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Technische Aspekte des Tissue Engineerings

Wie Bioreaktoren und 3D-Biodrucker in der GefaBkultivierung eingesetzt werden

Bei der Behandlung verengter
oder verstopfter GefiBe
miissen diese hiufig ersetzt
werden. Bisher eingesetzte
Implantate beinhalten eine
Reihe von Risiken fiir die
Patient*innen.

Daher forschen
Wissenschaftler am Institut fiir
Mikroelektronische Systeme
(IMS) an Systemen zur Kultivie-
rung bioartifizieller GefaB3-
prothesen, die aus GefédBzellen
in vitro geziichtet

werden sollen.

Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
die wesentlich auf Atheroskle-
rose zurlickzufiihren sind,
werden von der WHO als eine
der haufigsten Todesursachen
in der Welt aufgefiihrt. Der
Ersatz von BlutgefafSen ist
erforderlich, wenn diese ver-
engt oder verstopft sind. In
Deutschland werden pro Jahr
etwa 70.000 Gefafbypasse ge-
legt. Haufig werden syntheti-
sche Gefaflersatzmaterialien
eingesetzt, welche eine Be-
handlung mit gerinnungs-
hemmenden Medikamenten
erfordert, um eine erneute Ver-
engung zu verhindern. Alter-
nativ werden Venenersatz-
stiicke oft von Patient*innen
selbst entnommen, wobei je-
doch nicht alle der betroffenen
Personen noch geeignete Ei-

Abbildung 1
Bio-3D-Drucker im
MEW-Modus mit zylinder-
formigem Druckbett.
Quelle: ims

genvenen zur Verfiigung ha-
ben. Kérperfremde Transplan-
tate konnen aus immunologi-
schen Griinden nur unter ab-
stoBungshemmender Therapie
eingesetzt werden. Da diese
Verfahren keine idealen Lo-
sungen darstellen, werden
dringend bioartifizielle Gefaf3-
implantate benétigt. Ein mogli-
cher Losungsansatz ist das
vaskuldre Tissue Engineering
(TE), welches auf der Kultivie-
rung von Geféfizellen in spezi-
ellen Bioreaktoren auf geeigne-
ten Gertisten (Scaffolds) beruht.

Das Institut fiir Mikroelektro-
nische Systeme (IMS) ist Mit-
glied des eNIFE, einem dem
NIFE assoziierten Forschungs-
zentrum innerhalb der Fakul-
tat fuir Elektrotechnik und In-

formatik der Leibniz Univer-
sitat Hannover, welches sich
dem Thema Biomedizintech-
nik aus Sicht der Elektrotech-
nik und Informatik widmet.
In diversen Verbundprojekten
wird mit verschiedenen NIFE
Arbeitsgruppen kooperiert
und unter anderem an 3D-
Druckverfahren und Bioreak-
toren fiir TE gearbeitet (siehe
den Artikel ,Gefafde drucken
und kultivieren: Auf dem Weg
zum Gefafiimplantat aus der
Retorte!”). Diese Systeme sol-
len es ermdglichen, bioartifizi-
elle Gefafsprothesen aus Ge-
faizellen in vitro zu ziichten.
Der Erfolg derartig komplexer
Vorhaben muss zunachst
grundsatzlich erforscht wer-
den und ist dabei von vielen
verschiedenen Prozessschrit-



ten und Parametereinstellun-
gen abhdngig.

Als Besiedelungsgrundlage fiir
die Geféfizellen werden hoch-
pordse, tubulédre Scaffolds be-
notigt, welche die Zellen fixie-
ren und der GefaB8prothese
ihre Form geben. Scaffolds be-
einflussen zudem unter ande-
rem die Zellvermehrung, die
Zellausrichtung und die Zell-
differenzierung wahrend des
Kultivierungsprozesses. Ein

wichtiger Aspekt fiir eine er-
folgreiche Geféafskultivierung
ist dabei die Mikrostrukturie-
rung der Scaffolds. Ziel ist eine
moglichst exakte biomechani-
sche Nachbildung der nativen
extrazellularen Matrix, welche
zum GrofSteil aus Fasern mit
wenigen Mikrometern Durch-
messer besteht. Um geeignete
Strukturen herzustellen, sind
Fertigungsverfahren mit Prazi-
sion im Zellmaf3stab und
hoher geometrischer Freiheit
notwendig. Mikroelektroni-
schen Komponenten kommen
vielfiltige Aufgaben zur Uber-
wachung und Steuerung der
Prozessschritte beim 3D-
Druck zu.

Die Bereitstellung der beno-
tigten Scaffolds kann durch
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spezielle Bio-3D-Druckverfah-
ren bewerkstelligt werden.
Mit klassischen 3D-Druckver-
fahren wie Fused Deposition
Modeling (FDM) kann die be-
notigte Mikrostrukturierung
héufig nicht zufriedenstellend
gelost werden. Die Herstel-
lung von Schichtdicken und
Strangbreiten in der erforder-
lichen Groéfienordnung von
wenigen Mikrometern wird
durch die eingesetzten Diisen
FDM-basierter Systeme und

dem Flieflverhalten der Poly-
mere erschwert. Einen mogli-
chen Losungsansatz stellt das
sogenannte Melt Electrowriting
(MEW) dar. Durch den Ein-
satz hoher Potentialdifferen-
zen (>3 kV) zwischen der
MEW Diise und dem Druck-
bett kann eine kontinuierliche
Polymer-Faser mit einem
Durchmesser zwischen 0,8 -
40 pm auf der zu bedrucken-
den Oberfldache deponiert
werden. Das Druckergebnis
dhnelt dem Aufbau der nati-
ven extrazellularen Matrix,
wodurch MEW-Strukturen
eine hohe biomechanische
Eignung als Grundlage fiir die
Zellkultivierung aufweisen.
Technologische Herausforde-
rungen ergeben sich bei der
Herstellung pordser tubulérer
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Scaffolds mittels MEW, da ein
Lagenaufbau entlang der
Hochachse {iber mehrere Zen-
timeter an {iberhdngenden
Strukturen scheitert. Am IMS
wurde zur Fertigung tubula-
rer Scaffolds mittels MEW ein
eigener Aufbau entwickelt,
welcher eine zusatzliche
rotatorische Achse in einen
MEW-Drucker integriert
(siehe Abbildung 1). Dieser Auf-
bau erlaubt die Ablage der
Polymer-Fasern auf einem

zylinderférmigen Druckbett,
welche eine Reduzierung der
zu druckenden Schichtdicke
und damit {iberhdngende
Strukturen erlaubt.

Die geordnete Strangablage
beim MEW ist von einer Viel-
zahl an Prozessparametern
und Umgebungsvariablen ab-
héangig. Insbesondere die Ma-
terialselektion, die Geschwin-
digkeit des Druckkopfes und
der Abstand zwischen Diise
und Druckbett beeinflussen
das Druckergebnis. Zur Kont-
rolle der Prozessparameter
eignet sich eine kameraba-
sierte Erfassung des Druck-
strangs. Die optische Uber-
wachung und die Regelung
des Druckprozesses miissen
dabei in Echtzeit erfolgen.

Abbildung 2
MEW-Druckstrang mit
Durchmesser von ca. 10 um
(links); MEW- und FDM-
Hybridmodell einer nahtlosen
tubuliren Scaffold-Test-
struktur (rechts).

Quelle: ims



Abbildung 3

Vereinfachter Aufbau des ent-
wickelten TE Bioreaktors. Das
mit Zellen besiedelte Scaffold
wird in der Bioreaktorkammer be-
festigt, welche an zwei Kreisliufe
mit Nihrmedium angeschlossen
ist. Der innere Kreislauf (rot)
fiihrt durch das GefifSimplantat
und simuliert den Blutfluss. Der
duflere Kreislauf (orange) simu-
liert den Gewebezwischenraum.
Beide Kreisliufe werden mit einer
Vielzahl verschiedener Sensoren
iiberwacht, die auch als Riick-
kopplung fiir die eingesetzten
Aktoren dienen.

Quelle: ims
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Das IMS beschaftigt sich mit
den notwendigen Algorith-
men und deren Integration in
3D-Druckprozesse. Diese
technischen Erweiterungen
sollen die prézise Fertigung
tubularer Scaffolds sicher-
stellen.

Die mit Gefafszellen besiedel-
ten Scaffolds miissen fiir
einen Zeitraum von mehreren
Wochen kultiviert werden,
um durchgehende Zellschich-
ten auszubilden. Unter ande-

rem durch mechanische
Stimuli (wie zum Beispiel
Druckpulse und Flussraten-
dnderung des eingesetzten
Néahrmediums), dhnlich den
Bedingungen im menschli-
chen Blutkreislauf, werden die
Zellen bei der Reifung unter-
stiitzt und auf die spatere Be-
lastung im Korper vorbereitet.
Speziell fiir die Geféafsziich-
tung entwickelte Bioreaktoren
stellen daher eine Schliissel-
technologie fiir die in vitro
Kultivierung von biologischen
GefafSprothesen dar. Sie unter-
stiitzen die Herstellung funk-
tionaler Implantate, indem sie
einen effizienten Stofftrans-
port gewédhrleisten und
gleichzeitig die fiir das Zell-
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wachstum erforderlichen Be-
dingungen bereitstellen (zum
Beispiel Temperatur, Druck,
mechanische Stimuli, Sauer-
stoff- und Kohlendioxidsatti-
gung, pH-Wert). Eine kontinu-
ierliche Erfassung verschiede-
ner Messwerte liefert Daten
iiber den Wachstumsprozess,
die innere Umgebung sowie
die geometrische Struktur des
Gefaflimplantats innerhalb
des Bioreaktors. Die fiir die
Erfassung und Kontrolle der
Kultivierungsbedingungen

erforderlichen Sensoren und
Aktoren basieren auf speziell
fiir den Einsatz in Bioreaktor-
systemen entwickelten mikro-
elektronischen Komponenten.

Das IMS konzeptioniert und
implementiert in Kooperation
mit den NIFE-Projektpartnern
ein vollstandiges Bioreaktor-
system fiir die Kultivierung
von Gefdfiprothesen. Im Rah-
men dieser Arbeiten werden
insbesondere eigene Sensoren
und Aktoren sowie die bend-
tigten elektronischen Schal-
tungen zur Ansteuerung ent-
wickelt. Die Anwendung in
einem Bioreaktor stellt dabei
hohe Anforderungen an alle
Komponenten. So miissen Ak-

toren und Sensoren, welche in
Kontakt mit dem eingesetzten
Nahrmedium kommen, so-
wohl biokompatibel sein als
auch die durch eine hohe Um-
gebungsfeuchtigkeit und Tem-
peratur gepréagten Sterilisati-
onsvorgange unbeschadet
uberstehen. Damit wahrend
der langen Kultivierungsperi-
ode keine Fliissigkeit aus den
Nahrmedienkreislaufen ver-
dunstet, werden viele Kompo-
nenten des Aufbaus in einem
Brutschrank mit einer relati-

ven Luftfeuchte von 95 Pro-
zent platziert. Die im Brut-
schrank platzierten elektroni-
schen Komponenten miissen
entsprechend durch eine Ver-
kapselung geschiitzt werden.
Auf Grund des warmeisolie-
renden Aufbaus von Brut-
schranken wird bei der Im-
plementierung von elektroni-
schen Komponenten auf eine
geringe Verlustleistung Wert
gelegt, um eine Uberhitzung -
und damit Zerstérung — der
Zellen zu verhindern.

Die Uberwachung und Kont-
rolle verschiedener physiolo-
gischer Parameter erfordert
den Einsatz unterschiedlichs-
ter Sensorprinzipien. Elektro-



chemische Sensoren werden
zur Messung der Konzentrati-
on von kleinen Molekiilen wie
zum Beispiel Glukose einge-
setzt. Optische Fluoreszenz-
Sensoren messen den pH-Wert
des Nahrmediums. Sensoren,
welche die Widerstandsande-
rung von Halbleitern bei me-
chanischer Belastung messen
(,piezoresistiv”), erfassen den
Druck in den Kreisldufen,
wahrend thermische Sensoren
die Temperatur iiberwachen,
welche fiir die Aufrechterhal-

tung optimaler Kulturbedin-
gungen fiir die Zellen wichtig
ist. Dartiber hinaus werden
Ultraschallsensoren verwen-
det, um die Fliefigeschwindig-
keit des Mediums aufzuzeich-
nen und unerwiinschte Luft-
blasen zu detektieren. Auch
die geometrische Struktur des
heranwachsenden Gefafdes
wird durch die nicht-invasive
Aufnahme von Ultraschall-
Schnittbildern und einer an-
schliefSenden 3D-Rekonstruk-
tion erfasst. Die Integration
dieser verschiedenen Sensor-
prinzipien in Bioreaktoren fiir
TE ermoglicht ein umfassen-
deres Verstiandnis der
Physiologie des kultivierten
Gewebes. Dartiber hinaus
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kann sie zur Optimierung
der Kulturbedingungen fiir
optimales Gewebewachstum
und -entwicklung genutzt
werden.

Mit den bisher am IMS abge-
schlossenen Arbeiten wurden
mehrere Versuchstrager ent-
wickelt, die die Anforderun-
gen klinischer und biologi-
scher Forschungsanwendun-
gen im TE Bereich erfiillen.
Im weiteren Projektverlauf
sollen die Verlasslichkeit und

Reproduzierbarkeit der er-
reichten Ergebnisse tiberpriift
werden. Die Entwicklung der
entsprechenden Versuchspro-
tokolle findet dabei in enger
Abstimmung mit den NIFE-
Projektpartnern statt.

Auf Literaturangaben musste
in diesem Artikel verzichtet
werden. Interessierte Lese-
r*innen finden im LUH-For-
schungsinformationssystem
Verweise auf die zugrunde-
liegenden Publikationen:
http://go.lu-h.de/tNict

Nils Stanislawski
Henrik Heymann
Holger Blume
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Abbildung 4
Bioreaktor-Aufbau im
Brutschrank (links) und
Bioreaktorkammer mit
Ultraschall-Schallkopf (rechts).
Quelle: ims

- Weitere Informationen
siehe Autor*innenseiten.

31




