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Dritte Dimension in gezielter Zellkultivierung realisiert

CFN-Wissenschaftler entwickeln ein Zweikomponenten-Polymergeriste fur die kontrollierte drei-

dimensionale Zellkultur

10 um
_l Controlled 3D Cell Culture

Zelle im Zweikomponenten-Polymergerist. Die Fotomontage basiert auf einer
Raster-Elektronen-Mikroskop- und einer Laser-Scanning-Mikroskop-Aufnahme.
(Bild: CFN)

Am Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) ist es Forschern
des DFG-Centrums fir Funktionelle Nanostrukturen (CFN) ge-
lungen, gezielt Zellen auf dreidimensionalen Strukturen zu kul-
tivieren. Das Faszinierende dabei: Den Zellen werden Mikrome-
ter kleine "Griffe" am Gerlist angeboten, an denen sie anhaften
kénnen - und zwar nur an diesen, am restlichen Gerust finden
sie keinen Halt. Dadurch wird die Zellhaftung und somit die
Zellform erstmalig préazise in 3D beeinflusst. Damit ist dem
Team um Professor Martin Bastmeyer ein grof3er Fortschritt im
Bereich des Biomaterial-Engineerings gelungen.

Bisher existieren bereits zahlreiche Anséatze fir die Zellkultur in drei-
dimensionalen Umgebungen, die meist aus Agarose, Kollagenfa-
sern oder Matrigel hergestellt werden. Sie sollen die flexible dreidi-
mensionale Wirklichkeit, in der Zellen normalerweise agieren, simu-
lieren und damit realititsndhere Versuche ermdglichen, als dies mit
Zellkulturen in "zweidimensionalen Petrischalen" mdoglich ist. Aller-
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dings ist diesen Ansatzen bisher eines gemeinsam: Sie sind meist
heterogen zusammengesetzt und weisen zuféllige Porengrof3en auf.
Daher sind sie strukturell und biochemisch schlecht charakterisiert.

Ziel fur die Forschungsgruppe Bastmeyer war es nun, definierte
dreidimensionale Wachstumssubstrate fur die Zellkultur zu entwi-
ckeln. Zellen sollen sich darin nicht zufallig, sondern nur an be-
stimmten Stellen anheften. So lassen sich Parameter wie Zellform,
Zellvolumen, intrazellulare Kraftentwicklung oder zellulare Differen-
zierung systematisch in Abhangigkeit von der auf3eren Geometrie
der Umgebung bestimmen. Diese Erkenntnisse sind nitzlich, um
spater gezielt dreidimensionale Wachstumsumgebungen fur Gewe-
bekulturen, die beispielsweise in der regenerativen Medizin bendtigt
werden, in groRerem Malstab herzustellen.

Dieses Ziel wurde mithilfe eines speziellen Polymergeriists verwirk-
licht. Das Gerust selbst besteht aus einem flexiblen, proteinabwei-
senden Polymer mit kleinen quaderférmigen Griffen aus einem pro-
teinbindenden Material. Den Gerlistbau vollzogen die Wissenschaft-
ler mithilfe des am CFN von den Physikern Professor Martin Wege-
ner und Dr. Georg von Freymann entwickelten Verfahrens des
Direkten Laserschreibens (DLS). Mit diesem war es mdglich, eine
proteinabweisende Struktur zu fabrizieren, die aus 25um hohen
Pfosten besteht, die in unterschiedlichen Hohen mit diinnen Spros-
sen verbunden sind. In einem zweiten Lithograpie-Schritt wurden
dann die Haftgriffe exakt in der Mitte der Sprossen platziert. Mit Hilfe
einer Loésung von Haftungsproteinen binden die Proteine nur an
diesen kleinen Griffen. Einzelne Zellen besiedeln dann innerhalb
von zwei Stunden das Gertlist und adhérieren nur an den vorgege-
ben Haftpunkten.

Mit dieser Grundlagenforschung haben die Wissenschaftler des
CFN in Karlsruhe erstmalig geeignete Materialien angefertigt, in
dem das Wachstum einzelner Zellen gezielt dreidimensional kontrol-
liert und manipuliert werden kann. Dies ist ein wichtiger Schritt zum
allgemeinen Versténdnis, wie die natirliche dreidimensionale Um-
gebung im Gewebe das Verhalten von Zellen beeinflusst.
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Die Aufnahme der Zelle im Zweikom-
ponenten-Polymergeriist entstand
mithilfe eines Laser-Scanning-
Mikroskops (LSM). Grun gefarbt ist
das Zytoskelett der Zelle, weild wie-
dergegeben werden Teile des Zwei-
komponenten-Polymergeristes, die
"Zellgriffe" sind rot koloriert. (Bild:
CFN)
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DFG-Centrum fir Funktionelle Nanostrukturen (CFN)

Das DFG-Centrum fur Funktionelle Nanostrukturen (CFN) hat sich
einem wichtigen Bereich der Nanotechnologie verschrieben: den
funktionellen Nanostrukturen. Ziel ist es durch exzellente interdiszip-
lindre und internationale Forschung Nano-Strukturen mit neuen
technologischen Funktionen darzustellen sowie den ersten Schritt
von der Grundlagenforschung zur Anwendung zu gehen. Zurzeit
arbeiten in Karlsruhe mehr als 250 Wissenschaftler und Techniker
Uber das CFN vernetzt in mehr als 80 Teilprojekten zusammen. Der
Fokus liegt auf den Bereichen Nano-Photonik, Nano-Elektronik,
Molekulare Nanostrukturen, Nano-Biologie und Nano-Energie.
www.cfn.kit.edu

Hintergrundinformation

Direktes Laserschreiben (DLS)

Das DLS ist ein fotolithografisches Verfahren zur Herstellung belie-
biger dreidimensionaler Mikrostrukturen. Im Mikroskop wird Foto-
lack, der Uber einem computergesteuerten, piezogetriebenen Tisch
in drei Ebenen bewegt wird, durch das Objektiv mit Femtosekunden-
Impulsen eines stark fokussierten Laserstrahls belichtet. In dem eng
umrissenen Bereich, in dem der Fotolack von dem Strahl getroffen
wird, verandert sich die Loslichkeit des Materials. Je nach Art des
Fotolacks werden im Entwicklungsbad die belichteten oder die un-
belichteten Regionen ausgewaschen. Aufgrund der hohen optischen
Aufldsung kdnnen mit DLS Strukturierungen von 150 Nanometer (1
Nanometer = 1 Millionstel Millimeter) in Objekten mit einer seitlichen
Ausdehnung von maximal 0,3 mm und einer H6he von 0,08 mm
realisiert werden. Das am Centrum fiir Funktionelle Nanostrukturen
entwickelte DLS-System wird inzwischen Uber die Unternehmens-
ausgrindung Nanoscribe GmbH vertrieben. www.nanoscribe.de

Extrazellulare Matrix (extracellular matrix, ECM)

Die ECM fillt vor allem im Bindegewebe den Raum zwischen den
Zellen aus. Sie ist ein Gemisch unterschiedlicher Komponenten,
dessen Zusammensetzung je nach Gewebetyp variiert. Wichtige
Bestandteile sind verschiedene Arten von Kollagen, die vor allem
Festigkeit und Elastizitat verleihen. Fibronektin, Laminin oder Vitro-
nektin sind als Adhasionsproteine fir die Anhaftung von Zellen von
Bedeutung. Molekiile wie Hyaluronsdure oder Chondroitinsulfat
verleihen zum Beispiel Knorpel seine besonderen Eigenschaften.
Die ECM beeinflusst sowohl Uber ihre biochemische Zusammenset-
zung als auch uber ihre mechanischen Eigenschaften die Zellen.
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Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) ist eine Koérper-
schaft des 6ffentlichen Rechts und staatliche Einrichtung des
Landes Baden-Wiirttemberg. Es nimmt sowohl die Mission ei-
ner Universitat als auch die Mission eines nationalen For-
schungszentrums in der Helmholtz-Gemeinschaft wahr. Das
KIT verfolgt seine Aufgaben im Wissensdreieck Forschung —
Lehre — Innovation.
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