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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur lichtgesteuerten Erzeu-
gung von kovalenten Konjugaten zwischen jeweils zwei Mo-
lekiilen gleicher oder unterschiedlicher chemischer Natur
durch eine lichtgesteuerte Additionsreaktion, vorzugsweise
eine 2-2-Cycloaddition, zur kovalenten Verbindung zwischen
zwei gleichen oder unterschiedlichen funktionellen Gruppen,
ausgewdahit aus den funktionellen Gruppen von Maleimid-
Derivaten und/oder deren 2- und/oder 3-substituierten De-
rivaten, wobei die Derivatmolekdile als die mit den genann-
ten funktionellen Gruppen ausgestatteten zu verbindenen
Molekiile gleicher oder unterschiedlicher chemischer Natur
jeweils eine oder mehrere funktionelle Gruppen aufweisen,
und als Molekiile, die zusammen mit den funktionellen Grup-
pen die Derivatmolekiile bilden, bioaktive Molekiile, insbe-
sondere Molekiile von Peptiden, Proteinen, Nukleinséduren
(RNA, DNA), Polysacchariden, Lipiden oder kleinen orga-
nischen Molekiilen und Polymeren, und/oder synthetische
Polymere und/oder Molekiile von niedrigem Molekularge-
wicht, insbesondere Wirkstoffmolekile, und/oder Farbstoff-
molekiile, insbesondere Fluorophore, oder Derivatmolekiile,
die neben den fiir die Additionsreaktion notwendigen funktio-
nellen Gruppen Farbstoffgruppen, insbesondere fluoropho-
re Gruppen, enthalten, und/oder Molekiile von Biotin und/
oder von Biotin-Analoga und/oder Molekiilen einer Substra-
toberfidche, insbesondere von Glas, eingesetzt werden, da-
durch gekennzeichnet, dass die Additionsreaktion, vorzugs-
weise eine 2-2-Cycloaddition, als eine Zwei-Photonen-Re-
aktion bei einer Wellenlange im Bereich von A = 600 bis S00
nm stattfindet.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur lichtgesteuerten Erzeugung von kovalenten
Konjugaten zwischen jeweils zwei Molekdlen gleicher
oder unterschiedlicher chemischer Natur durch eine
lichtgesteuerte Additionsreaktion, vorzugsweise eine
2-2-Cycloaddition. Die vorgeschlagenen Bedingun-
gen fir die Reaktion der Konjugatbildung ermdgli-
chen die Anwendung des Verfahrens fiir die rdum-
lich und zeitlich gesteuerte Erzeugung von Materiali-
en sowie eine in situ Konjugation in lebender Materie,
zum Beispiel Gewebe. Das Verfahren kann bei der
zweidimensionalen und dreidimensionalen Stukturie-
rung, der Manipulation und der Funktionalisierung an-
gewendet werden.

[0002] Der Nutzen der Material- und Polymerwissen-
schaft fiir biologische und medizinische Anwendun-
gen liegt Gblicherweise in der Méglichkeit, verschie-
dene biolcgische Aktivitdten zu implementieren, was
normalerweise durch kovalente oder nicht-kovalente
Konjugation an den Materialien oder Polymermatri-
zen erreicht wird (Nature biotechnology 2005 (23) 47
bis 65). Unter verschiedenen vorgeschlagenen Tech-
niken ist die Click-Chemie der vielversprechendste
Ansatz fur die Schaffung von kovalenten Konjugaten,
wahrend die Peptid-Dimerisierung und die Ligand-
Protein-Wechselwirkung fir die nicht-kovalente Kon-
jugation eingesetzt werden (Chem. Rev., 2013, 113
(7), 43054979). Obwohl die Effizienz einer solchen
chemischen Reaktion sehr hoch ist, fehlt deren Che-
mie eine starke raumliche und zeitliche Kontrolle Gber
die Konjugation der bioaktiven Komponenten, da die
Reaktion innerhalb des gesamten Volumens der Re-
aktionsmischung auftritt.

[0003] Als Alternative bietet sich eine lichtgesteuer-
te Reaktion an. Eine lichtgesteuerte Reaktion ermog-
licht eine Konjugation im Bereich der Belichtung und
im Fall eines Zwei-Photonen-Prozesses eine Konju-
gation nur im Belichtungsfokus. Die Vorteile der An-
wendung einer solchen lichtgesteuerten Zwei-Photo-
nen-Reaktion fiir die rdumliche Material-Konjugation
oder Material-Strukturierung konnte am Beispiel des
lichtgesteuerten Materialabbaus und des lichtgesteu-
erten Entfernens von Schutzgruppen gezeigt werden.
Wie in den Druckschriften Nature Materials, 2011,
799-806 und Nature Chemistry 2011 (12) 925-31 be-
schrieben, ermdglicht der lichtinduzierte Abbau die
Strukturierung einer Hydrogel-Matrix, wahrend der
orthogonale Ansatz die lichtinduzierte Freisetzung
von Biomolekiilen und damit die Modulation der Zel-
lansiedlung und -orientierung ermdglicht. Der vorge-
schlagene Ansatz ist eine einfache Methode, um ver-
schiedene Matrix-Strukturen mit definierten bioche-
mischen Funktionalisierungen zu erzeugen, die bei-
spielsweise die Schaffung verschiedener lokal sehr
definierter Umgebungen erméglicht, um Zellwachs-
tum und -differenzierung zu lenken (Nature, 2012,

(482) 477-8; Nature Materials 2013, 13 Oktober, 1-
6). Jedoch wird hierbei die Strukturierung und Funk-
tionalisierung durch das Entfernen von bereits er-
zeugtem Material und durch das Einfiihren von bio-
logischen Aktivitdten mittels Entfernen von Schutz-
gruppen erreicht. Die lichtgesteuerte Synthese wére
eine vielversprechende Alternative zum lichtgesteu-
erten Materialabbau und lichtgesteuerten Entfernen
von Schutzgruppen, weil die Synthese sowohl fur die
Erzeugung als auch fiir die Funktionalisierung des
Materials zu jeder Zeit und in jeder Position genutzt
werden kann. Die Photopolymerisation ist eine haufig
verwendete Technik mit einer starken zeitlichen Kon-
trolle, wie unter anderem in der Druckschrift Polymer
48 (2007) 5599-5611 berichtet wird. Die Photopoly-
merisation erfordert aber in der Regel toxische Foto-
initiatoren und findet innerhalb des gesamten Volu-
mens des Reaktionsgemisches mittels eines Radikal-
mechanismus statt, was ihre raumliche Kontrolle er-
heblich erschwert. Bis jetzt sind vor allem Fotolacke
wie zum Beispiel Femtobond und Omocer verwendet
worden, um dreidimensionale Nanostrukturen durch
eine mit einem Fotoinitiator gesteuerte Polymerisa-
tionsreaktion zu erzeugen. Auch wenn die Produk-
te eines solchen Verfahrens biokompatibel sind, wie
in der Druckschrift Adv. Mater. 2011 (23) 1341-1345
beschrieben, umfasst der Entwicklungsprozess meh-
rere nicht-bickompatible Schritte wie Vor- und Nach-
Backen bei hohen Temperaturen, eine libermaBige
Behandlung mit Lésungsmitteln wie Isopropanc! und
dem Zusatz von toxischen Fotoinitiatoren, wie aus
der Druckschrift Adv. Funkt. Mater. 2013 (42), 6117-
6122 hervorgeht. Die Anwesenheit von Fotoinitiato-
ren kann auch die nachfolgende Fluoreszenzmikro-
skopie erschweren. Darliber hinaus benétigen einige
der haufig verwendeten Fotolacke eine Titan-Schicht,
um Biokompatibilitét zu erlangen, wie aus der Druck-
schrift Laser Appl. 2012 (24), 042011 bekannt ist.
Deshalb war die Anwendung von lichtgesteuerten
Strukturierungsverfahren in Gegenwart von lebenden
Zellen und Geweben bisher kaum mdglich.

[0004] Die zugrunde liegende Aufgabe bestehtin der
Bereitstellung eines Verfahrens, welches es ermég-
licht, zeitlich und rdumlich gesteuert, auch in Gegen-
wart eines biologischen Systems und unter physio-
logischen Bedingungen, Materialien durch Konjuga-
tionsreaktionen zu erzeugen und gegebenenfalls zu
verandern, chne das biologische System zu beein-
trachtigen.

[0005] Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein
Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 1 ge-
I6st. Dieses ist ein Verfahren zur lichtgesteuerten
Erzeugung von kovalenten Konjugaten zwischen je-
weils zwei Molekilen gleicher oder unterschiedli-
cher chemischer Natur. Die Erzeugung der Konjuga-
te erfolgt durch eine lichtgesteuerte Additionsreakti-
on, vorzugsweise eine 2-2-Cycloaddition, zur kova-
lenten Verbindung zwischen zwei gleichen oder un-
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terschiedlichen funktionellen Gruppen. Dabei sind die
funktionellen Gruppen ausgewahlt aus den funktio-
nellen Gruppen von Maleimid-Derivaten und/oder de-
ren 2- und/oder 3-substituierten Derivaten, wobei die
Derivatmolekiile jeweils eine oder mehrere funktio-
nelle Gruppen aufweisen. Mit dem Begriff Derivatmo-
lekiile werden im Rahmen dieser Erfindung die mit
den genannten funktionellen Gruppen ausgestatte-
ten, zu verbindenden Molekiile gleicher oder unter-
schiedlicher chemischer Natur bezeichnet. Als Mo-
leklle, die zusammen mit den funktionellen Grup-
pen die Derivatmolekule bilden, werden bioaktive Mo-
lekiile, insbesondere Molekiile von Peptiden Prote-
inen, Nukleinséuren (RNA, DNA), Polysacchariden,
~ Lipiden oder kleinen organischen Molekiilen und Po-
lymeren, und/oder synthetische Polymere und/oder
Molekiile von niedrigem Molekulargewicht, insbeson-
dere Wirkstoffmolekiile, und/oder Farbstoffmolekii-
le, insbesondere Fluorophore, cder Derivatmolekiile,
die neben den fiir die Additionsreaktion notwendigen
funktionellen Gruppen Farbstoffgruppen, insbeson-
dere fluorophore Gruppen enthalten, und/oder Mole-
kile von Biotin und/oder Biotin-Analoga und/oder Mo-
lekilen einer Substratoberflache, insbesondere von
Glas, eingesetzt. ErfindungsgemaR findet die Additi-
onsreaktion als eine Zwei-Photonen-Reaktion bei ei-
ner Wellenlénge im Bereich von A = 600 bis 900 nm,
vorzugsweise bei A = 800 nm, statt.

[0006] Die Konzeption der vorliegenden Erfindung
besteht in der raumlich und zeitlich gesteuerten Er-
zeugung einer starken kovalenten Bindung zwischen
zwei Molekilen, die auch unter schonenden physio-
logischen Bedingungen durchfiihrbar ist. Die lichtge-
steuerte Additionsreaktion ist vorzugsweise eine 2-
2-Cycloaddition, die normalerweise in einer Ein-Pho-
tonen-Reaktion in einem Wellenldngenbereich von A
= 280 bis 330 nm stattfinden wirde. Vorliegend wur-
de aber ein Zwei-Photonen-Prozess mit Wellenlan-
gen im Bereich von A = 600 bis 300 nm entwickel,
um diese Reaktion durchfiihren zu kénnen. Die Vor-
teile der Anwendung des Zwei-Photonen-Prozesses
fur eine Cycloadditionsreaktion gegentiber einer Ein-
Photonen-Reaktion bestehen darin, dass der Wellen-
langenbereich nicht mit Biopolymeren interferiert und
damit die Reaktionen in der Gegenwart von leben-
den Zellen und Gewebestrukturen durchgefiihrt wer-
den kénnen. Zusatzlich kdnnen mittels eines Zwei-
Photonen-Prozesses raumlich und zeitlich gezielter
Strukturen von Konjugaten, einschlieBlich zwei- und
dreidimensionale Konjugatstrukturen, geschaffen so-
wie Oberflachen und Strukturen zweidimensional und
dreidimensional funktionalisiert und verandert wer-
den.

[0007] Als Molekile gleicher oder unterschiedlicher
chemischer Natur, die zusammen mit den funktio-
nellen Gruppen die Derivatmolekiile bilden, sind ge-
maR einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung
bioaktive Molektile vorgesehen. Dies kénnen unter

anderem Molekiile von Proteinen und Peptiden, ins-
besondere von Cytckinen, Wachstumsfaktoren, Anti-
kérpern oder eines Proteins der Extrazelluldren Ma-
trix (ECM), sein. Des Weiteren kénnen dies auch Mo-
lekule von Nukleinsduren (RNA, DNA), Polysacchari-
den, Lipiden oder kleinen organischen Molekiilen und
Polymeren sein.

[0008] Als Molekiile gleicher oder unterschiedlicher
chemischer Natur, die zusammen mit den funktionel-
len Gruppen die Derivatmolekiile bilden, kénnen aber
auch synthetische Polymere, zum Beispiel Polyethy-
lenglykol (PEG), eingesetzt werden. Dabei kénnen
auch synthetische Polymere verwendet werden, die
mit den oben genannten bioaktiven Molekiilen kon-
jugiert sind, das heil3t sowohl bioaktive Molekiile als
auch die fur den Zwei-Photonen-Prozess notwendi-
gen funktionellen Gruppen enthalten.

[0009] In einer besonders vorteilhaften Ausfiih-
rungsform der Erfindung kénnen als Molekiile, die
zusammen mit den funktionellen Gruppen die Deri-
vatmolekdle fur die Konjugation bilden, Molektile von
niedrigem Molekulargewicht, insbesondere Wirkstoff-
molekiile, eingesetzt werden.

[0010] GemaR einer weiteren Ausgestaltung der Er-
findung konnen als Molekiile, die zusammen mit
den funktionellen Gruppen Derivatmolekiile fir die
Konjugation bilden, Farbstoffmolekiile, insbesondere
von Fluorophoren, verwendet werden. Alternativ kén-
nen andere Derivatmolekiile neben den fiir die Ad-
ditionsreaktion notwendigen funktionellen Gruppen
Farbstoffgruppen, insbesondere fluorophore Grup-
pen, enthalten. Die Verwendung von Farbstoffmole-
kllen bzw. Farbstoffgruppen erméglicht zum Beispiel
eine Visualisierung einer zwei- oder dreidimensiona-
len Konjugatstruktur.

[0011] Des Weiteren kénnen als Molekiile, die zu-
sammen mit den funktionellen Gruppen Derivatmole-
kule fur die Konjugation bilden, Molekile von Biotin
und/oder von Biotin-Analoga eingesetzt werden. Die-
se ermoglichen die nicht-kovalente Wechselwirkung
mit Biotin bindenden Proteinen, beispielsweise Avi-
din.

[06012) Die Anwendung des erfindungsgemélien
Verfahrens erméglicht damit sowohl den Aufbau ei-
ner zwei- oder dreidimensionalen Struktur als auch
den schrittweisen Aufbau von Schichtebenen aus
Konjugaten aus Molekiilen gleicher oder unterschied-
licher chemischer Natur.

[0013] Zusammenfassend lassen sich die wesentli-
chen Vorteile der Anwendung des erfindungsgema-
Ren Zwei-Photonen-Prozesses folgendermalen be-
schreiben:
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« Durch das Verfahren besteht die Méglichkeit,
nicht nur zweidimensional, sondern auch dreidi-
mensional zu strukturieren, zu manipulieren und
2u funktionalisieren.

* Die raumliche Aufiésung ist aufgrund eines ver-
ringerten Reaktionsvolumens im Fokus des La-
serstrahls wesentlich erhoht.

* Die erhéhte Wellenlénge fiir den Zwei-Photonen-
Prozess gegeniiber dem Ein-Photonen-Prozess
flihrt zu einer erhéhten Eindringtiefe und zu einer
verminderten Toxizitat fur Biomaterial aufgrund
des reduzierten Absorptionskoeffizienten gegen-
tiber nahem UV-Licht.

[0014] Vorteilhaft ist die Anwendung des Verfahrens
fur den schrittweisen Aufbau einer zweidimensio-
nalen oder dreidimensionalen Konjugatstruktur. Die
dreidimensionale Konjugatstruktur kann zum Beispiel
eine harte, plastische oder Hydrogel-Struktur sein.
Diese enthélt vorzugsweise freie funktionelle Grup-
pen, wodurch eine weitere Zwei-Photonen-gesteuer-
te Additionsreaktion, zum Beispiel eine 2-2-Cycload-
dition, an diesen Gruppen mdglich ist, was eine post-
in-situ-Modifikation bzw. Funktionalisierung mit ande-
ren Molekiilen ermdglicht, zum Beispiel Fluoropho-
ren, Proteinen, Signalmolekilen.

[0015] Als dreidimensionale Konjugatstruktur ist
durch das Verfahren auch eine kovalent verbundene
Mehrschichtstruktur erhaltlich, die schrittweise durch
die Zugabe von bioaktiven Molekilen, insbesonde-
re Molekiilen von Peptiden, Proteinen, Nukleinséu-
ren (RNA, DNA), Polysacchariden, Lipiden oder klei-
nen organischen Molekiilen und Polymeren, die die
fur die Zwei-Photonen-gesteuerte Additionsreaktion,
wie zum Beispiel eine 2-2-Cycloaddition, erforderli-
chen funktionellen Gruppen aufweisen, erzeugt wird.
Dabei sind die jeweiligen Moleklle zweier miteinan-
der verbundener Schichten entweder gleicher oder
wechselnder chemischer Natur.

[0016] Das erfindungsgeméBRe Verfahren ist auch
fur die Beschichtung oder Mcdifikation von zweidi-
mensionalen und dreidimensionalen Oberflachen an-
wendbar, die mit den fiir die Zwei-Photonen-gesteu-
erte Additionsreaktion, beispielsweise eine 2-2-Cy-
cloaddition, notwendigen funktionellen Gruppen, aus-
gewahlt aus den funktionellen Gruppen von Malei-
mid-Derivaten und/oder deren 2- und/oder 3-substi-
tuierten Derivaten, vormodifiziert sind. Insbesonde-
re eignet sich das Verfahren zur Modifikation von
Zelloberflachen, die mit den flr die Zwei-Photonen-
gesteuerte Additionsreaktion, vorzugsweise eine 2-
2-Cycloaddition, notwendigen funktionellen Gruppen
vormodifiziert sind.

[0017]) Der Zwei-Photonen-Prozess zerstort nicht die
Biopolymerstruktur und kann vor allem auch in Ge-
genwart von lebenden Zellen und Gewebekulturen
durchgefihrt werden. Der beschriebene Prozess er-

mdglicht die Kombination von Molekil A und Molekiil
B als Partner, die die notwendigen reaktiven Gruppen
aufweisen, wobei die Molekiile A und B von unter-
schiedlicher chemischer Natur sein kénnen. Die be-
schriebene Reaktion vereinfacht die beschriebenen
Strategien fir die lichtgesteuerte Synthese und/ocder
die Modifikation von Materialien wie Hydrogelen, Bio-
Konjugaten und funktionellen Beschichtungen. Das
Verfahren ermdglicht die Erzeugung von zeitlich und
raumlich exakt definiertem strukturierten Material um
ein Objekt. Unabhangig davon, ob es sich bei die-
sem Objekt um eine lebende Zelle, ein Biopolymer
oder ein Arzneimittel handelt, kann es in das struktu-
rierte Material eingeschlossen werden. Die Konjuga-
te bzw. Derivate der Reaktionsgruppen mit verschie-
denen aktiven Moleklilen, wie Peptiden, Proteinen,
Polysacchariden, Lipiden, Nukleinsduren wie DNA
und RNA, Antikérpern oder niedermolekularen orga-
nischen Molekiilen und Polymeren, kénnen an cder
in dem Material sowie jeweils miteinander verbunden
werden, ohne dabei die Aktivititen der betreffenden
Molekiile, die Materialeigenschaften oder das biolo-
gische System zu zerstéren, wenn die Verbindung in
vivo erfolgt.

[0018] Die Anwendung dieser Reaktion fir eine
zweidimensionale und dreidimensionale Strukturie-
rung und Manipulation bietet eine hervorragende
Mdglichkeit, Materialien in situ mit oder innerhalb le-
bender Materie zu erzeugen und die Zell- oder Ge-
webekultur in einer kontrollierten Art und Weise mit
den so gebildeten Materialmatrizen zu verbinden.

[0019] Es lassen sich die Vorteile der Erfindung fol-
gendermaf3en zusammenfassen:

Mit der Erfindung wird eine lichtgesteuerte Reaktion
fr eine rdumlich und zeitlich definierte Erzeugung ei-
ner starken kovalenten Bindung zwischen zwei Mo-
lekiilen erméglicht. Das Verfahren eignet sich zur
gesteuerten schrittweisen Konjugation der reaktiven
Einheiten, das heilt der funktionellen Gruppen von
unterschiedlichen Molekiilen, wobei die Reaktion in
situ durchgefiihrt werden kann. Das Verfahren kann
angewendet werden, um ortsspezifische Konjuga-
te mit glinstigen pharmakologischen Eigenschaften,
zum Beispiel eine reduzierte Immunogenitat und eine
erhéhte Zirkulationszeit, zu bilden. Das beschriebe-
ne Verfahren kann fir die molekulare Konjugation in
einer Losung jeder Art verwendet werden. Insbeson-
dere das Fehlen der Notwendigkeit eines Fotoinitia-
tors und die niedrige Energie erlaubt die Anwendung
des Verfahrens in vivo, was wiederum eine in situ-
Anwendung fiir zweidimensionale und dreidimensio-
nale Strukturierung, Manipulation und Strukturierung
in Gegenwart von lebenden Zellen erméglicht.

[0020] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Herstellung einer mit Maleimidgrup-
pen funktionalisierten Substratoberfliche, insbeson-
dere von Glas.
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[0021] Aus der WO 2010/014820 A2 sind Zusam-
mensetzungen und Verfahren zur Modifizierung von
Oberflachenpartikeln bekannt, an denen Biomoleki-
le angebracht werden sollen. Die Partikel kénnen K-
gelchen und Nanopartikel von Metallelementen, Me-
talilegierungen, Glas, Polymeren sowie deren Deri-
vaten und Verbindungen enthalten. Die dabei ver-
wendeten Reaktionen, um die Oberflache zu modi-
fizieren, sind Silylierungen und spezifische Reaktio-
nen von Amino-, Thiol-, Cyclopentadien- und Epoxy-
silan-Oberflichen mit einer der folgenden funktionel-
len Gruppen: N-Hydroxysuccinimid-, Maleimid-, Car-
boxy-, Thiol-, Methoxy-, Amino-, Acryloyloxy-, Epoxy-
und Biotingruppen.

[0022] Gema&R der Erfindung wird eine mit Maleimid-
gruppen funktionalisierte Substratoberflache, insbe-
sondere von Glas, durch ein Verfahren hergestellt,
bei dem
a) eine Aminosilanisierung der Substratoberflache
in der Weise erfolgt, dass danach auf der mo-
difizierten Substratoberflache freie Aminogruppen
vorliegen,
b) eine kovalente Ankoppiung von Carboxylgrup-
pen des Polyethylenmethacrylats (PEMA) an die
freien Aminogruppen der aminosilansierten Ober-
flache erfolgt, wobei nach der Ankopplung auf der
modifizierten Substratoberflache freie Carbonséau-
re-Anhydridgruppen vorliegen und
c¢) die Carbonséaure-Anhydridgruppen mit freien
Aminogrup23pen eines Maleimidderivates konju-
giert werden.

[0023] Eine solche Vorfunktionalisierung einer Sub-
stratoberfliche, beispielsweise von Glas, mit Malei-
mid-Gruppen ermdglicht, wie oben bereits beschrie-
ben, die gezielte Anbindung von weiteren, Maleimid-
oder andere funktionelle Gruppen enthaltenden Mo-
lekilen an das Substrat lber eine lichtgesteuerte
Zwei-Photonen-Additionsreaktion, vorzugsweise ei-
ne 2-2-Cycloaddition.

[0024] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile
der Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden
Beschreibung von Ausfiihrungsbeispielen mit Bezug-
nahme auf die zugehdrigen Zeichnungen. Es zeigen:

[0025] Fig. 1: Reaktionsgleichungen fir die 2-2-Cy-
cloaddition von Maleimid-Derivaten und Maleinsaure-
-Derivaten;

[0026] Fig. 2: die Vielfalt von Maleimid enthaitenden
Materialien fur die Bildung und/oder Funktionalisie-
rung der Materialien;

[0027] Fig. 3: a) eine dreidimensionale Strukturie-
rung und b) eine post-in-situ-Funktionalisierung mit
Maleimid-konjugierten Molekilen;

[0028] Fig. 4a)-c): ein optischer Aufbau und das Ar-
beitsprinzip eines Zwei-Photonen-Prozesses, Stand
der Technik;

[0029] Fig. 5: verschiedene Wege der Oberflachen-
modifikation mit Maleimidgruppen;

[0030] Fig. 6: die schrittweise Modifikation von Glas
mit Maleimidgruppen und

[0031] Fig. 7: eine schematische Darstellung der
Funktionalisierung eines Polypeptid-Konjugats mit
Maleimid.

[0032] Die Fig. 1 zeigt in den Reaktionsgleichun-
gen 1 bis 3 schematisch die lichtgesteuerten 2-2-Cy-
cloadditionen von Maleimid-Derivaten miteinander.
Die Reaktionsgleichungen 4 bis 6 stellen - eben-
falls schematisch - die lichtgesteuerte 2-2-Cycload-
dition von Maleinsaure-Derivaten bzw. Maleinséure-
Monoamid-Derivaten miteinander dar, wobei diese
Reaktionsgleichungen 4 bis 6 nicht Teil der Erfindung
sind. Dabei kénnen die Molekulreste Ry, Ry, Ry, Ra,
R, der Derivate gleicher oder unterschiedlicher che-
mischer Natur sein und zum Beispiel an unterschied-
lichen Positionen des Maleimidrings substituiert bzw.
konjugiert sein.

[0033] Die Fig. 2 zeigt die Vielfalt von Maleimid ent-
haltenden Materialien fir die Bildung und/oder Funk-
tionalisierung der Materialien. Zum einen zeigt die
Fig. 2a) ein mit vier Maleimidgruppen konjugiertes
Molekiil. Des Weiteren sind in b) ein Maleimid-Poly-
mer-Wirkstoff-Konjugat sowie in ¢) Maleimid-Biomo-
leklil-Konjugate dargestelit. Als Biomolekiile konnen
beispielsweise Oligonukieotide, wie DNA- und RNA-
Molekiile, oder Proteine sowie Antikorper eingesetzt
werden.

[0034] Die Fig. 3 zeigt die dreidimensionale Struk-
turierung und die post-in-situ-Funktionalisierung
mit Maleimid-konjugierten Molekiillen. GemaR der
Fig. 3a) enthélt jedes PEG-Maleimid-Konjugat vier
Maleimidgruppen. Die dreidimensionale Nanostruk-
turierung erfolgt mittels eines Zwei-Photonen-Pro-
zesses, welcher zu einer lokal definierten 2-2-Cy-
cloaddition von Maleimidgruppen der PEG-Maleimid-
Konjugate und damit zu einem Hydrogel fuhrt. Die ab-
gebildete dreidimensionale Gitterstruktur ist eine ty-
pische Hydrogelteststruktur.

[0035] Die Fig. 3b) zeigt, wie die dreidimensio-
nale Hydrogelstruktur zu einem spéteren Zeitpunkt
mit anderen Maleimid-konjugierten Molekiilen, zum
Beispiel Fluorophoren, Proteinen, Signalmolekiilen,
durch eine Zwei-Photonen-gesteuerte 2-2-Cycload-
dition an freien Maleimidgruppen in und auf dem Hy-
drogel modifiziert werden kann.
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[06036] Die Fig. 4a zeigt einen beispielhaften opti-
schen Aufbau 1 fiir eine Zwei-Photonen-Strukturie-
rung gemal dem Stand der Technik. Bestandteile
des Aufbaus sind unter anderem:

ein Femtosekundenlaser 2, A/2-Platten 3, Strahiteiler
4, ein akustooptischer Modulator 5, eine Lochblende
6, ein Strahlaufweiter 7, ein Spiegel 8, ein dichroiti-
scher Spiegel 9, ein Detektor 10, eine Kamera 11, ein
Galvoscanner 12 sowie ein Objektiv 13 und eine Be-
leuchtung 14. Die Datenverarbeitung und Steuerung
erfolgen in einer Rechnereinheit 15. Der Laserstrahl
wird lUber die verschiedenen optischen Elemente zum
Objekttisch mit der Probe 16 geleitet, wo der Schreib-
und Modifikationsprozess stattfindet.

[0037] Typische Strukturierungsparameter fir zum
Beispiel ein 100x Olobjektiv bei einer Wellenldnge
von 800 nm sind: eine Schreibgeschwindigkeit von 10
bis 1000 pym/s sowie eine Leistung von 0,1 bis 100
mW.

[0038] Die Fig. 4b zeigt eine Skizze des fokussier-
ten Laserstrahls, in dessen Fokuspunkt durch die
sehr hohe Photonendichte der Zwei-Photonen-Pro-
zess stattfindet. Die Ausdehnung des Fokuspunk-
tes mit ausreichender Photonendichte liegt in al-
len drei Raumrichtungen x, y, z im Submikrometer-
bereich. Die 2-2-Cycloaddition erfordert neben op-
timierten Strukturparametern die Anwesenheit von
zwei funktionellen Gruppen, zum Beispiel zwei Mal-
eimidgruppen, im Fokus des Zwei-Photonen-Laser-
Schreib- bzw. Strukturierungssystems.

[0039] Die Fig. 4c zeigt ein Energieschema des
Zwei-Photonen-Prozesses. Der angeregte Zustand,
der normalerweise mittels eines Photons der En-
ergie hv, (Plancksches Wirkungsquantum h = 6,
626-1034Js, Frequenz v, > v,) erreicht wird, kann
unter der Voraussetzung sehr hoher Photonendich-
ten Gber einen virtuellen Zwischenzustand durch
zwei Photonen der Energie hv, erzeugt werden. Um
die bendtigte Photonendichte zu erreichen, kommen
hoch gepulste Femtosekunden-Laser zum Einsatz.

[0040] Die Fig. 5 zeigt verschiedene Mdglichkeiten
der Oberflachenmodifikation, um funktionelle Grup-
pen an die Oberflache anzubringen, die fir die 2-2-
Cycloaddition geeignet sind. So zeigt die linke Sei-
te der Fig. 5 die Funktionalisierung von Carboxy-
leinheiten mit 1-(2-Aminoethyl)pyrrol-2,5-dion (Malei-
mid). Die rechte Seite der Fig. 5 zeigt die Funktionali-
sierung von Aminoeinheiten durch Carbodiimid-Che-
mie, hier mit einem 3-Maleimidopropionsaure-N-hy-
droxysuccinimidester. Beide Wege fiihren zur Funk-
tionalisierung der Oberflache mit Maleimidgruppen.

[0041] Die Fig. 6 zeigt eine schrittweise Glasmo-
difikation mit Maleimidgruppen Uber Funktionalisie-
rungen mit Aminosilan, Polyethylmethacrylat (PEMA)
und 1-(2-Aminoethyl)-pyrrol-2,5-dion (Maleimid).

[0042] Die Fig. 7 zeigt eine schematische Darstel-
lung der Funktionalisierung eines Polypeptid-Konju-
gats mit Maleimid.

Beispiel 1:

[0043] Das Beispiel 1 betrifft eine raumlich gesteu-
erte zweidimensional-molekulare Funktionalisierung
von Aminogruppen enthaltenden Oberflachen (iber
einen Zwei-Photonen-Prozess.

[06044] Oberflachen, die verfigbare Aminogruppen
enthalten, kénnen durch gewdhnliche Carbodiimid-
chemie mit Maleimidgruppen funktionalisiert werden,
wie der rechte Teil in der Fig. 5 schematisch zeigt.
Die aminoterminierten Glasflachen wurden entspre-
chend einer Vorschrift aus Nature Protocols 2010,
5, 1042-1050 durch direkte Aminosilanaddition her-
gestellt. Die praparierte Oberfliche wurde mit ei-
ner 3-Maleimidopropionsaure-N-hydrosuccinimides-
ter-Lésung einer Konzentration von 0,5 mg/ml in Iso-
propancl behandelt. Die Lésung wurde auf die Pro-
be aufgebracht, um die gesamte Oberfliche zu be-
decken. Die bedeckte Flache wurde bei Raumtem-
peratur fir mindestens eine Stunde inkubiert, um die
Vollsténdigkeit der Reaktion zu erreichen. Als Néchs-
tes wurde die Oberflache intensiv, das heifit mindes-
tens 3-mal, mit Isopropanol gewaschen und unter ei-
nem Stickstoffstrom getrocknet. Die funktionalisier-
ten Oberflachen kénnen vor der Verwendung bei -20
°C gelagert werden. Die Maleimid-funktionalisierten
Oberflaichen wurden als Substrate flr anzubringen-
de Maleimid-Konjugate von Peptiden, Proteinen, Po-
lysacchariden, Lipiden, DNA, RNA, Antikérpern oder
niedermolekularen organischen Molekiilen und Po-
lymeren verwendet. Beispielhaft wurde eine ATTO
532-Maleimid-Lésung mit einer Konzentration von 0,
4 mg/ml in Wasser hergestellt. Die Lésung wurde
auf die Maleimid-funktionalisierte Oberflache aufge-
bracht und die gewlinschte Struktur durch eine Zwei-
Photonen-Reaktion (A = 800 nm) erzeugt. Peptid-Mal-
eimid-Konjugate oder andere wasserldsliche Malei-
mid-Konjugate kénnen in dhnlicher Weise in Wasser
funktionalisiert werden, wahrend phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS), gegebenenfalls mit Magnesi-
umionenzugabe, fiir Proteine, Antikérper oder DNA
und RNA genutzt wird, um deren Konformation stabil
zu halten.

Beispiel 2:

[0045] Das Beispiel 2 betrifft eine raumlich ge-
steuerte zweidimensional-molekulare Funktionalisie-
rung von Carboxylgruppen enthaltenden Oberfléichen
durch einen Zwei-Photonen-Prozess.

[0046] Substrate mit Carboxylgruppen an ihrer
Oberflache, die durch Plasmabehandlung von Kunst-
stoff-Oberflaichen hergestelit werden, kénnen mit
Maleimid durch Carbodiimid-Chemie funktionalisiert
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werden, wie in Fig. 5 dargestellt. Glasoberflachen,
die gegeniber einer Plasmabehandlung inert sind,
kénnen, wie in der Druckschrift Nature Protocols
2010 5, 1042 bis 1050, beschrieben, mit Maleimid-
gruppen modifiziert werden. Die Bildung einer Poly-
meroberfiache bietet gegeniiber der direkten Amino-
lyse von Glas eine bessere Beschichtungsstabilitét.
Die Fig. 6 zeigt eine schrittweise Glasmodifikation.

[0047] Die préparierten Oberflaichen wurden unter
einer Lésung von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbediimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS)
mit einer Konzentration von 1 mg/ml inkubiert, um
NHS-Ester von Carbonsauregruppen zu bilden. Als
Nachstes wurden die praparierten Oberflachen mehr-
mals mit Wasser gewaschen und mit wassriger L6-
sung des Trifluoressigsaure-Salzes von 3-Maleimi-
dopropicnilamin mit einer Konzentration von 0,1 mg/
ml behandelt. Die Lésung wurde auf die Probe auf-
gebracht, um die gesamte Oberfliche zu bedecken.
Die bedeckte Flache wurde bei Raumtemperatur, das
heit 15 bis 30 °C, fir mindestens eine Stunde in-
kubiert, um die Vervollsténdigung der Reaktion zu
erreichen. Als Nachstes wurde die Oberflache in-
tensiv, das heillt mindestens dreimal, mit isopropa-
nol gewaschen und unter einem Stickstoffstrom ge-
trocknet. Die funktionalisierten Oberflachen kénnen
vor der Verwendung bei —20 °C gelagert werden.
Die Maleimid-funktionalisierten Oberfldchen wurden
als Substrat fiir anzubringende Maleimid-Konjugate
von Peptiden, Proteinen, Polysacchariden, Lipiden,
DNA, RNA, Antikérpern oder niedermolekularen or-
ganischen Molektilen und Polymeren verwendet. Als
Beispiel wurde eine Lésung von ATTO532-Maleimid
einer Konzentration von 0,4 mg/ml in Wasser prapa-
riert. Die Loésung wurde auf die Maleimid-funktiona-
lisierte Oberflaiche aufgebracht und die gewiinschte
Struktur durch eine Zwei-Photonen-Reaktion bei ei-
ner Wellenlange von A = 800 nm erzeugt. Peptid-Mal-
eimid-Konjugate oder andere wasserlosliche Malei-
mid-Konjugate kénnen in dhnlicher Weise in Wasser
funktionalisiert werden, wahrend phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS), gegebenenfalls mit Magne-
siumionenzugabe, fir Maleimid-Konjugate mit Prote-
inen, Antikérpern oder DNA und RNA verwendet wer-
den muss, um ihre Konformation stabil zu halten.

Beispiel 3:

[0048] Das Beispiel 3 betrifft die raumlich-kontrollier-
te Erzeugung eines Polymernetzwerks, das heifit ei-
ne dreidimensionale Strukturierung, Gber einen Zwei-
Photonen-Prozess.

[0049] Das Polymernetzwerk kann aus einer Lésung
von beliebigen Molekiilen mit mindestens drei Mal-
eimidgruppen-Funktionen erstellt werden. Beispiel-
haft wurde das im Handel erhiltliche Maleimid-ter-
minierte Polyethylenglykol PEG (M,y < 10000 Da) in
Wasser oder, wenn das Molekulargewicht 10000 Da

Uberschreitet, einem Acetonitril-Wasser-Gemisch ge-
I6st. Der Feststoffgehalt der Losung betrug 10 %.
Die Lésung wurde auf einer Glasbodenschale aufge-
bracht und iiber einen Zwei-Photonen-Prozess wur-
de ein Hydrogel-Netzwerk erzeugt. Dabei wurde/wur-
den Maleimid-modifiziertes Glas cder Maleimid-mo-
difizierte transparente Polymeroberflichen verwen-
det, um die geschaffenen Strukturen kovalent anzu-
binden. Die Zunahme des Feststoffgehaltes vom Re-
aktionsgemisch fiihrt entsprechend zu einer Verstar-
kung bzw. Versteifung des gebildeten Material-Netz-
werks, wahrend die Abnahme des Feststoffgehaltes
vom Reaktionsgemisch zu einer Verringerung bzw.
Erweichung des gebildeten Material-Netzwerks fiihrt.

Beispiel 4:

[0050] Das Beispiel 4 betrifft die rAumlich-kontrollier-
te Erzeugung eines kovalent gebundenen dreidimen-
sionalen Biopolymer-Netzwerks, wobei das Biopoly-
mere ein Polysaccharid ist.

[0051] Das Polymernetzwerk kann aus einer Lésung
von beliebigen Biomolekilen erzeugt werden, die
- ahnlich wie im Beispiel 3 — mit mindestens drei
funktionellen Maleimidgruppen konjugiert sind und in
Wasser oder einem organischen nicht-nukleophilen
Lésungsmittel, wie zum Beispiel DMF, DMSO, Ace-
tonitril, Methanol usw. oder deren Mischungen, I6s-
lich sein sollten. Biomolekiile, die in PBS oder Zell-
medien 6slich sind, kdnnen ohne starke Beeintrach-
tigung ihrer urspriinglichen Faltung und entsprechen-
der Aktivitaten polymerisiert werden. Die Biopolymer-
Maleimid-Konjugate, die eine grof3e Anzahl an Malei-
midgruppen enthalten, bilden steifere Materialien als
die gleichen Biopolymer-Konjugate mit einer kleine-
ren Menge an Maleimidgruppen. Zum Beispiel wur-
de eine Hyaluronséureprobe (M, = 17000 Da) mit 4
und 6 Maleimidgruppen auf bekanntem Wege, zum
Beispiel entsprechend Adv. Mater. 2013, 25, 2606-
2610, funktionalisiert und - auf &hnlichem Wege wie
in Beispiel 3 — ohne Befestigung an ein Substrat, es
wurde nicht modifiziertes Glas verwendet, — unter An-
wendung eines Zwei-Photonen-Prozesses polymeri-
siert. Das Speichermedul, eine rheologische Eigen-
schaft, des Hyaluronsaure-Konjugates mit 6 Malei-
midgruppen war 40-mal groer (steifer) als das Spei-
chermodul des Hyaluronsaure-Konjugates mit 4 Mal-
eimidgruppen. Die Zunahme des Feststoffgehaltes
vom Reaktionsgemisch fuhrt entsprechend zu einer
Verstarkung bzw. Versteifung des gebildeten Mate-
rial-Netzwerks, wahrend die Abnahme des Feststoff-
gehaltes vom Reaktionsgemisch zu einer Verringe-
rung bzw. Erweichung des gebildeten Material-Netz-
werks fiihrt.

Beispiel 5:

[0052] Das Beispiel 5 betrifft die raumlich kontrol-
lierte Erzeugung eines kovalent verbundenen Bio-

777



DE 102014 104 735B4 2016.03.10

polymer-Netzwerks, das heil3t eine dreidimensionale
Strukturierung, wobei das Biopolymer ein Polypeptid
ist.

[0053] Das Konzept der Materialstrukturierung ist
ahnlich wie in Beispiel 4. Zum Beispiel wurde eine L6-
sung von Kollagen 1 in PBS (pH 7,4) mit einer End-
konzentration von weniger als 1 mg/ml hergestelit.
Die Lésung wurde Uber Nacht mit dem Ziel einer voll-
standigen Ausbildung von Kollagenfasern inkubiert.
Nachfolgend wurde die Probenlésung mit 3-Mal-
eimidopropionsaure-N-hydroxysuccinimidester einer
Konzentration von 100 pm/ml funktionalisiert. Die Re-
aktion wurde Uber Nacht durchgefiihrt und mit Mikro-
dialyseschlauchen gereinigt. Die dialysierte Lésung
wurde in dhnlicher Weise wie in Beispiel 4 mit oder
ohne Anbindung an ein Substrat unter Anwendung
eines Zwei-Photonen-Prozesses polymerisiert.

Beispiel 6:

[06054] Das Beispiel 6 betrifft die rdumlich kontrollier-
te Erzeugung eines kovalent verkniipften Bio-Hybrid-
material-Netzwerks.

[0055] Das Konzept der Material-Strukturierung ist
ahnlich wie in den Beispielen 4 und 5. Auch in
diesem Fall wurden die verwendeten Polymer-Pep-
tid-Konjugate oder Polysaccharid-Polymer-Konjuga-
te mit mindestens drei Maleimidgruppen modifiziert
und fir die Bildung eines Hydrogel-Netzwerks ver-
wendet. Zum Beispiel wurde ein Maleimid-terminier-
tes PEG-Peptid-Konjugat mit MMP-(Matrix-Metallo-
proteinase)-spaltbaren Peptiden funktionalisiert, wie
in ChemCom 2010 Macromol Com. 2010 beschrie-
ben. AnschlieRend wurde das gereinigte Konjugat mit
einem 3-Maleimidipropionic-N-hydroxysuccinimides-
ter, siehe Fig. 7, nach einer ahnlichen Vorschrift wie
in Beispiel 5 funktionalisiert.

[0056] Das gebildete Maleimid-terminierte PEG-
Peptid-Konjugat wurde &hnlich wie in den Beispie-
len 4 und 5 mit oder ohne kovalente Anbindung an
ein Substrat unter Anwendung eines Zwei-Photonen-
Prozesses polymerisiert.

Beispiel 7:

[0057] Das Beispiel 7 betrifft die rdumlich kontrol-
lierte Erzeugung eines kovalent vebundenen Mehr-
schicht-Hydrogel-Netzwerks, das heil3t eine dreidi-
mensionale Strukturierung.

[0058] Das gebildete Maleimid-terminierte Konjugat
aus den Beispielen 3 bis 6 kann durch einen Zwei-
Photonen-Prozess mit oder ohne Befestigung an ei-
nem Substrat stufenweise auf der Oberflache poly-
merisiert werden. Dadurch wurde ein mehrschichti-
ges Hydrogel-Netzwerk erzeugt, welches Schichten

aus unterschiedlichen Materialien und Dicken ent-
halt.

Beispiel 8:

[0059] Das Beispiel 8 betrifft die raumlich kontrollier-
te dreidimensionale Funktionalisierung von Zellober-
flachen.

[0060] Die Zelloberflaichen wurden direkt durch die
Behandlung mit einer 3-Maleimidopropionsaure-N-
hydroxysuccinimidester-Lésung einer Konzentration
von 10 pm/ml oder mit die Zellwand durchdringenden
Peptiden oder Proteinen, welche mit Maleimidgrup-
pen vorfunktionalisiert sind, funktionalisiert. Die ver-
schiedenen Maleimid-Konjugate wurden dann durch
den Zwei-Photonen-Prozess direkt an die Zeliwand
angebracht. Fir die Einzelzellfixierung unter dem
Laser wurde eine Mikrofluid-Technologie eingesetzt,
wie in der Druckschrift Biophysical Journal 2005,
3689-98, beschrieben.

Beispiel 9:

[0061] Das Beispiel 9 betrifft die raumlich kontrollier-
te Funktionalisierung von Mizellen oder Partikeln.

[0062] Die Oberflachen von mikrometergroRen Par-
tikeln oder Micellen wurden mit Maleimidgruppen in
einer ahnlichen Weise, wie in den Beispielen 1 und
2 beschrieben, funktionalisiert. AnschlieRend kénnen
die verschiedenen Maleimid-Konjugate durch Zwei-
Photonen-Technik direkt an die Oberfliche ange-
bracht werden. Fir die Partikel- oder Mizellen-Fixie-
rung unter dem Laser wurde eine Mikrofluid-Tech-
nik eingesetzt, wie in der Biophysical Journal 2005,
3689-98, beschrieben. Die funktionalisierten Teil-
chen oder Mizellen wurden durch Dialyse gereinigt.

Bezugszeichenliste

optischer Aufbau
Femtosekundenlaser
N2-Platten
Strahlteiler
akustooptischer Modulator
Lochblende
Strahlaufweiter
Spiegel
dichroitischer Spiegel
10  Detektor

1 Kamera

12 Galvoscanner

13  Objektiv

14 Beleuchtung

15 Rechnereinheit

16  Objekttisch mit Probe

CONOTNHL-WON=
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur lichtgesteuerten Erzeugung von
kovalenten Konjugaten zwischen jeweils zwei Mo-
lekulen gleicher oder unterschiedlicher chemischer
Natur durch eine lichtgesteuerte Additionsreaktion,
vorzugsweise eine 2-2-Cycloaddition, zur kovalen-
ten Verbindung zwischen zwei gleichen oder unter-
schiedlichen funktionellen Gruppen, ausgewéhit aus
den funktionellen Gruppen von Maleimid-Derivaten
und/oder deren 2- und/oder 3-substituierten Deri-
vaten, wobei die Derivatmolekiile als die mit den
genannten funktionellen Gruppen ausgestatteten zu
verbindenen Molekiile gleicher oder unterschiedli-
cher chemischer Natur jeweils eine oder mehrere
funktionelle Gruppen aufweisen, und als Molekiile,
die zusammen mit den funktionellen Gruppen die
Derivatmolekiile bilden, bioaktive Molekiile, insbe-
sondere Molekiile von Peptiden, Proteinen, Nuklein-
sauren (RNA, DNA), Polysacchariden, Lipiden oder
kleinen organischen Molekiilen und Polymeren, und/
oder synthetische Polymere und/oder Molekiile von
niedrigem Molekulargewicht, insbesondere Wirkstoff-
molekiile, und/oder Farbstoffmolekiile, insbesonde-
re Fluorophore, cder Derivatmolekiile, die neben den
fur die Additionsreaktion notwendigen funktionellen
Gruppen Farbstoffgruppen, insbesondere fluoropho-
re Gruppen, enthalten, und/cder Molekiile von Biotin
und/oder von Biotin-Analoga und/cder Molekiilen ei-
ner Substratoberflache, insbesondere von Glas, ein-
gesetzt werden, dadurch gekennzeichnet, dass die
Additionsreaktion, vorzugsweise eine 2-2-Cycloaddi-
tion, als eine Zwei-Photonen-Reaktion bei einer Wel-
lenlénge im Bereich von A = 600 bis 900 nm stattfin-
det.

2. Anwendung eines Verfahrens nach Anspruch 1
fir den Aufbau einer zwei- oder dreidimensionalen
Struktur und/oder fiir den schrittweisen Aufbau von
Schichtebenen aus Konjugaten aus den Molekilen
gleicher oder unterschiedlicher chemischer Natur.

3. Anwendung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Konjugatstruktur eine harte,
plastische oder Hydrogel-Struktur ist.

4. Anwendung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die dreidimensionale Konjugat-
struktur eine kovalent verbundene Mehrschichtstruk-
tur ist, die schrittweise durch die Zugabe von bioak-
tiven Molekilen, insbesondere Molekiile von Pepti-
den, Proteinen, Nukleinsduren (RNA, DNA), Polysac-
chariden, Lipiden oder kleinen organischen Molekii-
len und Polymeren, die die fiir die Additionsreaktion,
vorzugsweise eine 2-2-Cycloaddition, erforderlichen
funktionellen Gruppen aufweisen, erzeugt wird, wo-
bei die jeweiligen Molekile zweier miteinander ver-
bundener Schichten gleicher oder wechselnder che-
mischer Natur sind.

5. Anwendung eines Verfahrens nach Anspruch
1 fiir die Beschichtung oder Modifikation von zwei-
dimensionalen und dreidimensionalen Oberflachen,
die mit den fir die Additionsreaktion, vorzugsweise 2-
2-Cycloaddition, notwendigen funktionellen Gruppen,
ausgewahit aus den funktionellen Gruppen von Mal-
eimid-Derivaten und/cder deren 2- und/cder 3-substi-
tuierten Derivaten, vormodifiziert sind.

6. Anwendung eines Verfahrens nach Anspruch
1 zur Modifikation von Zelloberflichen, wobei die
Zelloberflachen mit den fiir die Zwei-Photonen-Addi-
tionsreaktion, vorzugsweise fiir eine 2-2-Cycloaddi-
tion, notwendigen funktionellen Gruppen vormodifi-
ziert sind.

7. Verfahren zur Herstellung einer mit Maleimid-
gruppen funktionalisierten Substratoberflache, insbe-
sondere von Glas, bei dem
a) eine Aminosilanisierung der Substratoberfldche in
der Weise erfolgt, dass danach auf der modifizierten
Substratoberfléche freie Aminogruppen vorliegen,

b) eine kovalente Ankopplung von Carboxylgruppen
des Polyethylenmethacrylats (PEMA) an die freien
Aminogruppen der aminosilansierten Oberfliche er-
folgt, wobei nach der Ankopplung auf der modifizier-
ten Substratoberflache freie Carbonsaure-Anhydrid-
gruppen vorliegen und

c) die Carbonsaure-Anhydridgruppen mit freien Ami-
nogruppen eines Malimidderivates konjugiert wer-
den.

Es folgen 8 Seiten Zeichnungen
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Funktionalisierung von Carboxylgruppen
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1-(2-Aminoethyl)-pyrrol-2,5-dion (Maleimid)
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