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State of the art animal and cell culture models fail to predict the ability of
drugs to cross the blood-brain barrier as they lack comparability to the
complex human situation. The development of novel pharmaceutics the-
refore requires in vitro models with human like cell response. Therefore,
we are developing a model which mimics the organ environment inclu-
ding the specific 3D arrangement of different cell types, extracellular
matrix, and perfusion by combining biology, biochemistry and micro -
fluidic technology.
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ó Noch immer stellt die Entwicklung von
Medikamenten zur Behandlung von Erkran-
kungen des zentralen Nervensystems (ZNS),
wie z. B. Alzheimer, eine große Herausforde-
rung dar. Nur wenige Wirkstoffe können ihren
Zielort im Gehirn erreichen, da sie nicht über
die Blut-Hirn-Schranke transportiert werden.
Diese ist eine Barriere aus dicht miteinander
verbundenen Endothelzellen, die das Gehirn
vor dem Eindringen von Fremdstoffen wie
Toxinen schützt, aber eben auch den Über-
tritt von Wirkstoffen aus dem Blut in das
Gehirn verhindert. Die Untersuchung dieser
Vorgänge und die Entwicklung Blut-Hirn-
Schranke-gängiger Wirkstoffe wird durch das
Fehlen hinreichend human-ähnlicher Model-
le erschwert. Derzeit werden neue Medika-
mente überwiegend in Tieren oder einfachen
Zellkulturmodellen auf ihre Blut-Hirn-Schran-
ke-Gängigkeit untersucht. Tiermodelle wie
Mäuse, Ratten, Hunde oder Schweine sind
jedoch nur bedingt vergleichbar mit der Si -
tuation im Menschen und auch ethisch frag-
würdig. Zellkulturmodelle, welche zumeist
aus einer porösen Membran und einem dar-

auf kultivierten Zellmonolayer bestehen, sind
aufgrund mangelnder Komplexität, nur
bedingt aussagekräftig in Bezug auf das Ver-
halten neuer Wirkstoffe im Menschen [1]. Um
diese Limitationen zu überwinden, werden
neue Modelle entwickelt, welche die Kom-
plexität von Organen in dreidimensionalen
und Organ-ähnlichen Zellkultursystemen
nachahmen.

Organ-ähnliche Zellkulturmodelle,
Modelle der Blut-Hirn-Schranke
Wenn Zellen außerhalb ihrer natürlichen
Umgebung kultiviert werden, verlieren sie
meist schon nach wenigen Stunden bis Tagen
wichtige zellspezifische Funktionen, sie dedif-
ferenzieren. Neuere Entwicklungen versu-
chen daher, die natürliche Umgebung der Zel-
len im Organ möglichst genau zu imitieren
und somit die Ausbildung bzw. den Erhalt des
natürlichen Phänotyps zu begünstigen. So
wurde bereits gezeigt, dass die Einwirkung

Organ-on-a-chip

Mikrofluidisches 3D-Zellkulturmodell
der Blut-Hirn-Schranke

˚ Abb. 1: Gegenüberstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke und der Umgebungsbedingun-
gen im Mikrofluidik-Chip. A, Scherkräfte, die auf die Zellen im Blutgefäß wirken, sollen die Ausprä-
gung des charakteristischen Phänotyps der Endothelzellen unterstützen. B, Zwei parallel laufende
Mikrokanäle werden durch die Zellbarriere getrennt und bilden somit eine „Blut-“ und eine „Hirn-
seite“ aus. An den Außenwänden der Kanäle befinden sich Goldelektroden für die dielektrophore-
tische Assemblierung von Zellen zwischen den Mikrosäulen, wo sie an einer in situ aufgebauten
Stützmembran adhärieren. DEP: Dielektrophorese; TER: Transepitheler Widerstand
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von Scherkräften während der Kultivierung
zu einer verbesserten Ausbildung der cha-
rakteristischen Form von Endothelzellen führt
[2]. Ebenso prägen sich die für die Blut-Hirn-
Schranke typischen undurchlässigen Zell-Zell-
Kontakte (Tight Junctions) zwischen den
Endo thelzellen besser aus, wenn diese in
einer Ko-Kultur mit weiteren Zellen des
Gehirn, wie Astrozyten oder Perizyten [3],

kultiviert werden. Zudem spielt die Art der
verwendeten Endothelzellen eine wichtige
Rolle. Da primäre humane Zellen nur
begrenzt verfügbar sind, werden meist
immortalisierte Zelllinien verwendet. In neu-
eren technischen Entwicklungen versucht
man einlagige Membranmodelle durch gesta-
pelte Ko-Kulturen zu erweitern [4, 5] oder die
Struktur von Kapillargefäßen durch Hohlfa-
sern zu imitieren, an denen die Endothelzel-
len adhärieren und kultiviert werden [6].
Erste Ansätze nutzen die Perfusion der Zell-
kultur durch Mikrokanäle, um Scherkräfte
nachzubilden [7, 8].

Kombination von Mikrofluidik und
Dielektrophorese als generisches
Prinzip für 3D-Modelle
Am Naturwissenschaftlichen und Medizini-
schen Institut (NMI) an der Universität Tübin-
gen werden derzeit Zellkulturmodelle in
mikrofluidischen Strukturen realisiert, in
denen organtypische Zellen mittels dielek-
trophoretischer Kräfte in der für das betref-
fende Organ typischen Struktur angeordnet
werden (Abb. 1). Dielektrophorese basiert auf
der elektrischen Polarisierung von Zellen in
einem inhomogenen elektrischen Hochfre-
quenzfeld. Da nur vitale Zellen einen Kontrast
zwischen Intra- und Extrazellulärmedium zei-
gen, werden selektiv nur vitale Zellen aus der
in das Mikrosystem eingebrachten Zellsus-
pension in das Mikroorgan assembliert. Auf

diese Weise wird eine hohe Homogenität in
der Zellqualität erreicht [9]. Die resultieren-
de Anordnung der Zellen ist durch die Gestal-
tung der 3D-Topologie des Mikrofluidik -
systems per Design determinierbar.

Der Einsatz dieser Techniken in Verbin-
dung mit Mikrofluidik ist als generisches
Prinzip zur Herstellung von 3D-Zellkulturen
zu verstehen. Abhängig von der Gestaltung
der Isolatorstrukturen zwischen den Elektro-
den können unterschiedlich geformte Feld-
gradienten erzeugt werden [10, 11]. An den
Stellen der größten Feldinhomogenität wer-
den Zellen assembliert.

Im Fall der Blut-Hirn-Schranke sollte eine
vertikale Zellmembran mittig zwischen zwei
parallel laufenden Mikrokanälen aufgebaut
werden. Hierzu wurden ovale Mikrosäulen in
den spritzgegossenen Chip vorgesehen, wel-
che wie der Chip selbst aus einem Cycloolefin-
Ko-Polymer (COC) bestehen. Diese wurden so
gestaltet, dass die Endothelzellen zwischen
den Säulen assembliert werden (Abb. 2).

In situ-Membranen als Stützmatrix
in Mikrofluidik-Chips
Um die Adhäsion der Zellen im Chip auch
nach der Assemblierung zu gewährleisten,
wird zuvor eine Stützmatrix zwischen den
Mikrosäulen aufgebaut. Diese wird anschlie-
ßend mit Proteinen der Extrazellulärmatrix
beschichtet, welche die Basallamina der Blut-
Hirn-Schranke imitieren. Die Wahl des Mate-

˚ Abb. 2: Simulation der zwischen den
Mikrosäulen assemblierenden Zellen (blaue
Punkte). Aufgrund der Isolatorstruktur
 (ovale Mikrosäulen aus Kunststoff) entsteht
bei Anlegen einer Wechselspannung eine
inhomogene Feldverteilung. Bewegen sich
Zellen im Medium durch den Mikrofluidik -
kanal werden diese polarisiert und erfahren
eine auf sie wirkende dielektrophoretische
Kraft, welche in Richtung der maximalen
Feldin homogenität (violett dargestellt) wirkt.
Maßstabsbalken: 300 μm.

˚ Abb. 3: In situ polymerisierte Polyamidmembran im Mikrofluidik-Chip. A, Die Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen zeigen die Polyamidmembran
zwischen den Polymersäulen des Mikrofluidik-Chips. Die Membran wird mit extrazellulären Matrixproteinen beschichtet und stützt die Zellen nach der
Zelladhäsion zwischen den Säulen. B, Auch mit bereits integrierter Stützmembran lassen sich Endothelzellen zwischen den Säulen dielektrophoretisch
assemblieren. Maßstabsbalken: 100 μm (A), 200 μm (B).
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rials der Membran spielt beim Aufbau des
Modells eine wichtige Rolle. Eine Membran
aus Polyamid lässt sich mittels Zweiphasen-
Polykondensation im laminaren Fluss zwi-
schen den Mikrosäulen aufbauen und bildet
eine ca. zehn Mikrometer dicke, poröse Stütz-
matrix (Abb. 3A). Diese Membran ist per -
meabel und zellverträglich. Nach dem Aufbau
der Stützmembran können Endothelzellen
(Abb. 3B) im Chip assembliert werden. Wäh-
rend der Kultivierung wird der Chip mittels
eines Heizglases auf 37 °C temperiert.

Permeabilitätsmessungen in mikro-
fluidischen Systemen
Wegen des großen Oberflächen-zu-Volumen-
Verhältnisses in den Mikrokanälen und
Schläuchen von mikrofluidischen Systemen
stellt der Umgang mit Testsubstanzen oft eine
Herausforderung dar. Besonders kleine,
hydrophobe Moleküle können an die hydro-
phoben Kanalwände des Polymerchips bin-
den, wodurch sie für einen Permeabilitätstest
verloren sind. Daher ist eine Messung eines
möglichen Substanzverlusts im System unver-
zichtbar. Abbildung 4 zeigt eine Messung der
Wiederfindungsrate im System von drei Sub-
stanzen, welche häufig als Standards zur
Überprüfung der Dichte von Barriere-Zell-
kulturen verwendet werden.

Hoher Bedarf an neuen in vitro-
 Modellen
Angesichts der zunehmenden Zahl an Erkran-
kungen des zentralen Nervensystems, insbe-
sondere von Demenzerkrankungen [12], und

den noch unzureichenden, in der präklini-
schen Entwicklung neuer Wirkstoffe einsetz-
baren Testverfahren lässt sich ein hoher
Bedarf an fundamental verbesserten in vitro-
Modellen ableiten. 3D- und Organ-ähnliche
Zellkulturmodelle bieten hier im Vergleich zu
konventionellen Membranmodellen ent-
scheidende Vorteile, sodass es nur eine Fra-

ge der Zeit zu sein scheint, bis sich diese auf
dem Markt etablieren werden. ó
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ARBEITSGRUPPE
Am Naturwissenschaftlichen und Medizini-
schen Institut (NMI) der Universität Tübingen
werden in der  Arbeitsgruppe BioMEMS und
Sensorik (Leitung: Martin Stelzle) 3D-in vitro-
Modelle für die Erprobung von Wirkstoffen ent-
wickelt. In diesem Zusammenhang wird im Rah-
men des durch das BMBF geförderten
 Projektes „TransBBbarrier“ (Förderkennzei-
chen: 16SV5952) in Zusammenarbeit mit den
Partnern von  microfluidic ChipShop und Across
Barriers, beide Jena, sowie dem Institut für
Pharmazie und Molekulare Biotechnologie der
Universität Heidelberg ein neuartiges Mem-
branmodell der Blut-Hirn-Schranke ent wickelt.


