Erkrankungen konnen die Funk-
tionen von Zellen, Gewebe oder
Organen im menschlichen Kér-
per erheblich beeintrichtigen.
Die Regenerative Medizin
trdumt von einem umfangrei-
chen Ersatz fiir den Menschen:
Ein neues Herz fiir den Infarkt-
patienten, eine neue Lunge
fiir die an Krebs erkrankte Rau-
cherin, eine Niere statt Dialyse.
Bisher gibt es dies nur als
Organspende. Unter Tissue
Engineering versteht man
die Kultivierung von lebendem
Gewebe zur Wiederherstellung

der geschidigten Organe.

Abbildung 1

Prinzipieller Elektrospinning-
Aufbau im Foto (a) und im Sche-
ma (b)

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover
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Elektrogesponnene Fasern

TRAGERMATERIAL UND WIRKSTOFFDEPOT
FUR DIE REGENERATIVE MEDIZIN

Durch die steigende Lebenser-
wartung der Bevolkerung und
die damit hohere Morbiditat
gewinnt das Feld der Regene-
rativen Medizin zunehmend
an Bedeutung. So werden
zum Beispiel Konzepte und
Produkte zur Behandlung von
Herz- und Gefafserkrankungen
oder Therapien fiir den Ersatz
von Knochen erforscht. Ein Be-
handlungsansatz ist dabei die
Nachbildung von biologischen
Strukturen durch Werkstoffe,
die fiir den Menschen gut
vertraglich sind und gegebe-
nenfalls vom Korper abgebaut
werden konnen. Aktuell wird
dabei tiberwiegend der Ersatz
von biologischen Strukturen
wie Haut oder Gefédfien ange-
strebt. Aber auch der Ersatz
héoherer biologischer Systeme
— wie sie in Organen vorlie-

gen — wird verfolgt, ist jedoch
aufgrund der durch die Natur
vorgegebenen Komplexitéat
sehr viel schwieriger umzuset-
zen. Erste Publikationen be-
richten iiber die Nachbildung
einzelner Teilfunktionen von
Organen wie das Gefafssystem
der Lunge oder die rdumliche
Fixierung von Leberzellen
durch sphérische Trédgermate-
rialien.

Functional Tissue Engineering
beschiftigt sich mit dem Er-
satz von biologischen Struk-
turen. Diese Disziplin umfasst
zum einen die Bereitstellung
eines geeigneten Gertists, des
so genannten Scaffold, auf
dem die Besiedlung mit Zellen
durchgefiihrt werden kann.
Zum anderen wird versucht,
das Wachstum der Zellen
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beziehungsweise des Gewe-
bes durch die Einbringung
geeigneter Signalsubstanzen
wie Wachstumsfaktoren oder
Proteine in den Scaffold gezielt
zu beeinflussen. Eine weitere
Herausforderung beim Tissue
Engineering stellt die Kultivie-
rung des Gewebes dar. Dies
kann in vitro in einer Kultur
mit stehendem Ndhrmedium
(statisch) oder mit bewegtem
Niahrmedium (dynamisch) im
Bioreaktor erfolgen. Die Wahl
der Kultivierungsmethode hat
dabei entscheidenden Einfluss
auf den Erfolg der Besiedlung
und den Zustand des ausge-
bildeten Gewebes.



Herstellung von
Tragerstrukturen mittels
Elektrospinning

Der Scaffold dient als Trager-
oder Gertiststruktur fiir das zu
kultivierende biologische Ge-
webe. Er gibt dessen rdumliche
Struktur vor und hat Einfluss
auf das Verhalten von Zellen.
Ein Verfahren zur Herstellung
von Scaffolds ist das Elekt-
rospinning (Bild 1b). Hierbei
wird eine Polymerlésung oder
-schmelze in einem elektri-

schen Feld verstreckt und in
eine Fasermatte aus Nano- und
Submikronfasern tiberfiihrt.
Dazu wird die Polymerls-
sung mittels einer Pumpe

aus einem Reservoir durch
eine Diise geleitet, die an eine
Spannungsquelle angeschlos-
sen ist. Die Polymerlosung
wird nach dem Austritt aus
der Diise aufgrund der elek-
trischen Ladung in Richtung
eines unter- oder oberhalb der
Diise befindlichen Kollektors
gezogen (Bild 1a), wobei es
zu einer starken Verstreckung
der Faser kommt. Dadurch

verringert sich der urspriing-
liche Faserdurchmesser um
mehrere Gréfenordnungen.
Der Enddurchmesser ist dabei
von der verwendeten Polymer-
Losungsmittelkombination
und deren Eigenschaften

wie etwa Zihigkeit, Oberfla-
chenspannung oder Leitfihig-
keit sowie den Prozesspara-
metern (elektrische Spannung,
Flussrate, Abstand zwischen
Diise und Kollektor) abhingig.
Auch Umgebungsparame-

ter wie Luftfeuchtigkeit und

Temperatur beeinflussen die
Faserablage.

Mit diesem Verfahren kénnen
elektrogesponnene Mikro- und
Nanofaserscaffolds hergestellt
werden, die mit ihrer Mik-
rostruktur die Extrazellular-
matrix (EZM) in natiirlichem
Gewebe nachbilden. Dazu
werden Faserdurchmesser von
hundert Nanometer bis ein
Mikrometer angestrebt (Bild
2). Es ist aulerdem moglich,
der Polymerlosung Proteine
der EZM wie Kollagen oder
Fibronektin beizumischen

und sie gemeinsam zu elekt-
rospinnen. Dadurch kénnen
Ankniipfpunkte bereitgestellt
werden, die das Verhalten
von Zellen in Bezug auf deren
Migration, Vermehrung und
Gewebebildung beeinflussen.
Diese selektive Funktionalisie-
rung einzelner Fasern ist ge-
gentiber der nichtspezifischen
Proteinadsorption — zum Bei-
spiel durch Eintauchen des
gesamten Scaffolds in eine
proteinhaltige Lésung — von
Vorteil.

Die Herstellung von elektro-
gesponnenen Fasermatten

aus reinen Proteinlsungen

ist prozesstechnisch schwierig
und kostenintensiv, da eine
grofse Proteinmenge benétigt
wird. Auflerdem sind Proteine
in Reinform nur mit speziellen
organischen Losungsmitteln
zu verspinnen. Nachteilig ist
dabei, dass diese Losungs-
mittel die Proteine zumeist
negativ verandern. Es wird
deshalb ein Ansatz verfolgt,
bei dem eine Mischung aus
einem synthetischen Polymer
und Proteinen verwendet

Eine Wissenschaftlerin und ein
Wissenschaftler des Instituts fiir
Mehrphasenprozesse zeigen auf,

wie die Kultivierung
menschlicher Zellen und die
Besiedlung einer Matrix-
struktur, hergestellt durch
Elektrospinning sowie angepasst
durch eingebaute Trigerstoffe,

optimiert werden kénnen.

Abbildung 2

Elektrogesponnene Fasern. PEO
(ohne Ausrichtung) (a); PEO (mit
Ausrichtung) (b); Silikon (c);
PEO-Fasern auf einem menschli-
chen Haar (d)

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover



Abbildung 3

Myofibroblast auf Faser

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover
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Abbildung 4

FTIR-Spektren der Modellproteine
Albumin (a); Alkalische Phospha-
tase (b)

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover

wird (blend<). Als Polymer
eignet sich Polyethylenoxid
(PEO), da es wasserloslich

ist und die Proteine dadurch
nicht denaturiert werden. Die
Wasserloslichkeit wird nach
dem Spinnvorgang aufgeho-
ben, indem die Fasermatten
unter vorheriger Zugabe von
Vernetzungsadditiven zur Po-
lymerldsung mittels UV-Licht
vernetzt werden. Im waissri-
gen Milieu liegen die Fasern
deshalb als Hydrogel vor.

In einer Studie wurde die
Eignung von Fasermatten
basierend auf Kollagen/PEO-,
Fibrinogen/PEO- sowie Poly-
sialinsdure / PEO-Lésungen als
Zellsubstrat untersucht. Nach
der Kultivierung der Faser-
matten war eine gute Zellan-
haftung und -morphologie zu
beobachten (Bild 3). Es hat sich
gezeigt, dass der beschriebene
Ansatz mit vergleichsweise
geringem Aufwand und
kosteneffektiv zu realisieren
ist. Faserdurchmesser und
Porengrofie innerhalb der
Matten sind ebenfalls von Be-
deutung fiir die Beeinflussung
des Verhaltens von Zellen;

so kénnen die Zellen bei zu
geringer Porengrofie nicht in
den Scaffold eindringen. Des-
halb wird durch die Variation
von Prozessparametern eine
kontrollierte Einstellung von
Faserdurchmesser und Poren-
grofle angestrebt.
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Einbringung von
metallischen Nanopartikeln
in PEO-Fasern

Elektrogesponnene, bio-
hybride Protein/PEO-Faser-
scaffolds haben grofles Poten-
zial, durch die Bereitstellung
biochemischer Ankniipf-
punkte eine Einflussnahme
auf das Zellverhalten in der
Besiedlungsphase zu ermogli-
chen. Die Faser dient dabei als
Wirkstoffdepot. So kénnen die
Fasern auch eine Lenkung des
Zellwachstums bewirken. Um
die Chancen der Einbindung
anorganischer Substanzen

in die Fasern zu evaluieren,
wurden der Polymerlésung
metallische Nanopartikel (NP)
hinzugegeben. Durch die frei
werdenden Metallionen in der
Umgebung der Zellen kénnen
verschiedene Effekte auf das
Verhalten der Zelle bewirkt
werden — zum Beispiel die
Verhinderung beziehungs-
weise Verzogerung des Be-
wuchses oder sogar eine Ver-
stirkung der Zellvermehrung.
In einer ersten Studie wurde
die Beimischung von Kupfer-,
Silber- und Goldnanopartikeln
in Kollagen/PEO-L§sungen
untersucht (Bild 5). Obwohl es
wihrend des Mischvorgangs
zu einer leichten Agglomerati-
on der Nanopartikel kam, war
der anschlieBende Elektro-
spinningprozess stabil und die
Partikel wurden erfolgreich

in die Fasern integriert. Der
Effekt der Nanopartikel war
lokal begrenzt: In partikelfrei-
en Bereichen wurde nur ein
geringer oder gar kein Effekt
auf die Zellen registriert.
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Silber- und Kupferpartikel
wirkten toxisch. Goldparti-
kel induzierten dagegen ein
Zellwachstum. Auf Basis die-
ser ersten Ergebnisse kann
ein Ansatz verfolgt werden,
bei dem unterschiedliche
Zellpopulationen und -typen
innerhalb eines komplex
gestalteten Scaffolds mittels
Faserstrukturen voneinander
separiert werden. Ein wichti-
ger Einflussfaktor ist dabei der
Stoffaustausch und der damit
einhergehende Transport von
Metallionen beziehungsweise
-partikeln. Bei in vitro Versu-
chen wurde festgestellt, dass
die selektive Wirkung der
Nanopartikel zum Beispiel
davon abhingt, wie oft das
Nihrmedium der Zellkultur
ausgetauscht wird und somit
die Konzentration von Ionen
in der Umgebung der Zellen
reduziert wird.

Charakterisierung der am
Elektrospinningprozess
beteiligten Chemikalien

Um die Wirkung der am Elek-
trospinningprozess beteiligten
Substanzen zu ermitteln, wird
die Verdnderung beziehungs-
weise Denaturierung von
Proteinen entlang der Prozess-
kette untersucht. Dazu wird
eine Polymer/Protein-Lésung
(PEO/ Albumin, PEO/ Alkaline
Phosphatase) mit Hilfe der
Fourier-Transformations-
Infrarotspektroskopie (FTIR) in
Gegenwart der verschiedenen,
am Prozess beteiligten Sub-
stanzen charakterisiert. Durch
den Vergleich der gemessenen



FTIR-Spektren kann die Wir-
kung der Chemikalien auf die
Proteine beziehungsweise eine
mogliche Interaktion ermittelt
werden. Dabei wird die An-
derung der Sekundérstruktur
anhand der Spitzenwerte
(Peaks) der Amid-I-Bande
festgestellt. Es hat sich gezeigt,
dass eine Interaktion zwischen
Albumin und den chemischen
Substanzen auftritt, Bild 4a
indiziert aber, dass es zu
keiner Proteindenaturierung
aufgrund der Wechselwirkung
mit den Prozesschemikalien
gekommen ist. Im Gegensatz
dazu wurde bei Mischung mit
Alkalischer Phosphatase auf
eine teilweise Denaturierung
geschlossen (Bild 4b).

Freisetzungskinetik von
Wachstumsfaktoren (Depots)

Elektrogesponnene Polymer-
fasern kénnen ebenfalls durch
Beimischung von Proteinen
oder Wachstumsfaktoren funk-
tionalisiert werden. Die Fasern
dienen dabei als Depot, aus
denen die Faktoren in das um-
gebende Medium freigesetzt
werden und so im Rahmen der
Kultivierung des Scaffolds die
Anhaftung, das Einwachsver-
halten und die Differenzierung
der ausgesiten Zellen beein-
flussen. Dabei ist besonders
die Kinetik der Freisetzung,
also die Menge an freigesetz-
ten Substanzen pro Zeit, von
Bedeutung. Dazu werden die
Schliisselmechanismen der
Freisetzungskinetik bestimmt,
um den Vorgang nach defi-
nierten Vorgaben gestalten zu

kénnen. Es wird untersucht,
ob diese Mechanismen vom
Faserdurchmesser der beige-
fligten Proteinmenge oder der
Zugabe weiterer chemischer
Substanzen abhéngen. Als Mo-
dellprotein wurde Albumin
ausgewdhlt, das in eine wéss-
rige Losung aus PEO, Vernet-
zungssubstanzen sowie einem
Fotoinitiator gegeben wird.
Um die Freisetzungskinetik
zu untersuchen, werden Fa-
sermatten mit bekanntem Ge-
wicht in eine definierte Menge
Pufferlésung bei einer Tempe-
ratur von 37 Grad Celsius ge-
legt. Mittels Bradford-Test wird
die Proteinkonzentration in
der Losung bestimmt. Es zeigt
sich, dass die Albuminfreiset-
zung zweiphasig verlduft: In
den ersten 48 Stunden erfolgt
eine schlagartige Freisetzung

(>burst-release<) grofier Men-
gen von Albumin (Bild 6a).
Der genaue Mechanismus

ist dabei noch ungeklart. Bis
zum Versuchsende nach 168
Stunden wird das Albumin
kontinuierlich durch Diffusion
freigesetzt. Diese Vermutung
wurde durch den Vergleich
der gemessenen Freisetzungs-
rate mit einem theoretischen
Modell fiir Diffusion bei zy-
lindrischen Kérpern bestétigt
(Bild 6b).

Anwendungen fiir
elektrogesponnene Scaffolds

Hier besteht die Herausfor-
derung in der makroskopi-
schen Gestaltung von mittels
Elektrospinning hergestellten
Scaffolds. Die durch Tissue
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Abbildung 5
Transmissionselektromenmikro-
skopische (TEM-) Aufnahme von
metallischen Nanopartikeln (ein-
zelne und agglomerierte NPs) in
einer PEO-Faser

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover

Abbildung 6

Freigesetze Proteinmenge in
Abhingigkeit von der Zeit;
Freisetzungsprofil: Zu Beginn
>Burst«-Release, gefolgt von
gleichmiifSiger Freisetzung,
Mi/Me = K - t". Mi/Me: Anteil frei-
gesetztes Protein, K: Konstzmte; abhin-
gig vom Diffusionskoeffizienten
und Systemcharakteristiken n =
0.45 (Zylinder)

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover
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Abbildung 7

Tubular geformter Scaffold
(kiinstliches Blutgefifs) (a); Scaf-
fold fiir Herzklappen (b); um-
sponnener Stent (c)

Quelle: Institut fiir Mehrphasenpro-
zesse, Leibniz Universitdt Hannover
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Engineering zu ersetzenden,
biologischen Vorbilder der
Gewebe oder Organe, ha-
ben hiufig eine komplexe,
dreidimensionale Geometrie,
worauf die Form des Kol-
lektors, auf dem die Fasern
abgelegt werden, ausgerichtet
sein muss. Die Gestaltung
folgt dabei zunichst der fiir
das Produkt gewiinschter
Endgeometrie. Dabei muss
eine mogliche Schrumpfung
der Fasermatte eingeplant
werden. Unkompliziert zu
fertigen sind zum Beispiel
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schlauchférmige Strukturen,
die als Ersatz von Blutgefa-
Ben dienen konnen (Bild 7a).
Hierzu wird ein rotierender,
zylinderférmiger Kollektor
besponnen, bis die gewtiinsch-
te Schichtdicke erreicht ist.
Schwieriger zu realisieren ist
dagegen die Geometrie einer
menschlichen Aortenklappe in
Bild 7b. Die dreidimensionale
Form mit ihren Hohenunter-
schieden und unvermeidbaren
scharfen Kanten fiihrt zu einer
sehr ungleichméBigen Ablage.
Um das Ergebnis der Ablage
zu verbessern, konnen zum
Beispiel Luftdiisen verwendet
werden, welche die Fasern in
die vorgegebene Form brin-
gen. Eine weitere Anwendung
liegt in der Beschichtung von
Implantaten mit Fasern, wie
hier am Beispiel einer kar-
diovaskuldren Gefafistiitze
(Stent) in Bild 7c gezeigt, um
die Interaktion mit den im
Blut befindlichen Zellen oder
dem umliegenden Gewebe zu
beeinflussen.

Zusammenfassung

Die Herstellung von Trager-
materialen fiir die Regenerati-
ve Medizin auf Basis polymer-
technischer Verfahren ist ein
geeigneter Ansatz, da die
Gestaltungsmoglichkeiten sehr
vielseitig sind. Die Vorteile des
Elektrospinnings liegen in der
Moglichkeit der Kombination

von verschiedenen Polymeren
und Wirkstoffen in derselben
Fasermatte. Zudem ist der
grundsétzliche Prozessauf-
bau vergleichsweise leicht zu
reproduzieren und der Kos-
tenrahmen iiberschaubar. Ak-
tuelle Forschungen befassen
sich unter anderem mit der
Beurteilung der Prozessier-
barkeit einzelner Substanzen
sowie der Charakterisierung
des Freisetzungsverhaltens
von beigefiigten Wirkstoffen.
Zielsetzung ist die Erzeugung
von Strukturen mit physio-
logischen Porengrofien,
Faserquerschnitten sowie die
Beladung mit geeigneten Sub-
stanzen. Ein so gestaltetes und
als Wirkstoffdepot fungieren-
des Tragermaterial konnte die
notige Dauer der Kultivierung
bis zum vollstandigen Be-
wuchs mit Zellen verringern,
indem das Einwachsverhalten,
die Zellmigration und die
Differenzierung der Zellen
beschleunigt werden.
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