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Tissue Engineering

Wie Licht beim Aufbau von Geweben

helfen kann
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Building tissues from cells as their basic building block is a promising
approach in tissue engineering and allows assembling cells into micro-
tissues with high precision, which is not possible with material-based
approaches. The challenge lies in controlling when and where cells
bind to each other. Using visible light as a trigger for cell-cell interac-
tions provides the required spatiotemporal control without interfering
with other cellular processes. This provides a new way to assemble
multicellular structures with numerous potential applications in cell

biology and regenerative medicine.
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B Das Ziichten von Geweben und Organen
im Labor ist ein vielversprechender Ansatz,
um der zurzeit herrschenden Organknapp-
heit entgegenzuwirken. Im Bereich des
Gewebeaufbaus, auch Tissue Engineering
genannt, werden Ersatzgewebe hergestellt,
die das beschddigte Gewebe reparieren, wie-
deraufbauen oder verbessern konnen. Ein
neuer Ansatz zur Gewebeziichtung ist das
bottom-up Tissue Engineering, bei dem Zellen
als Grundbausteine des Gewebes verwendet
und wie Puzzleteile zu einem neuen Gewebe
zusammengebaut werden (Abb. 1A). Dieser
Ansatz setzt auf das natiirliche Potenzial von
Zellen, sich selbst in groBeren und komple-
xeren Strukturen anordnen zu konnen [1].
Diese Eigenschaft ist besonders vorteilhaft,
um feine Mikrostrukturen aufzubauen, die
mit traditionellem Tissue Engineering nicht
hergestellt werden kénnen.

Ein Gewebe aus einzelnen Zellen aufzu-
bauen, klingt allerdings einfacher, als es ist,
da es nicht ausreicht, die verschiedenen Zell-
typen, die ein Gewebe bildet, miteinander zu
vermischen. Sie miissen auch raumlich rich-
tig angeordnet sein und miteinander kommu-
nizieren. Nur wenn all diese Faktoren
bertiicksichtigt werden, kann ein funktions-
fahiges Gewebe entstehen.

Wie bei einem 3D-Puzzle ist die Anord-
nung der unterschiedlichen Zellen wichtig
und abhédngig von den einzelnen Zell-Zell-
Interaktionen. Einmal richtig organisiert,
konnen Zellen ihre eigene extrazelluldre
Matrix bilden, wachsen, sich differenzieren
und somit feinstrukturierte Mikrogewebe
erzeugen, die fiir den Aufbau funktionaler
Gewebe unerldsslich sind.

Das bottom-up Tissue Engineering unter-
scheidet sich von den in der Gewebeziich-
tung gangigen Ansdtzen. Bei den bisherigen
Verfahren besiedeln Zellen ein kiinstliches
Gertist, auf dem sie sich vermehren, differen-
zieren und so das gewilinschte Gewebe bil-
den. Das kiinstliche Material gibt dabei die
Form fiir das Gewebe vor und bietet mecha-
nische Stabilitat. Die Zellen konnen sowohl
mit Adhédsionsmolekiilen als auch mit
wasserloslichen Wachstumsfaktoren stimu-
liert werden. Allerdings ist es eine Heraus-
forderung, aus den Gertistmaterialien kleine,
sehr prizise Strukturen im Mikrometer-
bereich herzustellen, auf denen dann mehre-
re Zelltypen kontrolliert angesiedelt werden
konnen. Das bottom-up Tissue Engineering
iiberwindet genau diese Probleme, indem es
direkt aus Zellen feinstrukturierte Mikro-
gewebe aufbaut.

Mit der Kombination der beiden Vorge-
hensweisen konnen richtig angeordnete
Mikrogewebe in Gertliste mit groBen Struk-
turen und hoher mechanischer Stabilitét ein-
gebettet werden [2]. Somit erganzen sich die
beiden Ansdtze, um komplexere Gewebe
herzustellen.

Kontrollierte Zell-Zell-Kontakte

Um Gewebe nach dem bottom-up-Prinzip auf-
bauen zu konnen, ist es hilfreich, die Prozes-
se der Entstehung von Geweben und Orga-
nismen in der Natur zu verstehen. Bereits in
den 1960er-Jahren setzte sich Malcom Stein-
berg mit der Frage auseinander, wie sich
Strukturen in multizellularen Organismen
bilden [3]. Es war bereits bekannt, dass wah-
rend der Embryonalentwicklung Zellen oder
Gruppen von Zellen von ihren Ursprungs-
orten zu ihren korrekten anatomischen Posi-
tionen wandern. In friihen Experimenten
wurden Gewebe in einzelne Zellen dissoziiert
und spdter verschiedene Zelltypen neu
zusammengemischt. Dabei wurde festge-
stellt, dass Zellen vom gleichen Typ an ihren
richtigen Ort wanderten und dort erneut
aggregierten, um dieselbe Position wie auch
im Ausgangsgewebe einzunehmen. Diese
Experimente zeigten, dass die Organisation
eines Gewebes durch dauerhaft vorhandene
Kréfte vermittelt wird und nicht aus der chro-
nologischen Abfolge der vorangegangenen
Entwicklungsereignisse resultiert. Steinberg
fand heraus, dass diese Krafte durch Zell-
Zell-Adhésionen vermittelt werden und diese
die Struktur des Gewebes und somit die
Organisation der unterschiedlichen Zelltypen
vorgeben [4]. Damit diese Selbstorganisation
moglich ist, miissen die Interaktionen zwi-
schen den Zellen dynamisch sein. Nur so ist
die Bewegung der Zellen relativ zueinander
und somit das Sortieren trotz starker Zell-
Zell-Kontakte moglich. Damit stellte sich
heraus, dass die rdumliche und zeitliche
Regulierung der interzellulairen Adhédsion
den Aufbau des Gewebes bestimmt und zur
Positionierung am richtigen Ort fiihrt.

Bei der Entwicklung kiinstlicher Gewebe
miissen die Interaktionen zwischen den Zellen
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kontrolliert werden. Das kann tber die
Expression von Adhédsionsmolekiilen (z. B.
Cadherine) auf der Zelloberflache geregelt
werden, allerdings verdandert dies auch die
Expression von weiteren Genen und somit
die ganze Zelle. Eine bioorthogonale Moglich-
keit, Zell-Zell-Interaktionen zu kontrollieren,
sind chemische Molekiile, die auf der Zell-
oberflache angebracht werden und mit Mole-
kiilen auf benachbarten Zellen reagieren
konnen. Zu diesem Zweck wurden besonders
milde Reaktionen genutzt, die andere Prozes-
se in der Zelle nicht beeinflussen und im
Wasser ablaufen, wie z. B. Klick-Chemie [5]
und komplementdre DNA-Strange [6]. Die
gezielte Modifikation unterschiedlicher
Zellen erlaubt es somit, Zellen permanent
iiber starke Bindungen aneinanderzubinden.

Aber auch diese Strategie hat ihre Gren-
zen: Zum einen werden die Zellen durch die
Modifikation zusammengeklebt, wobei die
Dynamik der Zell-Zell-Adhésionen verloren
geht. Zum anderen konnen die Zell-Zell-Kon-
takte nicht zu einem bestimmten Zeitpunkt
bzw. an einer bestimmten Stelle aktiviert
werden, sodass eine raumliche oder zeitliche
Regulierung nicht moglich ist. Ein weiteres
Problem ist, dass die chemischen Modifika-
tionen auf der Zelloberfliche mit der Zeit
abgebaut und bei jeder Zellteilung weiter
verdiinnt werden.

Steuerung mit Licht

In unserem Labor werden seit einigen Jahren
Zell-Zell-Kontakte mit Licht gesteuert, um sie
in Raum und Zeit kontrollierbar zu machen.
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<« Abb. 1: Lichtge-
steuertes bottom-up
Tissue Engineering.
A, Im bottom-up
Tissue Engineering
werden Zellen (dar-
gestellt als bunte
Kugeln) als die
Grundbausteine des
Gewebes genommen
und durch die Steue-
rung der Zell-Zell-
Interaktionen zu pré-
zisen Mikrogeweben
zusammengebaut.

B, Lichtschaltbare
Zell-Zell-Adh&sionen
kénnen je nach
Beleuchtung an- und
ausgeschaltet wer-
den, wie auch bei
Zellkulturen in Sus-
pension zu sehen ist.

Das heiBt, dass Zellen so verandert werden,
dass sie unter dem Einfluss von Licht anein-
anderbinden und multizellulare Strukturen
bilden (Abb. 1B).

Dieses Verfahren bringt deutliche Vortei-
le. Erstens ermoglicht die Regulierung der
Zellkontakte durch Licht, die Wechselwir-
kungen zwischen den Zellen zu einem belie-
bigen Zeitpunkt zu aktivieren, indem ein-
fach nur das Licht angeschaltet wird. Umge-
kehrt ist es auch moglich, Adhdsionen wie-
der zu l6sen, indem das Licht ausgeschaltet
wird.

Zweitens konnen Zellen durch eine lokale
Beleuchtung in einem definierten Bereich
aktiviert werden, ohne dass Zellen in ande-
ren Bereichen interagieren. Die beleuchtete
Flache kann dabei wenige Mikrometer betra-
gen, also kleiner als die einzelne Zelle sein.
Es ist aber auch moglich, komplexe Licht-
muster tiber Photomasken auf groBe Berei-
che mit vielen Zellen zu projizieren. Licht ist
ein geeigneter Reiz, um Zellen zu steuern
und ohne direkten Kontakt in das Zellkultur-
system einzubringen. Weitere Vorteile der
Regulierung der Zelladhdsionen mit Licht
iber die hohe zeitliche und rdumliche Kont-
rolle hinaus sind, dass die Starke der Adha-
sionen und deren Dynamik iiber die Beleuch-
tungsparameter, wie Lichtintensitit und
Beleuchtungsfrequenz, eingestellt werden
kann.

Um Zellinteraktionen mit Licht zu steu-
ern, verwenden wir lichtschaltbare Proteine
als Adhédsionsmolekiile (Abb. 1B, [7]). Dabei
werden Zellen genetisch so modifiziert, dass
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sie diese Proteine selbst produzieren und
aufihrer Zelloberflache prasentieren. Wenn
zwei Zelltypen, die komplementare
lichtschaltbare Proteine auf ihrer Oberfla-
che exprimieren, im Dunkeln gemischt wer-
den, bilden sie zunachst keine Kontakte, da
die Proteine ohne Licht nicht aneinander-
binden. Wenn man dann dieses Zellgemisch
beleuchtet, werden die Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen aktiviert und es bil-
den sich Zell-Zell-Interaktionen. Diese pho-
toschaltbaren Zell-Zell-Adhédsionen fiihren
dazu, dass unter Beleuchtung Zellen auf
Oberflachen in Gruppen und nicht einzeln
wachsen. Auch in Zellsuspensionen bilden
sich unter Licht groBe Zellaggregate. Diese
lichtschaltbaren Proteine, die auf der Zell-
oberflache verankert sind, fungieren somit
als kiinstliche Adhasionsmolekiile und sind,
anders als die zelleigenen Adhdsionsmole-
kiile, nicht mit intrazellularen Signalwegen
verbunden.

Eine Vielzahl an lichtschaltbaren Protei-
nen gestattet es, unterschiedliche Zell-Zell-
Kontakte zu vermitteln und diese unabhéan-
gig voneinander mit Licht unterschiedlicher
Wellenldnge zu steuern. Diese lichtsensi-
tiven Proteine stammen urspriinglich aus
Pflanzen und photosynthetischen Organis-
men und wurden tiber das letzte Jahrzehnt
im Bereich der Optogenetik fiir die Kontrolle
von Zellen mit Licht entwickelt.

Manche dieser Proteine gehen unter Licht
eine Bindung mit sich selbst ein — sie homo-
dimerisieren - und sind somit geeignet,
Zellen des gleichen Typs, die diese Proteine
auf der Oberflache exprimieren, zusammen-
zubringen (Abb. 2A, [8]). Die andere Varian-
te sind Proteinpaare, die bei Beleuchtung
aneinanderbinden, also heterodimerisieren.
Zwei unterschiedliche Zelltypen, die je einen
der Bindungspartner auf der Oberflache pra-
sentieren, konnen durch Lichteinwirkung
miteinander verbunden werden [7, 9]. Mit
diesen unterschiedlichen selbst- und fremd-
spezifischen Zell-Zell-Interaktionen konnen
wir gezielt Zellen vom gleichen oder unter-
schiedlichen Typus in einer multizellularen
Struktur zusammenbauen.

Um in einem Gemisch unterschiedliche
Zell-Zell-Adhdsionen unabhdngig voneinan-
der zu steuern, bedarf es zweier Stimuli, die
sich gegenseitig nicht beeinflussen. Hier
bieten die lichtschaltbaren Adhdsionen die
Moglichkeit, Proteine zu verwenden, die auf
unterschiedliche Wellenldngen reagieren [8].
Bei unseren Versuchen arbeiten wir mit zwei
unterschiedlichen Zelltypen: Der eine Zelltyp
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A Abb. 2: Anordnung der Zellen in multizelluldren Strukturen. A, Je nachdem, ob die Proteine auf
den Zellen homo- oder heterodimerisieren, bilden sich multizelluldre Strukturen aus gleichen oder
unterschiedlichen Zelltypen. Dies ist anhand der griin und rot fluoreszenzmarkierten Zellen zu
sehen. B, Die Dynamik der Zell-Zell-Interaktionen bestimmt, ob sich kinetisch kontrollierte, ver-
zweigte Strukturen oder thermodynamisch kontrollierte, kompakte Strukturen bilden.

reagiert auf blaues (480 nm) und der andere
auf rotes Licht (660 nm). So konnten wir
gezielt die Zell-Zell-Interaktionen des einen
Zelltyps aktivieren, ohne den anderen zu
beeinflussen. Die hohe Spezifizitit einzelner
Protein-Protein-Wechselwirkungen erlaubt
es, auch diese Zelltypen zu sortieren; das
heiBt bei Beleuchtung mit blauem und rotem
Licht, bei der beide Adhédsionen aktiviert
werden, aggregieren die beiden Zellarten
nicht in einer Struktur, sondern jeder Zelltyp
sondert sich ab und bildet ein separates
Aggregat. Dieses Selbstsortierungsverhalten
der Zellen wird auch in der Embryonalent-
wicklung beobachtet und kann iiber die blau-
und rotlichtgesteuerten Zell-Zell-Adhdsionen
kontrolliert werden.

Ein weiterer Aspekt, der bei der Herstel-
lung von Gewebestrukturen eine wichtige
Rolle spielt, ist die Dynamik der Zell-Zell-
Adhésionen (Abb. 2B, [9]). Wenn Zellen sehr
stark miteinander interagieren und daher
nach den ersten Kontakten nicht die Moglich-
keit haben, sich neu anzuordnen, bilden sich
verzweigte, multizellulare Strukturen. Diese
werden als kinetisch kontrollierte Strukturen
bezeichnet. Theoretisch haben diese Zellen
die Moglichkeit, noch weitere Kontakte zu
anderen Zellen zu bilden. Durch die starke
Interaktion ist dies jedoch nicht mehr mog-
lich, da sie kinetisch gefangen sind. Sind die
Zell-Zell-Kontakte hingegen dynamisch, kon-
nen die Zellen sich anordnen und somit ihre
Kontakte maximieren. Dabei entstehen kom-

pakte, runde Strukturen, die thermodyna-
misch kontrolliert sind. Ob kinetisch oder
thermodynamisch kontrollierte Strukturen
entstehen, ist abhdngig von den Adhédsions-
molekiilen und in unserem Fall von den
photoschaltbaren Proteinen. Diese unter-
schiedlichen Dynamiken konnen fiir eine
unterschiedliche Anordnung der Zellen in
einer multizelluldren Struktur genutzt
werden. Zuséatzlich kann durch ein gezieltes
An-und Ausschalten des Lichts die Dynamik
erhoht werden. Eine pulsierende Lichtakti-
vierung erlaubt den Zellen, sich jedes Mal
neu anzuordnen und bei dem néchsten Licht-
puls zu binden. So konnen Kkinetisch kontrol-
lierte Strukturen in Richtung thermodyna-
misch kontrollierter Strukturen verschoben
werden.

Zusammenfassung

Der Aufbau von kiinstlichem Gewebe aus
einzelnen Zellen ist ein vielversprechender,
jedoch auch duBerst herausfordernder For-
schungsansatz, um komplexe Strukturen
herzustellen. Dieser Ansatz, der Zellen als
Grundbausteine des Gewebes verwendet, ist
besonders vorteilhaft, um feine Mikrostruk-
turen aufzubauen, die mit traditionellem
Tissue Engineering nicht hergestellt werden
konnen. Die Herausforderung liegt dabei in
der Steuerung der Zell-Zell-Interaktionen,
die bestimmen, wie sich Zellen zueinander
organisieren, wie sie zusammenarbeiten
und in der Klarung der Frage, ob eine solche
vielzellige Gewebearchitektur funktions-
fahig ist.

In unseren Arbeiten werden lichtschalt-
bare Proteine als Adhédsionsmolekiile auf der
Zelloberflache angebracht, um die Zellinter-
aktionen mit Licht steuern zu konnen. Hier-
bei ermoglichen die photoschaltbaren
Adhédsionen eine einzigartige, nicht invasive
und bioorthogonale Fernsteuerung der
Zellen, mit hoher rdumlicher und zeitlicher
Genauigkeit. Zeitlich variable lokale Licht-
impulse auf unterschiedliche Zellen fiihrten
bereits erfolgreich zum Aufbau von multi-
zellularem Mikrogewebe mit einmaliger Pra-
zision. Diese Ansitze bieten neue Moglich-
keiten fiir den Gewebeaufbau in der regene-
rativen Medizin.

Literatur

[1] Wan ACA (2018) Recapitulating cell-cell interactions for
organoid construction - are biomaterials dispensable? Trends
Biotechnol 36:711-721

[2] Ovsianikov A, Khademhosseini A, Mironov V (2018) The
synergy of scaffold-based and scaffold-free tissue engineering
strategies. Trends Biotechnol 36:348-357

BIOspektrum | 04.20 | 26.Jahrgang 4\ Springer



[3] Steinberg MS (1963) Reconstruction of tissues by dis-
sociated cells. Science 141:401-408

[4] Duguay D (2003) Cadherin-mediated cell adhesion and
tissue segregation: qualitative and quantitative determinants.
Dev Biol 253:309-323

[5] Dutta D (2011) Synthetic chemoselective rewiring of cell
surfaces: generation of three-dimensional tissue structures.

J Am Chem Soc 133:8704-8713

[6] Zev ], Gartner ZJ, Bertozzi CR (2009) Programmed assem-
bly of 3-dimensional microtissues with defined cellular con-
nectivity. Proc Natl Acad Sci USA 106:4606-4610

[7] Yiiz SG (2019) Blue light switchable cell-cell interactions
provide reversible and spatiotemporal control towards
bottom-up tissue engineering. Adv Biosys 3:1800310

[8] Sentiirk OI (2019) Independent blue and red light tri-
ggered narcissistic self-sorting self-assembly of colloidal par-
ticles. Small 15:¢1901801

[9] Mueller M (2020) The importance of cell-cell interaction
dynamics in bottom-up tissue engineering: concepts of colloi-
dal self-assembly in the fabrication of multicellular architec-
tures. Nano Lett 20:2257-2263

AUTOREN

Marc Miiller

logie.

Seraphine V. Wegner

an der Universitat Minster.

BIOspektrum | 04.20 | 26.Jahrgang ¢\ Springer

Funding: Open Access funding provided by Projekt DEAL.

Open Access: Dieser Artikel wird unter der Creative Commons Namensnennung
4.0 International Lizenz verdffentlicht, welche die Nutzung, Vervielfaltigung,
Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in jeglichem Medium und Format
erlaubt, sofern Sie den/die urspriinglichen Autor(en) und die Quelle
ordnungsgemaB nennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz beifiigen und
angeben, ob Anderungen vorgenommen wurden. Die in diesem Artikel
enthaltenen Bilder und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der
genannten Creative Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende
nichts anderes ergibt. Sofern das betreffende Material nicht unter der
genannten Creative Commons Lizenz steht und die betreffende Handlung nicht
nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist fir die oben aufgefiihrten
Weiterverwendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen
Rechteinhabers einzuholen. Weitere Details zur Lizenz entnehmen Sie bitte der
Li: i mation auf http:// 1s.org/licenses/by/4.0/deed.de.

Korrespondenzadresse:

Prof. Dr. Seraphine Wegner

Institut fiir Physiologische Chemie und
Pathobiochemie

Universitat Minster

WaldeyerstraBe 15

D-48149 Miinster
wegnerse@exchange.wwu.de

2010-2013 Bachelorstudium Biologie am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT).
2013-2016 Masterstudium Biologie an der Universitat Freiburg. 2016-2019 Promo-
tion am Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung, Mainz, in der synthetischen Bio-

2002-2005 Bachelorstudium Chemie an der Middle East Technical University,
Ankara, Tlrkei. 2005-2010 Promotion an der University of Chicago, IL, USA.
2011-2015 Postdoktorandin an der Universitat Heidelberg und am Max-Planck-
Institut firr Intelligente Systeme in der Gruppe von Prof. Dr. J. Spatz. 2016-2019
MaxSynBio-Gruppenleiterin am Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz.
Seit 2019 Professorin am Institut fiir Physiologische Chemie und Pathobiochemie

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer



