Spenderorgane sind rar.

Im Tissue Engineering arbeiten
Forscher daran, Organe aus
korpereigenen Zellen des
Patienten »nachzubauen«.
Dreidimensionale Geriist-

strukturen, so genannte 3D-

Scaffolds, konnen Zellen bei der

Gewebebildung unterstiitzen
und damit dem Gewebe eine
gewiinschte Struktur vorgeben.
Eine Wissenschaftlerin vom In-
stitut fiir Mehrphasenprozesse
und ein Wissenschaftler vom
Institut fiir Quantenoptik
erkliren, wie Scaffolds her-
gestellt und lebende Zellen
mit Laserpulsen in diese
Geriiststruktur platziert werden

konnen.

Spenderorgane
aus korpereigenen Zellen
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SPEZIELLE GERUSTSTRUKTUREN OPTIMIEREN
DIE HERSTELLUNG VON ERSATZORGANEN

Weltweit besteht ein erheb-
licher Mangel an Spenderor-
ganen, etwa bei Niere, Herz,
Lunge oder Leber. Allein in
Niedersachsen haben 2009
1090 Menschen auf eine le-
bensrettende Organspende
gewartet. Die demographi-
schen Verdnderungen fithren
zu einer grofleren Zahl &lterer
Menschen mit zunehmenden
Erkrankungen. Die héhere
Lebenserwartung erfordert

verbesserte Therapieverfahren.

Statistisch gesehen sterben al-
lein in Deutschland monatlich
etwa 100 Patienten, da nicht
rechtzeitig ein Spenderorgan
verfiigbar ist. Nach der Trans-
plantation ist in der Regel eine

lebenslange medikamentdse
Behandlung nétig, um Ab-
stofSungsreaktionen des Im-
munsystems zu unterdriicken,
was teilweise starke Neben-
wirkungen mit sich bringt.

Um diese Problematik —
Spenderorganmangel und
Abstoflungsreaktionen — zu
umgehen, wird im Rahmen
der Regenerativen Medizin
das Ziel verfolgt, aus korper-
eigenen (autologen) Zellen
des betroffenen Patienten

das benétigte Organ »nach-
zubauen« und ihm dann zu
implantieren. Da Spender und
Empfianger nun identisch sind,
sollte es keine AbstofSungsre-

aktion geben. Von besonderem
Interesse sind in diesem Zu-
sammenhang adulte Stamm-
zellen, da sie in verschiedene,
organspezifische Zellarten
differenzieren kénnen. Sie
koénnen zum Beispiel aus Kno-
chenmark oder Fettgewebe
gewonnen werden.

Doch nicht nur die Gewin-
nung und Vermehrung der
Zellen ist anspruchsvoll, auch
das »Nachbauen von Orga-
nen«, im Allgemeinen komple-
xe Strukturen aus verschiede-
nen Zellarten, ist bisher eine
ungeldste Herausforderung.
Ein Ansatz ist die Verwendung
einer biologisch abbaubaren
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Stuitzstruktur (englisch: scaf-
fold), in der die Zellen wie im
natiirlichen Organ angeordnet
werden. Dort sollen die Zellen
dann zu einem Gewebe wach-
sen, wihrend der Scaffold
langsam resorbiert wird. Die
Porositit des Scaffolds sowie
Anordnung und Groéfse der
Poren beeinflussen dabei die
Zellmigration und spielen
eine wichtige Rolle in seiner
Resorptionskinetik, Nahrstoff-
diffusion und mechanischen

Stabilitdt. Um das Zellverhal-

ten steuern zu kénnen, werden
daher definierte 3D-Strukturen
benotigt.

Zur Realisierung multizel-
luldrer Systeme miissen
verschiedene Zellarten in
dieselbe Struktur kontrolliert
eingebracht werden. So stellt
die Wand eines natiirlichen
Blutgefafles eine komplexe
3D-Struktur dar, die Endo-
thelzellen, glatte Muskelzellen
und Fibroblasten enthilt.
Hierfiir wurde am Laser Zent-

220 um

rum Hannover e.V. (LZH) eine
Technik zum Transfer von Zel-
len mit einem gepulsten Laser
entwickelt, das so genannte
Laser BioPrinting, — kurz LaBP
—basierend auf Laser-Induced
Forward Transfer (LIFT). In
Abbildung 1 ist eine sche-
matische Darstellung dieser
LaBP-Technik zu sehen. Auf
ein Glasplittchen wird zuerst
eine Schicht aufgetragen, die
die Laserstrahlung absorbiert
(bei den hier beschriebenen
Experimenten wurde eine 60
Nanometer diinne Goldschicht
verwendet), und darauf ein
Hydrogel, das die Zellen ent-
hilt. Die Laserpulse werden
durch das Glas in die Absorp-
tionsschicht fokussiert, die
lokal verdampft wird. Durch
den Dampfdruck wird eine
kleine Menge Gel mit Zellen
senkrecht von dem Glasplétt-
chen wegbeschleunigt und
trifft auf ein zweites Glasplatt-
chen auf. Durch relative Be-
wegung von Laser und Glas-
plattchen kann ein beliebiges
Muster aus Zellen geschrieben
werden, durch Austauschen
des ersten Glasplittchens kann
dabei die Zellsorte variiert
werden.

Am Institut fiir Mehrphasen-
prozesse werden Scaffolds aus
verschiedenen Biopolymeren
wie zum Beispiel Kollagen
Typ I oder Chitosan durch ge-
richtete Erstarrung hergestellt.
Dabei wird eine wissrige Po-
lymerl6sung gezielt von einer
Seite im so genannten Power-
Down-Verfahren eingefroren,
so dass fingerformige Eiskris-
talle gerichtet durch die Probe
wachsen (Abbildung 2). Durch
Variation der Einfrierparame-
ter und gezielte Nukleation
kann der Durchmesser der
Eisfinger eingestellt werden.
Da bei der Eiskristallbildung
nur das Wasser erstarrt, wer-
den die suspendierten Partikel
in die Eiszwischenrdume ver-
drangt und bilden auf diese
Weise eine Gitterstruktur mit
gleichméBiger Porengrofe.

In einem anschliefenden
Gefriertrocknungsprozess

Abbildung 1 (gegentiber)

LaBP: Schematische Dar-
stellung des Laser-basierten
Zell-Transfers

Die verschiedenen Zelltypen sind
rot, blau und griin dargestellt.
Auf der Unterseite der oberen
Glasscheibe befindet sich eine
diinne, Laserstrahlung absorbie-
rende Schicht (zum Beispiel 60
Nanometer Gold) und darunter
eine Gelschicht, die verschiedene
Zelltypen (rot, griin, blau dar-
gestellt) enthdlt. Die Laserpulse
werden durch die Glasplatte in
die Absorptionsschicht fokussiert,
diese wird lokal im Fokus ver-
dampft. Der Dampfdruck be-
schleunigt das Gel darunter zur
unteren Glasplatte, auf der sich
ein Scaffold befinden kann.
Quelle: LZH

Abbildung 2

Oben: Herstellung von Kolla-
gen-Scaffolds durch gerichtete
Erstarrung

Durch gezielte Temperaturfiih-
rung bildet sich in einer wissri-
gen Kollagenlosung eine dendri-
tische Erstarrungsstruktur; das
Eis wiichst fingerformig durch die
Suspension. Da nur das Wasser
gefriert, werden alle anderen Be-
standteile der Suspension in die
Raume zwischen die Eisdendriten
gedriickt. Anschlieflend wird das
Eis aus den Proben sublimiert.
Auf diese Weise entsteht eine
pordse Kollagenstruktur.

Unten: Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahme der Quer-
schnittsfliche eines Kollagen-
Scaffolds

Gut zu erkennen ist die gleich-
mdfSige PorengrofSe von circa 65
bis 100 Mikrometern.

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover



Abbildung 3
Lebend-/Totfirbung von Zellen
(Fibroblasten), die mit LaBP
auf und in den Kollagen-
Scaffold transferiert wurden
Oben sind die Linien zu sehen, in
denen die Zellen aufgetragen
wurden. In der unteren Vergrofie-
rung sieht man, dass ein Teil der
Zellen unscharf abgebildet ist.
Diese befinden sich aufSerhalb der
Fokusebene des Mikroskops. Das
beweist, dass die Zellen in den
Scaffold eingedrungen sind und
nicht nur auf dessen Oberfliche
liegen. Durch die Lebend-/Totféir-
bung werden die vitalen Zellen
nach dem Transfer griin und die
toten Zellen rot gefiirbt. Es sind
nur sehr vereinzelt »rote« Zellen
zu finden, die Zellen haben den
LaBP-Transfer in den Scaffold
unbeschadet iiberstanden.

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover

Abbildung 4

Das Verfahren der Zwei-Pho-
tonen-Polymerisation (2PP)
Mit der Zwei-Photonen-Polyme-
risation (2PP) kann direkt im
Volumen des fliissigen photosen-
sitiven Materials geschrieben
werden. Verwendet wird ein Fem-
tosekunden-Infrarotlaser (circa
800 Nanometer Wellenlinge), der
in das Material fokussiert wird.
Durch gleichzeitige Absorption
zweier Photonen (entspricht der
Energie eines Photons mit 400
Nanometer Wellenlinge) wird
das Material polymerisiert. Nur
direkt im Laserfokus ist die Pho-
tonendichte so hoch, dass eine
Zuweiphotonenabsorption effektiv
stattfindet. Somit lisst sich eine
Auflosung im Submikrometerbe-
reich erreichen. Der gesamte Scaf-
fold kann in einem Durchgang
ins Volumen geschrieben werden,
danach wird das nicht polymeri-
sierte Restmaterial ausgewaschen.
Quelle: LZH

wird das Eis aus den Proben
sublimiert. Auf diese Weise
entstehen iiberall dort, wo
Eisfinger waren, Poren. So ent-
stehen beispielsweise pordse
Kollagenstrukturen, die an-
schlieBend mit Zellen besiedelt
werden koénnen. Abbildung 2
zeigt einen derart hergestellten
Kollagen-Scaffold mit einer
homogenen PorengréBe von
etwa 65 bis 80 Mikrometern.

Auf und in diesen Kollagen-
Scaffold wurden mittels LaBP
Zellen transferiert. In Abbil-
dung 3 sind die Zellen zu
sehen, wobei die vitalen griin
und die toten Zellen rot ein-
gefarbt wurden. Man erkennt,
dass fast alle Zellen LaBP
iiberlebt haben und unter-

schiedlich tief in den Scaffold
eingedrungen sind.
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Am LZH werden aufSerdem
Scaffolds durch Zwei-Pho-
tonen-Polymerisation (2PP)
mit einem so genannten Fem-
tosekundenlaser hergestellt.
Dabei wird durch gleichzeitige
Absorption zweier Photonen
ein photosensitives fliissiges
Material polymerisiert. Dies
geschieht ausschliefilich im
Laserfokus, da nur dort eine
ausreichend hohe Photonen-
dichte herrscht, wodurch sehr
kleine Strukturen mit Submi-
krometerauflésung dreidi-
mensional in das Volumen des
Materials geschrieben werden
konnen (Abbildung 4). Das
nicht polymerisierte Material
kann dann ausgewaschen wer-
den. Diese Technik wurde zur
Herstellung von hochporosen
3D-Scaffolds aus acrylisiertem
Polyethylenglykol verwendet.
Das CAD-Design und eine
Rasterelektronenmikroskop-
aufnahme eines hexagonalen
Scaffolds mit einem Freiraum
in der Mitte als Abschnitt einer
rohrenformigen Struktur sind
in Abbildung 5 dargestellt.

In Zusammenarbeit mit der
Medizinischen Hochschule
Hannover (Abteilung fiir
Thorax-, Herz- und Gefafichi-
rurgie) wurden in die Poren
dieses Scaffolds mittels LaBP
Endothelzellen im inneren
Bereich und glatte Muskelzel-
len im dufleren Bereich ein-
gebracht (Abbildung 6). Dies
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entspricht der grundsitzlichen
Anordnung solcher Zellen

in der Wand eines Blutgefa-
Bes. Dabei werden die Zellen
durch die Poren bis zur Unter-
seite des Scaffolds transferiert
und die Poren so schichtweise
gefiillt. Abbildung 6 zeigt die
Scaffold-Besiedlung in einer
fluoreszenzlichtmikroskopi-
schen Aufnahme mit diesen
beiden verschiedenen Zell-
typen unmittelbar nebenein-
ander.

Die Kombination der Her-
stellung definierter Scaffolds
mit LaBP zur Zellbesiedelung
erméglicht das flexible und
prézise Erzeugen multizellu-
larer 3D-Konstrukte. Sie bietet

Abbildung 5

Scaffold, mittels 2PP-Technik
hergestellt: Aufsicht (a) und
Seitenansicht (b) des zugrunde
liegenden CAD-Modells
Vergrofiert ist als Ausschnitt in (a)
die Struktur der aufeinander lie-
genden Schichten farbig dargestellt.
(c) zeigt die Rasterelektronenmikro-
skop-Aufnahme der Struktur aus
Polyethylenglykol-Diacrylat
(PEGda).

Quelle: LZH

Abbildung 6

Dunbkelfeld- (a) und Fluores-
zenzlicht-Aufnahmen (b, c) des
Scaffolds, der mittels LaBP mit
Zellen besiedelt wurde

Das weifle Hexagon markiert die
Grenze zwischen den zwei Scaffold-
bereichen, die mit griin gefirbten
glatten Muskelzellen (A) bezie-
hungsweise orange gefiirbten Endo-
thelzellen (B) besiedelt wurden.
Quelle: LZH

grofses Potenzial zur in vitro-
Herstellung von kiinstlichen
Modellen der Extrazellular-
matrix und zur Untersuchung
fundamentaler Aspekte der
Zell-Zell- und der Zell-Scaf-
fold-Interaktionen und in Zu-
kunft kann diese Technologie
zur Herstellung von Ersatz-
organen angewendet werden.

Die vorgestellten Arbeiten
werden von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft
(DFG) teilweise im Exzel-
lenzcluster REBIRTH (EXC
62/1) und im Sonderfor-
schungsbereich Transregio
TR 37 finanziell gefordert.

Prof. Dr. Boris N. Chichkov

Jahrgang 1955, ist seit 2009
Inhaber des Lehrstuhls »Nano-
engineering« am Institut fur
Quantenoptik an der Leibniz
Universitdt Hannover und Ab-
teilungsleiter am Laser Zen-
trum Hannover e.V. Seine For-
schungsschwerpunkte liegen in
den Bereichen Laserphysik und
Laseranwendungen, Quanten-
und Nichtlineare Optik, Nano-
und Biophotonik, Biomedizini-
sche Implantate, Tissue En-
gineering und regenerative
Medizin. Kontakt: b.chichkov@
Izh.de

Prof. Dr.-Ing. Birgit Glasmacher

Jahrgang 1958, leitet seit 2006
das Institut fiir Mehrphasen-
prozesse an der Leibniz Uni-
versitdt Hannover und ist
Sprecherin des Vorstands des
Zentrums fir Biomedizintech-
nik (zbm) der Fakultat fiir
Maschinenbau. Sie ist General-
sekretdrin der European So-
ciety for Artificial Organs so-
wie Vorstandsmitglied der
International Federation for
Artificial Organs. lhre For-
schungsschwerpunkte liegen
den Bereichen mehrphasiger
Strémungen, Visualisierung
und Simulation sowie Verfah-
renstechnik in der Medizin
(Tissue Engineering, Kryo-,
Bioreaktor- und Scaffoldtech-
nik). Kontakt: glasmacher@
imp.uni-hannover.de



