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Der Mangel an geeigneten Spen-
derorganen macht die Entwick-
lung organunterstiitzender Syste-
me erforderlich. Fur einige Zielor-
gane, wie die Niere, gibt es seit
Jahrzehnten zuverlassig arbeiten-
de Systeme, die den damit behan-
delten Menschen das Uberleben
mit einer akzeptablen Lebensqua-
litdt ermdglichen. Ein Grund fir
den friihen Erfolg der Hdmodia-
lyse stellt der relativ einfache Auf-
bau und die Funktion der Niere
dar, die, bis auf wenige syntheti-
sche Funktionen, hauptséchlich
als Filter arbeitet. Diese Filter-
funktion I&sst sich durch die Ver-
wendung halbdurchlassiger Mem-
branen relativ leicht mit einem rein
technischen System gut nachbil-
den. Sollen aber auch syntheti-
sche Funktionen abgebildet wer-
den, missen die Systeme leben-
des Gewebe enthalten — man
spricht von hybriden Systemen [1].
Hybride Systeme sind aber kom-
plizierter im Aufbau, da die opti-
male Versorgung des im Bioreak-
tor enthaltenden Gewebes oberste
Prioritat besitzt.

Bioreaktoren, die insbesondere flir
die Kultur von Leberzellen (Hepa-
tozyten) kreiert worden sind, be-
finden sich erstin der klinischen Er-
probung. Einer der erfolgverspre-
chendsten Ansétze stellt dabei die
Kultivierung von Hepatozyten in
Hohlfasermembranen dar. Hohlfa-
sern erlauben die dreidimensiona-
le Kultivierung von Zellen entweder
im inneren Hohlraum der Fasern
oder im interkapillaren Raum. Die
Nahrstoff- und Gasversorgung er-
folgt dann entweder Gber den inter-
kapillaren Raum, das Faserlumen
oder Uber separate Fasern. Allen

Systemen gemein ist jedoch der
den Hohlfasersystemen inhé&ren-
te Nachteil: Das Einstrébmen des
Nahrmediums und der Versor-
gungsgase erfolgt zwangsweise
an einem Ende der Hohlfaser. Wah-
rend des Durchtritts durch die Fa-
ser verstoffwechseln die Zellen das
N&hrmedium und den Sauerstoff.
Es kommt also zur Gradientenbil-
dung zwischen Anfang und Ende
der Kapillare. Es muss deshalb im-
mer ein Kompromiss zwischen Fa-
serldnge und Zellzahl gefunden
werden, um eine Unterversorgung
der am Faserende liegenden Zel-
len auszuschlieBen. Idealerweise
waren also alle Zellen eines Kul-
tursystems an allen Positionen im
Bioreaktor gleich gut mit Nahr-
stoffen und Sauerstoff versorgt.
Dariiberhinaus sollten insbeson-
dere Hepatozyten dreidimensio-
nal definiert kultiviert werden, da die
Dreidimensionalitat zu einem deut-
lichen langeren Erhalt der organo-
typischen Funktionen der Zellen
fahrt. Werden die Zellen im inter-
kapillaren Raum kultiviert, bilden
sich undefinierte Gewebsschichten
aus, die nur durch die GroBe des
interkapillaren Raumes beschrankt
sind und unter Umsténden die fir
eine Versorgung Uber Diffusion be-
grenzte mittlere freie Weglange
Uberschreiten.

Der CellChip

Der am Institut fir Biologische
Grenzflachen (IBG) entwickelte,
mittlerweile als CellChip bekannte
Ansatz soll die Nachteile von Hohl-
fasersystemen umgehen und wur-
de als Mikrosystem realisiert, das
durch seinen Aufbau (Abb. 1) eini-
ge deutliche Vorteile gegeniber
anderen Systemen in sich vereint,
die im folgenden erlautert werden

sollen. Der CellChip ist als Ein-
wegartikel konzipiert, der aus gut
im Mikrospritzguss verarbeitbaren
Materialien, wie Polycarbonat oder
Polymethylmethacrylat, hergestellt
werden kann. Der aus diesem Pro-
zess resultierende cp-Chip (Abb.1,
oberes Schema) ist durch ein Git-
ter charakterisiert, das bis zu 900
Mikrocontainer auf einer Grund-
flache von 1 cm? enthalten kann.
Jeder Mikrocontainer mit den
MaBen 300 x 300 x 300 ym kann
5 bis 10000 Zellen aufnehmen, dies
entspricht ca. 4,5 bis 9 Mio. Zellen
pro Chip (Abb. 2). Die damit erreichte
Zelldichte betragt ca. 50 % der Zell-
dichte einer intakten Leber [2].

Da diese Variante des CellChips,
der hinterher noch gelasert werden
musste, um Poren fiir die Medium-
versorgung einzubringen, sehr auf-
wandig zu fertigen war, wurde der
Herstellungsprozess derart ver-
einfacht, dass der Boden durch ei-
ne vorkonfektionierte Membran er-
setzt wurde. Der so entstandene
cf-Chip (Abb. 1, mittleres Sche-
ma) unterschied sich nicht von den
MikrocontainermaBen. Jedoch
wurde die Anzahl der Mikrocon-
tainer auf bis zu 1156 erhéht. Die
maximal kultivierbare Zellzahl stieg
damit auf bis zu knapp 12 Mio.
Zellen an, was flr die spatere An-
wendung im Bioreaktor fir ein
extrakorporales Organunterstit-
zungssystem ein wichtiger Schritt
war. Es muss auf moglichst kleine
Volumina des Reaktorkreislaufs
hingearbeitet werden, um einer-
seits auf den Einsatz von Plasma-
expandern verzichten zu kénnen
und andererseits das Kreislauf-
volumen Klein bleibt, um die von
den Zellen in den Kreislauf abge-
gebenen Proteine nicht zu stark
zu verdinnen.
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Abb. 1: CellChip-Varianten. Das obere Schema zeigt den sog. cp-Chip, der durch seine pyramidalen
Vertiefungen charakteriseriert ist. In der mittleren Variante, dem cf-Chip, wurde der pyramidenférmig
ausgestaltete Boden durch einen flachen Boden ersetzt, der durch eine porése Membran gebildet wird.
Die untere Variante, der r-Chip, ist durch seine runden Kavitaten charakterisiert. Durch den SMART-
Prozess ist die Herstellung des Chips wesentlich vereinfacht worden.

Die dritte Variante des CellChips,
als r-Chip bezeichnet, unterschei-
det sich nicht nur durch den Her-
stellungsprozess, sondern auch
im Design der Mikrokontainer. Der
Herstellungsprozess wurde durch
die Einflhrung eines am IBG, IMT
und GSI (Gesellschaft flir Schwer-
ionenforschung) entwickelten und
auf Mikrothermoformen basieren-
den Prozesses zur SMART-Tech-
nologie (Surface Modification And
Replication by Thermoforming)
weiterentwickelt. In diesem Pro-
zess werden Membranen nahe
ihrer Glaslbergangstemperatur
verstreckt. Der Vorteil dieses Pro-

zesses ist nicht nur die wenige
Schritte umfassende Prozessket-
te, sondern auch die Mdéglichkeit
der Oberflachen- und Vollmaterial-
Modifikation des Materials vor dem
Verstrecken der Folien. Damit sind
nun hochaufgeléste Polymermo-
difikationen in 3D-Strukturen rea-
lisierbar, sogar in solchen mit ech-
ten Hinterschnitten. Ein weiterer
Vorteil des SMART-Prozesses be-
steht in der Mdglichkeit die GroBe
der Poren sehr genau einstellen
zu kénnen, da die Atzbedingungen
der latenten Spuren nach dem
Schwerionenbeschuss die Po-
rengréBe definieren. Damit sind

geeignete Porenanzahlen und
-gréBen fur alle méglichen Zellen
einstellbar [3] (fir weitere Ein-
zelheiten siehe auch Artikel von
S. Giselbrecht in dieser Ausga-
be der ,Nachrichten®).

Bioreaktoren

Fir eine definierte Versorgung der
Zellen mit Nahrmedium und Sau-
erstoff werden die CellChips in ei-
gens dafir konstruierte Bioreak-
toren eingebaut [4]. Je nach An-
wendungszweck lassen sich ein
oder mehrere CellChips in einem
Bioreaktor unterbringen. Fur eine
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Abb. 2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Aufsicht) von Hepatozyten (Hep G2) in einem Mikrocontainer ei-
nes cf-Chips. a) Farbung der Zellkerne mit einem griin fluoreszierenden Farbstoff, der die Zelldichte im Chip wi-
derspiegelt. b) Darstellung des Cytoplasmas durch Nachweis eines cytoplasmatischen Proteins, das mit einem

roten Fluoreszenzfarbstoff gelabelt wurde (Querschnitt).

Anwendung als extrakorporales
Organunterstltzungssystem geht
man im Falle der Leber von einer
erforderlichen Zellmasse von min-
destens 10 % des Lebergewichts
aus. Die Leber eines 75 kg schwe-
ren Menschens wiegt ca. 1,5 kg
und besteht aus 2,5 x 10" Zellen.
Fir einen Bioreaktor ware dem-
nach eine Leberzellmasse von

150 g, entsprechend 2,5 x 10'° Zel-
len erforderlich. Mit dem derzeitigen
CellChip-Design wéren also gut
2000 CellChips erforderlich, um
eine ausreichende Zellmasse fir
humane therapeutische Anwen-
dungen zu erreichen.

Um die Realisierbarkeit zu testen,
wurden zunachst Bioreaktoren ent-

wickelt, die eine ausreichende Zell-
zahl fur eine Anwendung am Klein-
tier aufnehmen kénnen (Abb. 3).
Der 32 CellChips fassende Biore-
aktor beherbergt knapp 400 Mio.
Zellen. Dies entspricht der Ge-
samtzellzahl einer jugendlichen
Rattenleber. Der Bioreaktor ist seg-
mentiert, d. h. er fasst jeweils vier
CellChips in acht Gruppen zu-

Abb. 3: Bioreaktor fiir die Anwendung am Kleintier, wie beispielsweise der Ratte. a) Explosionszeichnung
des Bioreaktors. Der Bioreaktor kann 32 CellChips aufnehmen (acht Segmente a vier CellChips), ent-
sprechend knapp 400 Mio. Zellen, der Zellzahl einer kompletten Rattenleber. b) Bioreaktor in zusam-
mengesetztem und verschlauchtem Zustand.
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Abb. 4: Extrakorporalkreislauf fiir die Anwendung am Kleintier.

sammen, die unabhangig von-
einander durchstréomt werden kon-
nen. Der Bioreaktor stellt zwar den
zentralen Teil eines Extrakorporal-
kreislaufs dar, ist aber nur ein Be-
standteil des Gesamtsystems. Ei-
ne weitere wichtige Komponente
stellt das Dialysatormodul bzw. der
Plasmaseparator (Abb. 4) dar, der

Abb. 5: Schadelimplantat fiir die Entnahme
und Riickfiihrung des Blutes aus bzw. inden
Korperkreislaufs des Versuchstieres.

das fuir den Sekundérkreislauf not-
wendige Fluid aus dem Vollblut se-
pariert. Es stellt dariberhinaus die
Schnittstelle zwischen dem Primar-
kreislauf (Blut) und Sekundéar-
kreislauf (Plasma) dar. Um das ge-
reinigte Plasma dem Tier unbe-
schadet zuftihren zu kénnen, sind
ferner Module wie Pumpen, Blut-
leckdetektoren, Blasenkammern,
Sensoren fir Druck, Sauerstoff
usw. notwendig, die an verschie-
denen Stellen des Kreislaufs inte-
griert sind.

Da am Kleintier kein Anschluss des
Extrakorporalkreislaufs analog zur
humanen Situation erfolgen kann,
namlich Gber einen sogenannten
arterio-vendsen Shunt (Verbindung
einer Vene mit einer Arterie) im Un-
terarm, mussten zunachst Opera-
tionstechniken fur die Blutentnah-
me sowie dessen Ruckfiihrung ent-

wickelt werden. Erfolgreich verlie-
fen Versuche zur Entnahme und
Ruckfuhrung des Blutes Uber ge-
eignete GefaBBe im Kopfbereich
des Tieres. Dazu wird den Tieren
zunachst eine Hilfskonstruktion in
das Schadeldach implantiert, die
den Anschluss der notwendigen
Schlauche ermdoglicht (Abb. 5).
Nach dem Wiedererwachen kann
sich das Tier damit sogar frei be-
wegen, da stdérende Schlduche
Uber eine Halterung nach oben ge-
fuhrt werden. Die Methoden zur
Charakterisierung der zellularen
Funktionen im Bioreaktor sind be-
reits seit Jahren etabliert und ori-
entieren sich sowohl an klinischen
Tests als auch an pharmakologisch
relevanten Tests zur Stoffwech-
selkapazitat.




Erste Tierversuche sollen zundchst
zeigen, ob Tiere, denen lediglich ein
Teil der Leber (ca. 75 %) entfernt
worden ist, sogenannte teilhepa-
tektomierte Tiere, nach Anschluss
an das System Uberleben kénnen.
Weitere Evaluierungen sehen dann
Versuche an total hepatektomier-
ten Tieren vor, also solchen, denen
die Leber komplett entfernt wurde.
Da solche Tiere auch ohne Leber

drei bis flnf Tage Uberleben kdn-
nen, werden diese Versuche Uber
mindestens sieben Tage laufen.

Das CellChip-System eignet sich
darliberhinaus auch fur die Kultur
anderer Zellen, wie wir in zahlrei-
chen Experimenten zeigen konn-
ten [5]. Beabsichtigt ist ferner der
Einsatz als Stammzellplattform.
Autologe Stammzellen kdnnten zu-
néachst expandiert und anschlie-
Bend differenziert werden, um sie
schlieBlich transplantieren zu kén-

nen. Da der CellChip auch aus bio-
resorbierbaren Materialien herge-
stellt und in seinem Design sehr va-
riabel gestaltet werden kann, kénn-
tenim CellChip in vitro differenzierte
autologe Stammzellen nach Ex-
pansion und Differenzierung di-
rekt, also ohne Entnahme aus dem
CellChip transplantiert werden.
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