sind Hydrogele ideale Ger�ststrukturen f�r die Ver-
kapselung, die Stabilisierung, die Kultivierung und den
Transport von lebenden Zellen,[2a] Proteinen[3] und Oligonu-
kleotiden.[4] Entscheidend f�r diese Anwendungen ist die
Freisetzung dieser biologischen Objekte mit pr�ziser Steue-
rung des Zielortes sowie der Freisetzungsgeschwindigkeit.[5]

Um dieses Ziel zu erreichen, sind der Abbau des Hydrogels
durch Spaltung von chemischen Bindungen innerhalb des
Polymernetzwerkes, die darauffolgende Auflçsung des Gels
und die Freisetzung der verkapselten G�ste eine erfolgver-
sprechende Strategie. Außer den photolytischen,[6] hydroly-
tischen[7] und enzymatischen[8] Abbaumechanismen ist auch
die saure Hydrolyse bestens f�r Anwendungen geeignet, die
eine gesteuerte Freisetzung erfordern.[9] Da Protonen f�r ihre

zentrale Rolle in der Zellkommunikation bekannt sind,[10]

kçnnten verkapselte Zellen aktiv die Hydrogelmatrix auflç-
sen, wodurch sie direkten Einfluss auf die Zelldifferenzie-
rung,[8] -proliferation[11] und -migration[12] nehmen kçnnen. Im
Unterschied zum enzymatischen Abbau, der diffusionskon-
trolliert ist,[13] zeigt die saure Hydrolyse keine Diffusionsli-
mitierung, da die geringe Grçße der Protonen als Katalysator
vernachl�ssigbar ist. Demzufolge h�ngt die Abbaukinetik
ausschließlich von der Spaltung der chemischen Bindung ab,
und somit kann die Freisetzung der G�ste am Zielort pr�zise
gesteuert werden.

Sauer spaltbare Hydrogele wurden k�rzlich durch freie
radikalische Vernetzung[14] und Kupfer(I)-katalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (CuAAC) hergestellt.[15] Allerdings sind
die Methoden nicht f�r die Verkapselung von empfindlichen
Biomolek�len geeignet, da diese von freien Radikalen oder
Metallionen gesch�digt werden kçnnen.[16] Um jedoch eine
homogene und effiziente Verkapselung zu erreichen, m�ssen
die Zellen w�hrend der Bildung des Hydrogels verkapselt
werden. Folglich sind milde Vernetzungsreaktionen nçtig, die
1) orthogonal zu den funktionellen Gruppen der Biomole-
k�le sind, 2) nicht zytotoxisch sind und 3) schnell bei 37 8C
ablaufen.[5] Die spannungskontrollierte Azid-Alkin-Cycload-
dition (SPAAC) erf�llt diese Voraussetzungen[17] und wurde
k�rzlich f�r die Verkapselung von lebenden Zellen in ma-
kroskopischen Hydrogelen verwendet.[18] Wenngleich dieser
Ansatz aussichtsreich ist, konnte keine Freisetzung der Zellen
unter physiologischen Bedingungen erreicht werden. Dies ist
allerdings f�r die Zelltherapie und f�r Anwendungen in der
zellul�ren Biophysik notwendig.[19] Dar�ber hinaus sind Hy-
drogelpartikel mit Grçßen im Mikrometerbereich (Mikro-
gele) viel besser als makroskopische Hydrogele f�r diese
Anwendungen geeignet, da Mikrogele die exakte Steuerung
der zellul�ren Mikroumgebung ermçglichen.[20] Zus�tzlich
kçnnen Mikrogele mit Mikropipetten und Mikrospritzen ge-
handhabt werden.[21]

Hier pr�sentieren wir einen neuen Mikrogelbaukasten f�r
die bioorthogonale Verkapselung von lebenden Zellen durch
SPAAC und ihre programmierte Freisetzung durch Hydro-
lyse von Benzacetalen. Wir kombinierten diese Chemie mit
Trçpfchen-basierter Mikrofluidik,[19a, 22] um S�ugetierzellen in
stimuliresponsiven Mikrogelen zu verkapseln (Abbildung 1).
Die Verwendung von unterschiedlich substituierten Benz-
acetalen als pH-spaltbare Linker, angebracht an einem den-
dritischen Baustein, ermçglichte die Steuerung der Freiset-
zungskinetik im interessanten pH-Bereich zwischen 4.5 und
7.4, ohne dabei die urspr�nglichen mechanischen Eigen-
schaften der Matrix zu ver�ndern. Diese beiden Parameter
sind daf�r bekannt, vorwiegend �ber das Schicksal der Zellen
zu entscheiden.[23] Folglich ist unser Ansatz dem konventio-
nell verwendeten enzymatischen Hydrogelabbau, bei dem die
Abbaukinetik nur durch die Ver�nderung des urspr�nglichen
Vernetzungsgrades angepasst werden kann, �berlegen.[8]

Um nicht spezifische Hydrogel-Zell-Wechselwirkungen
zu verhindern, verwendeten wir zytokompatibles dendriti-
sches Polyglycerin (dPG) und lineares Poly(ethylenglycol)
(PEG)[15,24] als bioinerte Mikrogelbausteine.[25] In der hier
vorgestellten Studie wurden homodifunktionales PEG-Di-
cyclooctin (PEG-DIC) und dPG-Polyazid hergestellt und als
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Makromonomere f�r die In-situ-Vernetzung durch SPAAC
verwendet. Ein Mikrogelabbau bei niedrigem pH-Wert
wurde ermçglicht, indem die Bindung des Azids an dPG �ber
einen s�urelabilen Benzacetallinker erfolgte. Zun�chst
wurden heterodifunktionale Linker synthetisiert, die eine
terminale Azid- und Dimethylacetalgruppe trugen
(Schema 1). Durch die Verwendung von aromatischen
Kernsegmenten, die entweder eine elektronenschiebende
Methoxygruppe in ortho-Position zum Aldehyd (1a) oder ein
Wasserstoffatom (1b) tragen, ist es mçglich, die Abbaukine-
tik des Acetals zu steuern, da diese stark von der Elektro-
nendichte des Acetals abh�ngt.[26] Diese Synthese basiert auf
para-Hydroxybenzaldehyd als Ausgangssubstanz, da Pheno-
late exzellente Nukleophile f�r Kupplungsreaktionen mit
elektrophilen Aziden 2 sind. Durch die hohen Ausbeuten der
Reaktionen und durch die kommerzielle Verf�gbarkeit der
Startmaterialien konnte die Synthese dieser Verbindungen im
Multigramm-Maßstab erfolgen. Anschließend wurden die
Aldehyde 3a und 3b durch die Bildung von Dimethylacetalen
aktiviert, wodurch die Zwischenprodukte 4a und 4b erhalten
wurden. Die Linker konnten durch eine s�urekatalysierte
Transacetalisierung an dPG gekuppelt werden, wobei Reak-
tionsbedingungen, wie k�rzlich von uns und anderen Ar-
beitsgruppen verçffentlicht, verwendet wurden.[15, 27] Dadurch

Abbildung 1. Zellverkapselung und Freisetzung: A) Unterschiedliche dPG-Azid-Makromonomere P1–P3 mit s�urespaltbaren Linkern unterschiedli-
cher Hydrolysekinetik und PEG-Dicyclooctin wurden hergestellt. Eines der dPG-Makromonomere, der PEG-Dicyclooctin-Vernetzer und NIH3T3-
Zellen wurden in eine Mikrofluidikeinheit injiziert, die dazu diente, monodisperse, mikrometergroße Trçpfchen herzustellen. Anschließende
Durchmischung der drei Fl�ssigkeiten innerhalb der monodispersen Tropfen f�hrte zur Tropfengelierung durch SPAAC. B) Dadurch wurden mikro-
metergroße, zellbeladene Hydrogelpartikel M1–M3 gebildet. Die �berlebensrate der verkapselten Zellen betrug �ber 94%. Dies wurde mithilfe
von Fluoreszenz-basierten „Live-Dead-Assays“ ermittelt, die lebende Zellen in Gr�n und tote Zellen in Rot anf�rben. C) Die Inkubation der Mikro-
gele M1–M3 bei pH 7.4, 37 8C und 5% CO2 f�hrte zu einer Auflçsung von M1 nach drei Tagen und einer Freisetzung der Zellen mit einer
unver�nderten �berlebensrate von 96 %. Unter diesen Inkubationsbedingungen zeigten die Mikrogele M2 keinen vollst�ndigen Abbau, und auch
nach zweiwçchiger Inkubation wurde keine Freisetzung der Zellen beobachtet. Die Inkubation der Mikrogele M2 bei pH 6.0, 37 8C und 5% CO2

f�hrte zu einer vollst�ndigen Auflçsung der Partikel nach drei Tagen und einer Freisetzung der Zellen mit einer unver�nderten �berlebensrate von
94%. Die Mikrogele M3 zeigten keine Auflçsung bei pH-Werten zwischen 6.0 und 7.4.

Schema 1. Allgemeines Reaktionsschema f�r die Herstellung der s�u-
relabilen dPG-Polyazide (P1 und P2) und des stabilen dPG-Polyazids
(P3) mit einem Funktionalisierungsgrad von 6%. Es wurden folgende
Reaktionsbedingungen verwendet: a) Aceton, K2CO3, R�ckfluss, 12 h,
81%; b) Methanol, Trimethylorthoformiat, PTSA, R�ckfluss, 1 h, voll-
st�ndige Umsetzung; c) DMF, PTSA, RT, 3 h, 80%; d) DMF, PTSA, RT,
3 h, 83%; e) synthetisiert entsprechend einer verçffentlichten Vor-
schrift.[28] PTSA= para-Toluolsulfons�ure, Ts = Tosyl.
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konnten zwei Azid-funktionalisierte dPG-Makromonomere
mit unterschiedlicher Abbaukinetik (P1 und P2) hergestellt
werden. Zus�tzlich synthetisierten wir nichtabbaubares dPG-
Azid (P3) als Kontrollsubstanz.[28] Da Azide in vielen weite-
ren chemischen Reaktionen Verwendung finden und zus�tz-
lich in andere n�tzliche reaktive Gruppen umgewandelt
werden kçnnen,[29] wird dieser Ansatz breiten Nutzen f�r
Anwendungen finden, die eine stimuliresponsive Bindungs-
spaltung erfordern. F�r die Synthese von PEG-DIC verwen-
deten wir eine Vorschrift von van Delft et al.[30] und synthe-
tisierten Cyclooctine mit Carbonatfunktionalit�ten. Dabei
konnte der PEG-DIC-Vernetzer �ber eine Carbamatbindung
zwischen PEG-Diamin und dem aktivierten Cyclooctin ge-
bildet werden.

Mit diesen neuen Makromonomeren konnten mithilfe
Trçpfchen-basierter Mikrofluidik die NIH3T3-zellbeladenen
Mikrogele M1–M3 mit unterschiedlicher Abbaukinetik her-
gestellt werden (Abbildung 1A; Hintergrundinformationen
(SI) f�r weitere Details). Die Mikrogele quollen im Zellme-
dium auf eine einheitliche Grçße von 170 mm an und ent-
hielten gleichm�ßig verteilte Zellen (Abbildung 1B).

Um den Quellungsgrad und damit die mechanischen Ei-
genschaften der Mikrogele konstant zu halten, wurden dPG-
Polyazid-Makromonomere P1–P3 mit dem gleichen Mole-
kulargewicht und Funktionalisierungsgrad verwendet. Au-
ßerdem enthielten alle Mikrogele M1–M3 den gleichen
Anteil an Polymer (217 gl�1). Durch die Verwendung von
Modellmikrogelen[22a] mit der gleichen Zusammensetzung
wie jener der zuvor berichteten Mikrogele, jedoch ohne ein-
gekapselte Zellen, konnten wir gravimetrisch den massebe-
zogenen Quellungsgrad bestimmen. Hierbei gilt Q = wnass/
wtrocken, wobei wnass die Masse des gequollenen und wtrocken die
Masse des trockenen Mikrogels ist. F�r die abbaubaren und
die stabilen Mikrogele wurden nahezu identische Q-Werte im
Bereich zwischen 20 und 26 erhalten. Somit konnte die
�berlebensrate der Zellen in den drei unterschiedlichen
Mikrogelproben M1–M3 in Abh�ngigkeit ihrer Abbaukine-
tik, aber unabh�ngig vom urspr�nglichen Quellungsgrad un-
tersucht werden. Nach einem Tag der Verkapselung konnten
exzellente Zell�berlebensraten von �ber 94% in allen Mi-
krogelproben erhalten werden (Abbildung 2A und Abbil-
dung S3 (SI)). Sogar eine Woche nach der Zellverkapselung
und -kultivierung bei pH 7.4, 37 8C und 5% CO2 war keine
Minderung der Zell�berlebensrate in den Mikrogelen M2

und M3 festzustellen. Im Falle des Mikrogels M1 wurden
nach drei Tagen eine vollst�ndige Auflçsung der Matrix und
eine Freisetzung der Zellen mit einer exzellenten �berle-
bensrate von 96% (Abbildung 2B) beobachtet. Im Unter-
schied dazu konnte unter den gleichen Inkubationsbedin-
gungen w�hrend einer zweiwçchigen Beobachtungszeit keine
Auflçsung der Mikrogele M2 und M3 festgestellt werden. Die
Mikrogele M2 lçsten sich durch Inkubation bei pH 6.0, 37 8C
und 5 % CO2 bereits nach drei Tagen auf, wodurch ebenfalls
Zellfreisetzung mit ausgezeichneten �berlebensraten von
94% (Abbildung S4 (SI)) erreicht wurde. Nach ihrer Frei-
setzung zeigten die Zellen eine sph�rische Morphologie, da
sie in einem bioinerten Material verkapselt worden waren
und sich dort nicht hatten ausbreiten oder anhaften kçnnen.
Nach elf weiteren Inkubationstagen in einer Polystyrolzell-
kulturschale wurden die freigesetzten Zellen erneut unter-
sucht. Dabei wurden sich stark vermehrende und sich aus-
spreizende Zellen beobachtet (Abbildung 2C). Demzufolge
verringerten die Verkapselungschemie und der darauffol-
gende Abbau der Mikrogele in Polyglycerin und Benzalde-
hyd-terminiertes PEG nicht die �berlebensraten, in �ber-
einstimmung mit In-vivo-Studien aus der Literatur.[25a,31]

Somit ist unser neuer Mikrogelbaukasten ein ausgezeichneter
Kandidat f�r die Verkapselung und Implantation von thera-
peutischen Stammzellen in Tumorgewebe (pH 6.5–7.0).[32]

Nach einigen Tagen, in denen das Immunsystem bekannter-
maßen am meisten Schaden verursacht, kçnnen die Zellen
aus den pH-responsiven Mikrogelen freigesetzt werden und
w�ren daher in der Lage, sich zu differenzieren, krankes
Gewebe wiederaufzubauen und verbleibende Tumorzellen
nach der Tumorsektion zu zerstçren.[33]

Um festzustellen, ob die verkapselten Zellen aktiv die
Mikrogele M1 abbauen kçnnen, wurden Mikrogele mit der
gleichen Polymerzusammensetzung, aber ohne eingeschlos-
sene Zellen unter den gleichen Bedingungen hergestellt und
kultiviert. Eine verl�ngerte Zeit von vier Tagen wurde f�r den
Abbau beobachtet, woraus sich schließen l�sst, dass die
Zellen durch ihre metabolische Aktivit�t S�ure an die Mi-
krogele abgaben und diese sich daher von innen heraus zer-
setzten.[10]

Zur Quantifizierung der Abbaukinetik der Mikrogele
wurde der PEG-Vernetzer mit einem Azid-funktionalisierten,
gr�n fluoreszierenden Farbstoff markiert, und fluoreszieren-
de Mikrogele M1F–M3F (ohne Zellbeladung, aber mit dem
gleichen Anteil an Makromonomeren wie in M1–M3) wurden
hergestellt. Nach der Aufarbeitung wurden diese Mikrogele
unter basischen Bedingungen aufbewahrt, damit sie ihren
Gleichgewichts-Quellungsgrad ohne Abbau erreichen konn-
ten. Daraufhin wurden die Mikrogele mit Pufferlçsungen
(pH 4.5, 6.5 und 7.4) inkubiert, und ihre Quellung bei 25 8C
wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das
Quellen der Mikrogele bei niedrigem pH-Wert ist auf die
Acetalhydrolyse und die Verringerung des Vernetzungsgra-
des zur�ckzuf�hren, da in einem Kontrollexperiment keine
Quellung f�r die stabilen Mikrogele M3 beobachtet wurde.
Die Quellung der Partikel als Funktion der Zeit wurde in
einem Diagramm aufgetragen (Abbildung 3A); ein typischer
Verlauf dieses Abbauexperiments ist in Abbildung 3B–D
dargestellt. Dabei wurden die Mikrogele M1 F bei allen ge-

Abbildung 2. Aufnahmen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie,
die nach F�rbung der Zellen mit einem „Live-Dead-Assay“ erstellt
wurden. Gr�ne F�rbung kennzeichnet lebende Zellen, w�hrend rote
F�rbung tote Zellen markiert. A) Zellbeladene Mikrogele M1 am Tag 1.
B) Gerade freigesetzte Zellen aus M1 am Tag 3. C) Zellen aus M1 nach
der Freisetzung und anschließenden Inkubation in einer Polystyrolzell-
kulturschale. Alle Maßstabsbalken kennzeichnen 100 mm.
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testeten pH-Werten am schnellsten abgebaut. Bei einem pH-
Wert von 4.5 lçste sich M1F bereits nach 13 min vollst�ndig
auf. Eine solche rapide Partikelauflçsung ist ideal f�r die
schlagartige Freisetzung von aktiven Substanzen. M1 F zer-
setzte sich bei pH 6.5 z�gig nach 20 h, wodurch diese Mi-
krogele f�r die Zelltherapie in Tumoren und entz�ndeten
Geweben geeignet sind.[33, 34] F�r die gleiche Inkubationszeit
bei pH 7.4 zeigte M1 F keine signifikante Zersetzung. Somit
ist dieses System exzellent f�r die Verkapselung und Stabili-
sierung von Zellen unter physiologischen Bedingungen und
die Freisetzung der Zellen nach der Injektion am Zielort
geeignet. Die Mikrogele M2 F lçsten sich langsamer auf, mit
einem vollst�ndigen Abbau nach 3.75 h bei pH 4.5 und ohne
signifikante Zersetzung bei pH 6.5. Diese Art von Mikroge-
len ist ideal f�r Anwendungen, bei denen Zellen �ber einen
l�ngeren Zeitraum stabilisiert und freigesetzt werden sollen.
Die Mikrogele M1 F und M2F haben eine auffallend unter-
schiedliche Abbaukinetik bei physiologisch relevanten pH-
Werten, was sie als Transportsysteme f�r eine Vielzahl von
biologischen Anwendungen interessant macht.

Wir haben in dieser Studie einen neuen Makromono-
merbaukasten entwickelt, der es ermçglicht, durch bioor-
thogonale Vernetzungschemie lebende Zellen in Mikrogele

zu verkapseln und diese erstmals unter sauren Bedingungen
gezielt freizusetzen. Die verkapselten Zellen konnten inner-
halb der Mikrogele unter vollst�ndiger Erhaltung ihrer
�berlebensrate kultiviert werden. Die Auflçsung der Mi-
krogele konnte pr�zise durch unterschiedlich substituierte
Benzacetale als s�urespaltbare Linker gesteuert werden,
wobei keine sch�dlichen Effekte auf die verkapselten und
freigesetzten Zellen beobachtet wurden. Folglich kçnnen die
Mikrogelpartikel f�r die tempor�re Verkapselung von Zellen
verwendet werden, wodurch sich die Zellen w�hrend der
Verkapselung studieren und manipulieren lassen und an-
schließend je nach Bedarf durch Zersetzung des Mikrogel-
ger�stes isoliert und freigesetzt werden kçnnen. Somit wird
unser Ansatz zu tieferen Einblicken in das zellul�re �berle-
ben in k�nstlichen dreidimensionalen Matrixumgebungen
f�hren. Dar�ber hinaus hat unser Baukasten das Potenzial zur
Stabilisierung und gesteuerten Freisetzung vieler anderer
therapeutisch relevanter biologischer Systeme wie Proteine,
Gene und sogar Bakterien.[35]
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