Von der Zelle

zum funktionalen Gewebe

Das Tissue Engineering ist ein
rasant wachsendes inter-
disziplindres Forschungsgebiet,
das zum Ziel hat, kiinstliche
Gewebe zu erzeugen. Damit
wichst besonders die Hoffnung
der Patienten,
die auf ein neues Organ oder
Ersatzgewebe warten.
Eine Wissenschaftlerin des
Instituts fiir Technische Chemie
erklirt, wie mit Hilfe von
SpezialgefaBen, so genannter
Bioreaktoren, die Herstellung
von Knochen- und Knorpel-
gewebe oder auch Haut

optimiert werden kann.

WIE SPEZIALREAKTOREN
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DIE ZUCHTUNG MENSCHLICHEN GEWEBES OPTIMIEREN

Die zunehmende Lebenser-
wartung der Menschen in den
Industrienationen hat dazu
gefiihrt, dass in den letzten
Jahren ein stetig steigender
Bedarf an »Ersatzgeweben
und Ersatzorganen« zu ver-
zeichnen ist. Dariiber hinaus
ist es noch immer ein Problem,
dass der hohen Zahl notwen-
diger Transplantationen eine
viel zu geringe Zahl verfiigba-
rer Spenderorgane gegeniiber
steht. Zugleich steigt mit
zunehmendem Lebensalter
die Zahl der erkrankten, ver-
letzten oder gealterten Organe
rasant an. Das Tissue Enginee-
ring, auch Gewebekonstruk-
tion oder Gewebeziichtung
genannt, ist ein Bereich der

so genannten regenerativen
Medizin, der es ermdglicht,
humane Ersatzorgane oder
—gewebe aus menschlichen
Zellen zu erzeugen.

In der Literatur finden sich
erste Beschreibungen zur
Verpflanzung oder Ziichtung
kiinstlicher Gewebe und Or-
gane bereits zu Beginn des 19.
Jahrhunderts. Doch erst 1975
gelang es Wissenschaftlern,
Hautzellen als Gewebever-
band im Labor kiinstlich zu
ziichten. Seither wird ver-
sucht, nahezu jedes Gewebe
des menschlichen Kérpers

im Labor »nachzubauen«. In
den letzten zehn bis zwanzig
Jahren sind vor allem die
Gewebe des menschlichen
Stiitzapparates Gegenstand
intensiver F orschungsarbeiten
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gewesen. Zunehmend sind
aber viel komplexere Organe
in den Fokus der Wissenschaft
geriickt. So wird zum Beispiel
daran gearbeitet, eine »Ersatz-
Bauchspeicheldriise« zu ztich-
ten. Hierdurch soll es moglich
werden Diabetes-Patienten zu
heilen, indem insulinproduzie-
rende Zellen in einer »Kapsel,
dem so genannten Bioreaktor,
dem Patienten eingepflanzt
werden und dort die Funktion
des defekten Organs unter-
stiitzen oder iibernehmen sol-
len. Aber auch die Ziichtung
verschiedener Zellen des Ner-
vensystems ist in den Blick-
punkt des Interesses gertickt,
denn es werden Hoffnungen
darauf gesetzt, neurodegene-
rative Krankheiten wie Mor-
bus Alzheimer oder Morbus
Parkinson sowie auch Schiden
anliegender Nerven nach
schweren Unfillen mittels
Tissue Engineering zu lindern
oder gar zu heilen.

»Zutaten« fiir das Tissue
Engineering

Fiir die erfolgreiche Ziichtung
funktioneller Gewebe benétigt
man verschiedene »Zutaten«
(Abbildung 1). Abhédngig vom
Zielgewebe werden diese un-
ter moglichst physiologischen
Bedingungen, zum Beispiel
durch physikalische Stimula-
tion, im Labor in geeigneten
Spezialbioreaktoren zu Gewe-
beverbanden herangeziichtet.
Heute werden vor allem
patienteneigene, so genannte
autologe Zellen (vor allem
adulte Stammzellen), fiir die
kiinstliche Gewebeziichtung
eingesetzt. Diese Zellen kann
man dann auf kérpervertrag-
lichen 3-D-Stiitzgertisten (bio-
kompatible Matrices) in komple-
xen Ndhrmedien unter Zusatz
verschiedenster Wachstums-
und Differenzierungsfakto-
ren (zum Teil unter Einsatz
mechanischer Stimulation wie
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etwa Druck, Zug, Drehung,
oder Durchblutung) zu funkti-
onellen Geweben ausdifferen-
zieren. Diese so entstandenen
Gewebe haben den Vorteil,
dass sie bei Reimplantation

in den Patienten keine Absto-
Bungsreaktion auslosen.

Spezialbioreaktoren
fiir das Tissue Engineering

Die Ziichtung eines funktio-
nellen 3 D-Gewebekonstrukts

Bedingungen« geziichtet
werden. Die am hiufigsten
eingesetzten Systeme sind so
genannte Spinnerflaschen,
Perfusions-Systeme und Ro-
tating Wall Vessel-Reaktoren
(RWVR). Diese Reaktortypen
sind schematisch in Abbil-
dung 2 dargestellt. In den
Spinnerflaschen wachsen die
Zellen auf Tragermaterialien,
die durch Riithren im Medium

in Bewegung gehalten werden.

Auch bei Perfusionskultur-
Systemen wachsen die Zellen
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setzt eine optimale Versorgung
der Zellen mit Sauerstoff und
Nihrstoffen in einem geeigne-
ten Bioreaktor voraus. Dieser
Bioreaktor muss vor allem
eine geeignete Ausstattung

an Sensoren aufweisen, die

es ermoglichen, »lebenswich-
tige« Zell-Funktionen wie
zum Beispiel Stoffwechselak-
tivitat, zu erfassen und die
Kultivierungsparameter wie
Temperatur, pH-Wert oder
Durchblutung zu messen und
steuern. Nur so kann unter
kontrollierten und reprodu-
zierbaren Bedingungen funkti-
onelles Gewebe entstehen. Im
Gegensatz zu den »statischen
Bedingungen«, unter denen
die zellbesiedelten Trager-
strukturen (scaffolds) einfach in
Medium in Zellkulturplatten
kultiviert werden (Abbildung
2), werden fiir Tissue Enginee-
ring-Anwendungen Bioreak-
toren eingesetzt, in denen die
Zellen unter »dynamischen

auf Tragermaterialien, welche
durch Drehung mit Medium
durchstromt werden. In den
Rotating Wall Vessel-Reakto-
ren (RWVR) dagegen befinden
sich die zellbesiedelten Triger
standig sozusagen im freien
Fall, was auf die Zelle scho-
nend wirkt.

Forschungsarbeiten und
Kooperationen

Knochen, Knorpel und Haut

Knorpel- und Knochende-
fekte kommen haufig vor

und werden durch Unfille,
Tumore, entziindliche oder
altersbedingte Erkrankungen
hervorgerufen. Ein weiteres
Problem bei Knorpelschidden
ist, dass Gelenkknorpel sich
kaum selbst regenerieren. Oft
werden als letzte Konsequenz
kiinstliche Gelenke eingesetzt,
die jedoch eine eingeschrénkte

Lebensdauer haben. Eine der
neuen Heilungsmethoden ist
die so genannte Autologe-

Chondrozyten-Transplantation

(ACT). Bei dieser Methode
werden patienteneigene Knor-
pelzellen (die so genannten
Chondozyten) ex vivo, das
heifit im Labor, vermehrt und
anschlielend in den Patienten
reimplantiert. Diese Methode
kann zu einer Regeneration
von Knorpelgewebe fiihren.
Bei Knochendefekten wird
héufig die autologe Knochen-
transplantation angewandt,
bei der das Knochenmaterial
meistens aus dem Becken-
kamm des Patienten entnom-
men und an die Defektstelle
verpflanzt wird. Dieser Ein-
griff bedeutet aber, dass beim
Patienten ein zusitzlicher in-
vasiver Eingriff durchgefiihrt
wird, der nicht nur das Risiko
einer Infektion an der Entnah-
mestelle birgt, sondern auch
Schmerzen verursachen kann.
Bei groflen Defekten zum Bei-
spiel der Rohrenknochen ist
diese Methode jedoch nicht
ausreichend. Als Alternative
werden tiefgefrorene Knochen
von Spendern (aus Leichen)
implantiert. Kritisch dabei
sind sowohl das mogliche
Infektionsrisiko mit Bakterien
oder Viren durch das Spen-
dermaterial als auch mogliche
AbstofSungsreaktionen.

Haut gehorte zu den ersten
kiinstlich hergestellten Gewe-
ben. Hautersatz ist vor allem
fiir die zahlreichen schwerst-
branntverletzten Patienten
lebensrettend. Denn wenn
grofie Bereiche der Haut ver-
brannt sind und den Kérper
des Patienten somit nicht
mehr vor Infektionen nach
auflen schiitzen, stirbt der
Patient hiufig in Folge dieser
Infektionen. Dariiber hinaus
wird auch geeignetes Ersatz-
hautgewebe zur Behandlung
von Narben benétigt. Nicht
selten werden Patienten zum
Beispiel nach schweren Ver-
brennungen aufgrund der
ausgepragten Narbenbildung

Abbildung 1

»Zutaten« fiir das Tissue
Engineering

Quelle: TCI

Abbildung 2

Schematische Darstellung von
Kultivierungsbehdltern fiir Tissue
Engineering-Anwendungen
Quelle: TCI



Abbildung 3
Perfusions-Bioreaktor
Foto: Franke, TCI

Abbildung 4

Bioreaktor mit Ultraschall Ver-
nebelung des Nahrmediums
Foto: Franke, TCI

Abbildungen 5a und 5b (rechts)
Nephila clavipes (links), die Spin-
ne wird zur Fadengewinnung auf
einem Schaumstoffkissen fixiert
und der Faden aus der Driise
heraus mittels einer Maschine
aufgewickelt (rechts).

Quelle: TCI

in ihrer Bewegungsfreiheit
stark eingeschrinkt bis nahezu
bewegungsunfihig.

In der Arbeitsgruppe »Zell-
und Gewebekulturtechnik —
Tissue Engineering« des Ins-
tituts fiir Technische Chemie
(TCI) werden Spezialreaktoren
fiir die Ziichtung von Kno-
chen- und Knorpelgewebe
sowie Haut entwickelt und
optimiert. Hierbei ist vor allem
auch die Integration geeigneter
Sensorik wie etwa Sauerstoff,
pH-Wert oder Glukose von
groflem Interesse, mittels derer
die Entwicklung der Zell-

und Gewebestrukturen quasi
»beobachtet« werden kann.
Fiir die Ziichtung biologisch
funktionellen Gewebes miis-
sen wihrend der Kultivierung
der Zell-Matrix-Konstrukte

oft auch physiologische Reize

in Form von mechanischer
Stimulation der Zellen durch
zum Beispiel Druckbelastung,
Zugkraft oder Scherkrifte ein-
gebracht werden. Am Institut
fiir Technische Chemie sind in
Kooperation mit einem Part-
ner aus der Traumaforschung
(Prof. Martijn van Griensven,
Ludwig Boltzmann Institut fiir
experimentelle und klinische
Traumatologie, Wien) Systeme
entwickelt worden, in denen
adulte Stammzellen durch die
Einwirkung dieser mechani-
schen Stimulation gezielt in
Knochengewebszellen diffe-
renziert werden konnen. Diese
Reaktoren wirken quasi wie
»Fitness-Kammerng, in denen
die Zellen auf ihren kiinftigen
Einsatz trainiert werden. Au-
Berdem ist am TCI ein Perfusi-
ons-Bioreaktor fiir die Testung
von Biomaterialien entwickelt
worden. In diesem Bioreaktor
konnen mehrere verschiedene
Materialien parallel auf ihre
Eignung als Tragermaterial
zum Beispiel fiir die Knochen-
und Knorpelgewebsziichtung
untersucht werden (Abbildung
3). Hierbei werden biologische
(zum Beispiel Kollagen) und
auch synthetische Materialien
(zum Beispiel Keramiken, Po-
lymere) mit Zellen besiedelt
und unter dynamischen Fluss-
bedingungen und optimaler
Versorgung kultiviert.

Menschliche Haut stellt zum
Beispiel die Grenzflache

zwischen dem menschlichen
Kérper und der Umwelt dar.
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Die Zellen an der Unterseite
der Haut haben vornehmlich
Kontakt zu Fliissigkeiten, die
Zellen an der Oberfliche der
Haut hauptséchlich mit Gasen
(Luft). In vielen der heute im
Tissue-Engineering verwende-
ten Bioreaktoren werden die
Gewebestiicke submers, das
heit komplett von Medium
bedeckt, kultiviert. Daher
wurde in Kooperation mit
dem Zentrum fiir Regenerati-
ve Medizin in Tiibingen (PD
Dr. Lothar Just) am Institut
fiir Technische Chemie ein
neuartiges Bioreaktorsystem
entwickelt, welches zum Bei-
spiel im Bereich der Ziichtung
von Haut zu deutlich besseren
Ergebnissen fiihren soll. Hier-
bei werden die Gewebeproben
in einem Aerosol (Nebel) aus
zerstiubtem Nihrmedium
platziert. Die Versorgung mit
Naihrstoffen findet iiber die
Aerosoltropfchen statt, wel-
che auf dem Gewebestiick
kondensieren (Abbildung 4).
Ein temperierbares Wasserbad
sorgt fiir eine konstante Tem-
peratur im Reaktorinnenraum.
Durch eine sehr diinne Edel-
stahlfolie im Boden des Reak-
tors wird der Ultraschallgeber
vom sterilen Innenraum des
Reaktors separiert.

Nervenregeneration

In einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Peter Vogt (Klinik fiir
Plastische-, Hand- und Wie-
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derherstellungschirurgie,
MHH) arbeitet das Institut fiir
Technische Chemie schon seit
einigen Jahren an der Entwick-
lung von automatisierten Spe-
zialgerédten sowie Bioreaktoren
fiir den Einsatz und zur Her-
stellung so genannter Nerve-
ninterponate, mit deren Hilfe
groBere Gewebeschiddigungen
durch den Einsatz von Trans-
plantaten oder Implantaten
tiberbriickt werden kénnen.

Unfalle, Geburtstraumata oder
Tumore kénnen zu Defekten
an peripheren Nerven, zum
Beispiel an Handen, Fiiflen,
Armen, Beinen oder im Ge-
sicht, fithren. Zur Heilung ist
es wichtig, durch ein solches
Nerveninterponat die Defekt-
strecke zu tiberbriicken. Im
klinischen Alltag werden

daher Nervendefekte bei
Vorhandensein geeigneten
Spendergewebes durch einen
patienteneigenen Spenderner-
ven versorgt, dessen Entnah-
me allerdings mit weiteren
Defekten und Funktionsaus-
fillen verbunden ist. Die zur
Verfiigung stehenden eigenen
Nerventransplantate reichen
zudem oft nicht aus, um den
Defekt komplett zu rekons-
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truieren. Aus diesem Grund
wird nach alternativen Mog-
lichkeiten des Nervenersatzes
geforscht.

Die proteinhaltigen Faden der
Spinnen der Gattung Nephila
clavipes besitzen fiir die re-
generative Medizin giinstige
Eigenschaften: Sie férdern

das Zusammenhaften und

die Teilung von Zellen und
werden dariiber hinaus vom
korpereigenen Abwehrsystem
weitgehend toleriert und kor-
pervertraglich abgebaut. Spin-
nenseide ist extrem elastisch,
ihre Zugfestigkeit ist ungefshr
fiinfmal stdrker als Stahl.

Fiir die Gewinnung des Sei-
denmaterials wird das Haupt-
Schleppseil der Spinnen
verwendet, das die Tiere als Si-
cherheitsseil und Baumaterial
fiir die Radien verwenden. In
den Forschungslabors werden
unter der Leitung von Frau
Dr. Kerstin Reimers die Spin-
nen liebevoll und erfolgreich
geziichtet und deren Spin-
nenseidenfaden »geerntet«.
Hierzu sind am Institut fiir
Technische Chemie verschie-
dene automatisierte Spezial-
gerédte entwickelt worden. Die
Spinnen tibrigens tiberleben
diese Prozedur natiirlich und
werden nach getaner Arbeit
mit einem Futtertier belohnt.
Auflerdem wurde am TCI eine
so genannte Reepmaschine zur
Herstellung von Seilen/ Tau-
en aus Spinnenseidenfdden
(Abbildung 6) entwickelt und
gebaut. Diese Seile kénnen vor
allem auch zur Wiederherstel-
lung defekter Sehnen einge-
setzt werden.

PD Dr. Cornelia Kasper
Jahrgang 1965, ist seit 2006
Privatdozentin am Institut fiir
Technische Chemie an der
Leibniz Universitdt Hannover.
Schwerpunkte ihrer For-
schungsarbeiten sind Zellkul-
turtechnik, Tissue Engineering,
Entwicklung von Bioreaktor-
systemen und Optimierung der
Prozesstechnik, Funktionalisie-
rung und Testung von Bio-
materialien fiir das Tissue
Engineering, sowie Stammzell-
expansion und -differenzie-
rung. Kontakt: kasper@iftc.
uni-hannover.de

Abbildung 6a (oben)
Reepmaschine
Foto: Franke, TCI

Abbildung 6b (unten)

Seil aus Spinnenseidenfiden
(elektronenmikroskopische Auf-
nahme)

Quelle: Institut fiir physikalische Che-
mie, Leibniz Universitidt Hannover



