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1.1 Einleitung

Zellen sind in natiirlichen Geweben eingebettet in dreidimensionale
Netzwerke von fibrilliren Biopolymeren (Collagene, Hyaluronséure, etc.).
Durch diese extrazellulire Matrix (ECM) wird die Zelldifferenzierung
gesteuert und die strukturelle Integritidt des Gewebes aufrechterhalten [1].
Fiir die dreidimensionale Zellkultur im Rahmen von biomedizinische
Anwendungen (Tissue Engineering, BioMEMS) werden durch
Mikrostrukturierungsverfahren Zelltragerstrukturen hergestellt, die der
natlirlichen ECM im Hinblick auf Material- sowie Strukturkompatibilitét
nachgebildet sind. MaBgeschneiderte Scaffolds werden fir die
dreidimensionale Kultivierung von Chondrozyten zur Herstellung von
kiinstlichem Knorpel eingesetzt und in struktureller Hinsicht optimiert.

Zwei-Photonen-Techniken sind hierfiir aus zwei Griinden von
Bedeutung: Erstens steht mit der Zwei-Photonen-Polymerisation (2PP) ein
Verfahren zur Mikro- und Nanostrukturierung von dreidimensionalen
Zelltragern aus biokompatiblen und biodegradierbaren ECM-analogen
Materialien zur Verfiigung [2]. Zweitens erlaubt die Zwei-Photonen-
Mikroskopie (TPLSM) eine schonende online-Visualisierung des
Zellverhaltens bzw. -wachstums in den dreidimensionalen Zelltrdgern bis
in Tiefen von mehreren hundert Mikrometern [3,4].

Zwei-Photonen Techniken basieren auf dem Effekt, dass die
Photonendichte fokussierter Femto-sekundenlaserstrahlung lateral und
axial begrenzt ist. Photonengetriggerte Ereignisse wie die Autofluoreszenz
bei der TPLSM oder die radikalische Photopolymerisation bleiben auf das
Fokusvolumen beschrinkt und erlauben damit die dreidimensionale
Abbildung bzw. die freie dreidimensionale Strukturierung.

1.2 Zwei-Photonen Polymerisation (2PP) zur Herstellung
von Zelltragerstrukturen

Die 2PP ist eines der innovativsten Verfahren zur freien dreidimensionalen
Mikro und Nanostrukturierung polymerer Materialien. Das Verfahren be-
ruht auf der Auslosung eines Polymerisationsvorgangs innerhalb einer
fliissigen Monomerlosung im Fokus eines NIR-Ultrakurzzeitlaser (Ti:Sa
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Femtosekundenlaser). Wéhrend die radikalische Photopolymerisation
(meth-)acrylierter Monomere mittels UV-Licht (250-400 nm) lange be-
kannt und ein Standardverfahren z.B. in der Lackierungstechnik ist, arbei-
tet die 2PP mit langwelliger gepulster NIR —Laserstrahlung (700-900 nm)
hoher Peakintensitdt und wurde erst vor etwa 15 Jahren erstmalig demonst-
riert [2]. Durch den Zwei-Photonen-Effekt bleibt die photonengetriggerte
Reaktion auf das Fokusvolumen beschrankt wodurch auch innerhalb der
Bulkphase einer Monomerldsung polymerisiert werden kann (Abbildung

).
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Abb. 1: Schema der Zwei-Photonen-Polymerisation (2PP).

Die Auflosung ist begrenzt durch das Fokusvolumen der Laserstrahlung
welches wiederum abhingig ist von der Numerischen Apertur (N.A.) des
verwendeten Objektivs. Bei Verwendung eines Ol-Immersionsobjektivs
mit N.A. 1,4 betrdgt das Fokusvolumen nur etwa 1 Femtoliter, was einer
Strukturauflosung von 1 um entspricht. Durch Arbeiten an der
Polymerisationsschwelle kann die Auflosung sogar bis ca. 100-300 nm
erhoht werden (Abbildung 2).




Nanoskalige Strukturierung mittels Zwei-Photonen-Polymerisation (2PP) zur Generie-
rung ECM-analoger Biointerfaces

Abb. 2: 2PP-generierte 3D-Struktur auf der Basis des STL-File (links) des Instituts-Logos
(50 x 30 x 10 pm, Ormocer®, Hatching: Woodpile: 0,5 pm), Mitte: Phasenkontrast.
Rechts: vergroBerter Ausschnitt.

Die aulBlerordentliche Flexibilitdit zur Erzeugung dreidimensionaler
Mikrostrukturen verdankt die 2PP den Freiheitsgraden hinsichtlich der
Bewegung des Laserfokus im Inneren der polymerisierbaren Losung unter
Ausnutzung des Zwei-Photonen-Effektes durch ein dreiachsiges x, y, z -
Nanopositioniersystem.  Computergenerierte 3D Modelle  von
Zielstrukturen (STL-Files, Abbildung 2) werden in einem automatisierten
Verfahren (hatching) durch Stapel sich kreuzender Linien (woodpile,
Abbildung 3) ausgefiillt und dadurch im Volumen verfestigt. Ein Nachteil
der 2PP ist die serielle Erzeugung der Strukturen mit einem einzigen
bewegten Laserfokus. Die maximale Vorschubgeschwindigkeit betrigt
momentan 30 mm pro Sekunde. Strukturen von 100 x 100 x 100 pm
erfordern entsprechende Bearbeitungszeiten. Eine Moglichkeit zur
Erhohung der Schreibgeschwindigkeit besteht in der Verwendung von
Objektiven geringerer N.A. Bei einem Objektiv mit N.A. 0,9 weitet sich
der Fokus auf ca. 5 um Durchmesser. Bei noch geringerer N.A. geht
jedoch zunehmend die axiale Begrenztheit des Fokus (Ortsauflosung in z-
Richtung) verloren.
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Abb. 3: Links: Woodpile Strukturen werden durch den x, y Abstand (d) und den z-
Abstand (c) charakterisiert. Die Linienbreite (w) ergibt sich durch die N.A.
des verwendeten Objektivs (0,9). Mitte: Die Woodpile-Struktur (Ormocer®,
N.A. 0,9, 180 mW, 750 nm) zeigt Eigenfluoreszenz aufgrund des im Polymer
verbliebenen Photoinitiators. Rechts: Bovine Chondrozyten nach dreitdgiger
Kultur auf einem 2PP generierten Zelltriger.
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1.3 Zellkulturuntersuchungen auf 2PP generierten Zelltra-
gern

Die dreidimensionale Zellkultur von Chondrozyten muss als ein Meilen-
stein auf dem Weg zur physiologisch addquaten ex-vivo Gewinnung von
kiinstlichem Knorpel fiir den Gelenkersatz gewertet werden. Das Wachs-
tum, die Funktion sowie die Differenzierung von Zellen im dreidimensio-
nalen Zell-/Gewebeverband werden malgeblich durch das spezifische
rdumliche Umfeld der Zellen beeinflusst.

In Zellkulturuntersuchungen mit bovinen Chondrozyten auf Zelltragern
auf der Basis von Ormoceren® konnte gezeigt werden, dass die
Maschenweite der Zelltragerstrukturen das Zellwachstum beeinflusst. Bei
kleinen Abstinden (<30 um) werden die Zellen durch die Linienstrukturen
ausgerichtet, konnen aber nicht in diese einwandern. Bei Abstinden
zwischen 50 und 80 pum zeigen die Zellen eine Ausrichtung an den
Zelttragerstrukturen und dariiber hinaus ein Einwandern und Ausfiillen des
dreidimensionalen Netzes (3D-Zellkultur). Bei noch grofleren Abstinden
wachsen die Zellen an den Wandungen der Zelltrdgerstrukturen ohne
jedoch die Hohlrdume vollstindig ausfiillen zu konnen. Auch ist die
Stabilitdt der Strukturen bei Abstinden > 120 um nicht mehr gegeben
(Abbildung 3 und 4).

Abb. 4: Bovine Chondrozyten, kultiviert auf Woodpile-Strukturen bestehend aus Ormoce-

4



Nanoskalige Strukturierung mittels Zwei-Photonen-Polymerisation (2PP) zur Generie-
rung ECM-analoger Biointerfaces

re® mit unterschiedlichen Strukturbreiten.

1.4 Materialentwicklungen

ORMOCERE" sind hiufig fiir die 2PP eingesetzte Materialien (Ent-
wicklung des Fraunhofer-Instituts fiir Silicatforschung , ISC). Diese anor-
ganisch-organischen Hybridmaterialien zdhlen zur Klasse der fliissigen
negativen Photo-Resins. Die Eigenschaften dieses nanoskaligen Materials
konnen durch chemische Verfahren maflgeschneidert werden. Der Polyme-
risierungsprozess wird hier durch radikalisch reagierende Photoinitiatoren
wie Irgacure 369 Ciba getriggert. Aufgrund ihrer Biovertriglichkeit sind
medizinische Anwendungen 2PP-generierter Strukturen moglich. Wesent-
liche Arbeiten hierzu wurden im Laser Zentrum Hannover e.V. (LZH)
durchgefiihrt. Bisher wurden jedoch nur ansatzweise Tragerstrukturen fiir
Tissue Engineering-Applikationen entwickelt und untersucht [5]. Obwohl
ORMOCERE" biokompatibel sind und aufgrund ihres Hybridcharakters
(Keramik und Polymer) vorteilhafte Materialeigenschaften aufweisen, ent-
sprechen die daraus generierten Strukturen aufgrund fehlender Bioabbau-
barkeit bisher jedoch nicht ECM-analogen Biointerfaces. Es wir erwartet,
dass die Zellantwort auf Zelltrdgern aus Materialien biologischen Ur-
sprungs wie Collagene, Hyaluronsdure, Alginat oder Dextran weiter ver-
bessert werden kann. Erste erfolgreiche Versuche zur 3D-Strukturierung
von methacrylierter Hyaluronsdure und zur Singulett-Sauerstoff vermittel-
ten Vernetzung von BSA bzw. Collagen Typ 1 mit Rose Bengale als Pho-
tosensitizer [6] mittels 2PP wurden durchgefiihrt. Allerdings waren die
Strukturen augrund von zu geringer Photovernetzung mechanisch noch
nicht hinreichend stabil. Weitere Untersuchungen dienen der Optimierung
der Photovernetzung durch Erh6hung der Anzahl vernetzbarer Gruppen in
den Biopolymeren, durch Variation von Typ und Konzentration der einge-
setzten Photoinitiatoren sowie durch Optimierung von Energie und Wel-
lenlédnge der Laserstrahlung.

In einem weiteren Ansatz wurden 2PP-vernetzte synthetische bioabbau-
bare Diethyleneglycol/a-Hydroxycarbonsidure-Copolymere sowie Methac-
rylat terminierte Polyglycerine, die in Zusammenarbeit mit dem Projekt-
partner INNOVENT e.V. Jena entwickelt wurden, auf ihre Eignung als
biokompatibles Zelltrigermaterial hin untersucht. Die Strukturierbarkeit
und Biokompatibilitdt einiger Monomere mit unterschiedlichen Anteilen
Diethylenglycol/a-Hydroxycarbonsdure bzw. unterschiedlicher Anzahl
photovernetzbarer Gruppen konnte gezeigt werden.
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Abb. 5: Syntheseschema fiir Diethylenglycol/a-Hydroxycarbonsdure-Copolymere mit
photopolymerisierbaren Endgruppen [7].

1.5 Zusammenfassung

Mittels Zwei-Photonenpolymerisation konnen sehr flexibel 3D-
Mikrostrukturen aus einer Vielzahl biokompatibler Materialien mit einer
Auflésung von < 1um hergestellt werden. Es konnen Zelltrdger designed
werden, die eine zielgerichtete Zellantwort fiir unterschiedliche biomedizi-
nische Anwendungen induzieren. Des Weiteren konnen Materialien evalu-
iert werden, die fiir die speziellen Anforderungen unterschiedlicher Zellty-
pen besonders geeignet sind.

Neben Anwendungen in der biomedizinischen Technik und im Tissue
Engineering ist die dreidimensionale Mikro- und Nanostrukturierung bio-
kompatibler Materialien vor allem in der Mikrosystemtechnik von Interes-
se (Cells on a Chip) [8]. Die priazise Kontrolle der zelluliren Mikroumge-
bung ermoglicht ein tieferes Verstindnis der biochemischen und biome-
chanischen Prozesse, die fiir das Zellverhalten verantwortlich sind [9].
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