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PROJEKT-HIGHLIGHT: HISENTS - MULTIMODULARE
SCREENING-PLATTFORM ZUR SICHERHEITSBEWERTUNG
VON NANOMATERIALIEN

Ausgangssituation

Nanomaterialien sind langst Bestandteil des Alltags unserer
modernen Gesellschaft. Neue Einsatzmoglichkeiten bei stetig
steigenden Produktionsmengen fuhren aber auch zu einer ver-
mehrten Exposition des menschlichen Organismus. Eine Vor-
hersage des Verhaltens der Nanomaterialien im Organismus
sowie eine umfassende Risikobewertung gestalten sich auf-
grund fehlender Vorhersagemodelle aktuell als schwierig: Wie
Uberwinden die nur wenige millionstel Millimeter kleinen Parti-
kel die Schutzschichten unseres Koérpers? Wie verhalten sich
die Partikel im Organismus? Werden die Partikel verstoffwech-
selt? Angesichts der zahlreichen Wissenslicken und fehlenden
Modellsysteme kann man bislang nur unzureichende Vorhersa-
gen zu Absorption, Verteilung, Metabolismus und Exkretion
(engl. ADME: absorption, distribution, metabolism and excre-
tion) von synthetischen Nanomaterialien im menschlichen
Organismus treffen. In der pharmazeutischen Forschung und
Medikamentenentwicklung wird das PBPK-Modell (Abkirzung
fur engl. physiologically-based pharmacokinetic model) als eta-
blierter Ansatz gewahlt, um das kinetische Profil von Wirkstof-
fen mit Blick auf Dosis, Route und Spezies mathematisch vor-
herzusagen. Hierbei werden die Konzentration im Gewebe
und toxikologische sowie pharmakologische Effekte einbezo-
gen. Bisher existiert allerdings kein PBPK-Modell fir Nanoma-
terialien.

Lésung

In dem interdisziplindren, europdischen Forschungsprojekt
»HISENTS — High level integrated sensor for nanotoxicity scree-
ning« (H2020 685817) entwickelt das Fraunhofer IBMT
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gemeinsam mit 10 Partnern aus Wirtschaft und Wissenschaft
eine neue multimodulare mikrofluidische Plattform zur Vorher-
sage des Verhaltens von Nanomaterialien im Kérper, um die
von Nanopartikeln ausgehenden Risiken fur den Menschen
besser prognostizieren und sicher bewerten zu kénnen. Mit
Hilfe dieser Multiorgan-Plattform wird der Weg der Nanoparti-
kel durch den Koérper simuliert und es werden Daten zur Ent-
wicklung eines nanoPBPK-Modells generiert. Die beiden
Hauptabteilungen »Medizinische Biotechnologie« und »Bio-
medizintechnik« wirken an diesem Projekt maBgeblich mit
und entwerfen, fertigen und validieren die mikrofluidische
Multiorgan-Plattform.

Die Plattform enthalt bis zu neun einzelne, dynamisch mitein-
ander verschaltete Module, die jeweils eine Barriere des Kor-
pers, ein Organ oder ein subzelluldres System darstellen. Das
Design des mikrofluidischen Adapters in jedem Modul ermog-
licht die Kultivierung und nichtinvasive Untersuchung biologi-
scher Barrieren in vitro, wie z. B. der Lungenbarriere oder der
Darmbarriere. Je nach Aufbau der Membran des Mikrofluidik-
chips eignet sich das Modul auch fur die Positionierung und
Charakterisierung einzelner Zellen. Alle Module kénnen ein-
zeln betrieben oder flexibel miteinander verbunden werden.
Dieses Setup erméglicht eine realistische Simulation der
In-vivo-Situation und tragt auBerdem zur Reduktion von Tier-
versuchen nach dem 3R-Prinzip im Bereich der Risikobewer-
tung von Substanzen bei. Parallel zur technologischen Ent-
wicklung der Plattform erarbeitet das Fraunhofer IBMT neue
miniaturisierte In-vitro-Systeme, um Transportstudien mit
Nanopartikeln an den genannten biologischen Barrieren
durchzufthren.

Jedes Modul der multimodularen Screening-Plattform umfasst
ein Fluidiksystem mit Ventilen, Pumpen, Schlduchen und einem
Mikrofluidikadapter. Der mikrofluidische Chip als Kernkompo-
nente des fluidischen Systems wird als miniaturisierter Inkuba-
tor verwendet. Er besitzt eine mikrogefertigte Kavitat, deren
Unterseite durch eine 1,5 pm dinne, optisch transparente



Membran aus Siliziumnitrid mit einer Flache von 2,5 mm?2
begrenzt wird. Die Zellen werden durch einen mikrofluidischen
Kanal zum Chip mit der Kavitat transportiert und haften auf
der Membran. Diese enthélt eine regelméaBige Anordnung von
Mikroldchern mit einem Durchmesser von weniger als 5 um
und einem Loch-zu-Loch-Abstand von 10 bis 15 pm. Fur die
Barrieretransportstudien wird das jeweilige In-vitro-Zellmodell
auf der Siliziumnitrid-Membran in dem Mikrofluidikchip kulti-
viert, ohne dass dafur ein groBer Laborinkubator benétigt
wird: Jedes Modul besitzt eine Temperaturregelung zur Kulti-
vierung der Zellen bei 37 °C und eine Pumpe liefert standig fri-
sches Kulturmedium in die Mikrofluidikchips. Fur die Einzelzell-
analyse wird eine Membran mit gréBerem Abstand (40 pm)
zwischen den einzelnen Mikroléchern verwendet. Auf jedem
Mikroloch wird jeweils eine einzelne Zelle mit Hilfe eines leich-
ten Unterdrucks positioniert, der in einem zweiten Kanal
unterhalb des Mikrofluidikchips erzeugt wird. Der Unterdruck
saugt die Zellen sanft auf die Mikroldcher.

Die in dem mikrofluidischen Adapter kultivierten Zellen wer-
den wahrend der Kultivierung online optisch und elektrisch
charakterisiert. Dunnfilmelektroden, die in den beiden Mikro-
kandlen eingebettet sind, werden mit einem Impedanzmess-
system verbunden und ermdglichen eine kontinuierliche
Quantifizierung des transepithelialen elektrischen Widerstands
(engl. TEER, transepithelial electrical resistance) der In-vitro-
Barrieremodelle. Im Fall der Einzelzellanalyse dient die TEER-
Messung zur Verifizierung der erfolgreichen Einzelzellpositio-
nierung. Die optische Charakterisierung erfolgt durch ein
kompaktes Mikroskopmodul, das speziell fur die In-vitro-Platt-
form entwickelt wurde. Es besteht aus einer CMOS-Kamera
und einem Objektiv, LEDs fur die Beleuchtung und optischen
Filtern fur die Hellfeld- und Fluoreszenz-Mikroskopie. Das Mik-
roskopmodul ist unter der Mikrofluidikplattform montiert und
kann von einem Modul zum anderen versetzt werden. Die
LED-Beleuchtung fur die Hellfeld-Bildgebung wird in den
Adapter mit dem Temperaturregelsystem platziert, das auf der
Oberseite der Plattform angebracht ist.

Die technologischen Schwerpunkte der Entwicklungsarbeit des
Fraunhofer IBMT liegen auf den miniaturisierten Systemen zur
Kultivierung von Zellen fir die Simulation der genannten
Korperbarrieren und Organe sowie flr die Untersuchung der
subzelluldren Kompartimente. Anstatt die Module in einem
Laborinkubator zu betreiben, wird jedes Modul mit einem
miniaturisierten Inkubator ausgestattet, so dass die Plattform
sehr flexibel einsetzbar ist. Dartiber hinaus sind optische und
elektrische Systeme zur Charakterisierung der Zellen in die
Plattform integriert.

Potenzial

Die Multidisziplinaritat des »HISENTS«-Konsortiums und die
jeweilige Fachexpertise der Projektpartner ermoglichen die
Entwicklung der dringend bendtigten, miteinander multimo-
dular verschaltbaren In-vitro-Organ-Module. Mit ihnen werden
die experimentellen Daten fir die Erarbeitung mathematischer
Modelle generiert, welche fir eine sichere und zuverlassige
Risikoabschatzung, -vorhersage und -bewertung von Nanoma-
terialien im Korper unerlasslich sind.
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