
;z{e3eOj^Og:6 T^GP'WO O1108811 PCT/EP011U2098  vax~ahrox~ zt~r i,n
vitro-8exate~.lux~g von drsidimans3onalem, to vitalem Knorpal.-- oiler
ICn.oah~et~.gewebe uncl lessen Verarer.duag all ~ransplantationamaterial 15
Heachreibung Dl.e Erf ln,dung b~3 Lr:~f f L: r~.lm ~uL~erst einFaches
Ye.rfaYiren z ur ~.n vitro-Heratellung von dreidimensinnaiem, ~ritalem and
24 mechaniech stabilem ICnorpel- oiler Knochengewebe and c~eseen
Verwendur~g all Transplantationsmaterial zur Behandlung v~on ~.orpe3,- odor
I~ochendefekten and von degenerativen Erkxaixltur~gen, wie z , a . Rheuma
oiler Arthrose Bowie lessen verwendurzg zur Te~tung von ~'irkstoffen and
physikal.~.schen 23 Faktaren. Gec~enstand de.r Er.Clnduiig sired a.uch dal
hergeste3.l.Ge iCnorpel- oiler ltnochengewebe and therapeut.isahe
wbereitungen, z.H. ~n-~ekt~.onslosungen, die diesel Gewebe beinhalten.
Er~indungsgemaii kt~nnen die vErsch.iedensten K`norpel- and Knochengewebe
hergestellt warden, so z.B. 30 hyaline, elastisahe, Fuser- oiler
.Bindagewebsknorpel wie beispie:l.sweisa GeJ enkskna.rpel_, Naeenknnrpel,
Meniskusknoxpel oiler Handschei.benknorpel, Auk dem Gebiet des 'issue
Engineering wzrd t?eit l.~.n.gerem 35 naah L~sungen zwm Au~be.u
k8x~pex~eigenen C3ewebes ge~ucht . Dazu werden zum einen kt5rpere~.gene
zellen rn~.t and ohne Tragermai=erial verwendet and zum anderen
ausoah7.iei3liah   WQ 0116N811 PCT/EP111/l12C,98 5 Tragerznateria7.ien in
derv Ds~ekt eingebracht, wobei ~ a zaach Trxdikata.on rsorbierbaxe oiler
n~.cht resox-bierbar Mater~.alien verwendet wexden k~nnen.  Bei der
Verwendung 'von Tr~gerrnaterialien ist nachteilig, 10 dais deren
Abbauprodukte andexe Gewebe ech~.da.gexx kannexi and daf3 bei Verwendung
von nicht autogenen, also n3cht patientezle~.gen.en Tx~gerznatari~slien
3:mmuxa.reaktionen odor IrWektionen mit tieriechen ocher menechl.ichen
Erxegern auftreten kSnncn. 15 Eine bekanx~,te Methods unter Vexwendung von
k$rpereigenen ~e~.len ~.st d,~.e Knorpel- and
Knachenzelltranep7.antat~.on~, die zwr Hohandlung von Trno~.-pel- and
Tixiochondofekten angaarandt wird . Dabai wi,x~d ilea Potezita.a7. der
Knoarpel- and lCnachex~zell.en genutzt, um in v.ivo neuee aewebe
aufzuba.uen. zo 5o werden bei,ap~.elswe~.se dezn ~atiexlten Knoxpel- oiler
Rnochenbiopeien entnommen, dazaue Knorpel- oiler Knochenzellen isol~.ert)
m~.ttels Zellkul~ivierung vermehrt and an.schliei?end dem Pat~.enten die
Zeilan im Bere9 ch dc~s Gewebade~ektee, z . H . dtzx~ch E~.xzspr~.t~en,
transplantiert . ?5 Dort bilden eio neuae Gewebc and .Cill,le~a eomzt doxz
De~ekt vo~.lstandi.g auf , Durch d~.e genannten Verfahren wird erre~.aht,
daf3 nach App~.i.kation der Zelltransplantate ader Eixlbri,ngen der 30
Tr~gerrnateria.lian im Korpex Gevreba a-ufgebaut wird. 



Ein weiteres Ziel irn Ti~s~sus Engineering best,eht jedoch darin,
lc~Srpex~eigenes Gewebe bereita .ire v~.tra vorzu~ert~.gen. Daze ~xinr3 aus
der Literatur sine V~lel zahl von Verfahren 35 bekann~ (~rgl. DE 195 40
487; WO 97/46665, DE 197 S2 900,   wo umHm i 3 PCTIEPf11102698 5 US 5.
932.45g) , die eni:weder Spez~.elle Vorrichtux~,gexa oiler Tr~ger
ber~~tigea, ^~rialc Vcrahrar~orsahrittc beznhca.ltca odor die Zugabe von
wachaturnsf~5rdernden Verbindungen, die Fremdstoffe ftir den KtSrper
darstellen, erfoxderlich machen. Aufgabe der vorliegendan Erfindx~ng wa.r
es deshaLb, sin lf3 mbglichst einfaches Verfr~h2en zur HorstelLung vor~
typischnm ICnarpeL- oiler Knachengewebe bereitzustellen, mit dam '~ritales,
dreidimen,sionales and rnechanisch stabiles Cfewebe hexgestellt warden
kann, das zur Tranaplan~.atian geeignet l~ri: and sin ~sohnallds .Anwachseu
im ICoxpez bzw, ezn 15 schne~.les Auffiy.lZen ilea Knorpel- oiler
KnQChendefektes c~c~w~~i~.'le.is I_ai~ . Aulr~i dmu se~.l. ~3as im vl'Lr o
hGr~ed Lell to Gewebe mbglichet keine immux~.oloqi.s~hen. Reaktion.en im
Organismus, der ilea TransplantaL erh~li~, aux~3.8r~en. 2o Es wurde
tiberraschender Wc~ise gefunc~.en, daL dlese AuPgabe mit dam in, Anspxuah 1
an.gegeber~en, einf'achen Verfahren ge.lc~st, wexden kann.
Erfiindungsgem~i~ warden. aLs Rusgangsma~erial pa>rientyeneigene 25
C~ewebebiopsien oiler -praben oiler meserachyma.~.e St~rr~unzel~.en, z.H.
aus dam peripheren tslut oiler Knochenmark verwen,det. Aus den B3opsien
warden die gewebeaufbauenden zellen m~.ttels enzymatischem Verdau ilea
Gewebes, durch Augwandern oiler dlxrch Reagenz~ an, di a Zi.eI zell_en
erkennen, mit 3f1 ~blichen MP'~hOC~PT,l 3.so1 iert . l7iese ~ ~ Zell.en
warden dann erfindux~gsgem'~is in ein.faaher Were mit-_ i5bl.'~ehem
KuJ.turmcdium in Zclll~ulturget~f3en m~.t h~dxophober Q3~er-fl~,che and
s~.ch vexjungendem Hoden in Suspension av lunge atat~.on~r ku~.t..~v~.ert,
bis sin dreid~.metzs~.ona~.es zell 35 aggregat enteteht, ilea zu mindastens
40 Valumen%, vorzugs   w o uwsm i PCTIEPII11112698 s weise mindeeten.a 60
Volumen% bis maximal 95 Volurnen%, e~ctra.ze~.lul~re Matr~.x (ECM)
beinhaltet, in welche differenxierte zellen eingebette~ rind. pas
entstandene Zellaggregat weiet e3nen ~ui~eren 73ere~ r:h aaaf, i n welahem
pro~.ife.rat~.oxls, and migrationsfdhige Ze:l,ien vorhanden sand. 1i1
T?i.QSan AWhan ur3r wrF-ltWuny~sgem~.l3 r~rtia`ll:er~en Zel.lagc3r-eg:~te
verdeutlichen die mikroakopiachen Aufnahmen in Abb, .~ and 3.a, wobei Abb.
1 die Ausachn~.ttsvergrdberung dea Querschnittes eines erfindungsgem~f3en
Zellaggxegates mit vP als Zone des Auftretens der ersten gewebaepgzifischen
1S Matrz~cproteine and M als Zone der Sildung wan gewebeapeaiisahen
Matri~cproteinen darstellt, and l~bb. ~.a das gesamte Zel~.aggregat mit der
~.ui3eren Zone prdl~.feratiane~dh3ger and migrationsf~thiger zellen Q (zone
der Expression des protei.na S 1003 zeigt. a4 Ea~ ist exstaunlich, daf3
alle Zellen, die in den each dieser ~rfixxdung hsrgeatel.~.ten Sph~x~o~.den
~.ntegx~.ert bind, ilberxeben and auoh nach fortschreitender
KuJ.tivierungsdauer die Zellen i.m znnercn niehi~ absterben. Mit
fortr~ahreitender 25 Kul.tivierungsdauer- differenzieren die Zellen im
rnnaren der Aggregate aus and es bilden eiah Sphdro~.de, die aus ECM,
differenzierteri Zelxen and einer prolifer:~t3.onszane am Rand beat.ahcn.
Dcr Prozci3 dex Dildung dicscr gcwobespezifischcz~ Matrix mit
e~.ngebetteten Zellen ist dem Prozei~ der Gewebs 



34 entstehuztg bzw. -neub~.ldux~,g and -umbildung im K~rpex sehr ahnlich.
W~,hrend der Differenzierung in Zel7.kultur wird der At~sLdIld dCi'
aggreyiertra~n Zelleti c3.u,tc:3.i SlZciuiy det~ gewebespezifischen Matrix
immer gr~SfSer. Es entsteht im Inneren der Sphs'irvide eine
Gewebeh~.stolog~.e, die dem 35 natiir7.ichen Gewebe sehx ~hnl~.ch ist . Die
Varsorgung der   WO OtIC~8811 5 PCT/EP(11102698 5 Zellen im Znneren der
Sph~.roide erfo~.gt, aria i.m nati.irliahen Icr~.orpel auah, alla.in durah
d~.e Diffusion dex N~.hratoffe . Wdhrend der weiteren Herstellung c~er
8phi~roide b~.~.dat sich die done pral~.fexationef~th~gex and
m~igra.tzozasfci~higer Zellen am Band dex~ Sph~,roide . D~.ese zone hat den
unsch~.tzbaren to Vortei7., daL naah Einbringcn dcr 5ph~roide in Dctekte,
die in dieser Randzone befindlichen Zell.en ix~ der Lage sired, aua
zuwandern and akt i~tr derv. I~on.t ak t z~xm ~.m1 i egex~.den Oetnrebe
herzustellen bzur. eine integration des in vitro gebildeten Oewebes in
seine Umgebung ermvglichen. Damit rind dia 15 hergestel~.ten
gewebespeziischen Ze~.laggregate hexvvrxagend zur Deht~x~dlui2g von
(~ewebsdcfckten and zum Neuemflaau von Gewebe in vitro and ,in vi.vo
gaea.gnet. 3n Abh~ngigkeit von der QrtS~Se des zu behandelnden z0
c3ewebedefektes kann es von '~Torteil rein, bereits grtii3ere Gewebestilcke
zu transp7.antieren, um ein schnelleres Aufftil.len dee Defek'ter~ zu
erreiahen. Ftlr diesen Fall werderi mindestens zwei, beeser aber mehx~ der
erhaltenex~. ze3.J.a.ggx~ega.te fus~.omiez l., ~.ndem sf.e geme.insam enter
den ~5 gleiahen Hedingungen and in den gleichen Kulturgaf~i3en was obez~
besch.~ieben bis zux gewi~nschi;.en dri513e welLeLhull:iviert warden. Abb.
~.b ze~.gt zwei zu fue~i,onierande Sph~roide naah einem 30 Tag . Abh. 1c
zeig~.) daf3 bere.it.s ejni.ge 8'tunden sp$ter die C3renze awsschan den
beiden Sph.~.xoiden, nieht mehr zu erkennen ist. Narh einer t~asitarpn
Tnloche sp.nd die Spharoide vollstand3g fus~.Qni.ert and es ist, ein
grt5i3exee in vitrb oewebestuck 35 entstsrlden (Abb. 1d) . I7er Aufhau der
so erhaltenen gr8i~eren   WO D1168811 PCT/EP111/02698 6 5 Zellaggregate zst
mi.t dam der zunachst erhaZtenen 9ph~roz.cie~ identisch- Sie kC~nnen tai ~
zm maxima') 9~%~ FCM 'heinhal ten and al.le ~.m erha:ltenen Ge~nrebestt~ck
enthaltenen 2ellen rind vital. to Daa erhaltens Kno~el- odex~ Knochengewebe
ist auiSarordantlich atabi7.. Di.e Zellaggregate kt5nnen auf ,~ ihres
Durchmessars komprimiert werdera, ohne dais sia aexbxaahen ader
be~isp~.eLsweise beim Inj izie~en in den KtSrper mittels einer Kani~le
ause~.nanderrallen_ ~a ist rn8g~,iah, diase 15 Gewebestuckchezr mit einer
Pinzette oder einer Pipette aus dam Za~.lku~:turgef~.i3 zu entnehmen. iJm
auareichexid Knorpez - odex Knvchenaol.xen fur die erf~.ndungsgem~,i3e
Suspensxonskuxtxv~,eacung zur Verf~gung zu 



20 haban, wErden dic vom ratienten gewonnenen ~ellen in. einer
vorteilhaften Ausfi~hrungsfoxm der Erfindung xun~.chet in an sa.ch
bakarintex~ Axt and Weise irz Moxi.o~.ayerkultur vermehrt . Die Passage der
Zellen in Monolayerku~.tur wird so gexing wa.e znogxa.oh gehalten_ Na.ch
taxxe~.chex~ des kvrxfLuenten 25 Stadiums warden. die in Monalayer
gewachsenen Zellen gcern,tet and gem~i3 de srtyn.dung~sgernai3an
Verfahrexas a.n Suspension, rnrie oben beschriepen, l~ultiviert. Al,e
Zellkulturmedium kanr~ sowohl fair die Suspensions- a1s 30 such fur: die
Monolayerkultur izbliches Medium, z . B . Du7.bacca's MEM, enter Zusatz von
Serum, vex~wendet warden. vorz~zgswr~ise ward DMEM and Hams im Verh~ltnis t
::f e~.ngesetzt . Um j edoch immun.o~.ogische Raaktivnsn des Patienten auf
das in vitro hexgestel~.te Gewebe zu 35 vermeiden) wind aZs Serum
vorzugsweise autagenes Serurn des   Wp I)116881 t PCT/EPf111112698 7 5
~atzenten eingesetzt. Es ist a17_cgenes ~~arum 2u verwenden. auGh m~glich
~nogenes oder 10 IS zo 25 ~o 35 Dem Kulturmedium wexden erfindungsgemai3
keine Anta.b~.otika, Fungigtatika oder andera H.ilfsstotfe zugeaetzt.~s hat
sich gezeigt, dal3 n.ur die autogene, ~cenagene oder alZogene Kultivierung
der ZeJ.len and ZellaggregaGe sawie die Kulti~ra.exurag ohxxe Tlntibiotika
and Fungi.etatika sine unbeeinfltti3lre Morphologie Bowie nifferenzierung
der Zel.len i.n dex Monolayerkultux and aina ursgc~etorta Bildung cloy
apQaifisahen Mata.^ix in den Zellaggregaten erm~gli.aht. Weiterhin rind
durc~h dcri Vcxza.cht a~znt~.a.ahcr Zur~at~ztstoffe w~hxead der Herstellung
reach Einbra.ngen des in vitro hergestellten Oewebes in dez~ menachl.a.ahen
and auch t3.eriachen Organiemua s~tntliche immunologische Reaktionen
ausgeschlossen. ~s ist al7.exdings iabexraschend, dai3 wader bei der
Suspen-aionskultivierung, nosh bei aer Monolayerkultiviea.-ung
Wachst.umsfaktox~er~ oder e.ndexe wachstumaft5rdernde Zue~tze noGweiidig
sired. Trc~l:~ dea FeHlenr~ diesar Zus~tze warden bereits reach
zvreitagiger erfindungsgem~Qer 6uspensionskuLLi~rierurig
d.xw.i,d.Lmenbiona~.e ~eZluggx~egaLe mit gewebespezi-fisahen Eiganschaften
erhali~en. D~.e Grt~f~e h~rrgt natikx~.ich von der e~.ngebrachten Zel.l
zahl p.ro Volumen Ku.~.turmedium ab . Inlerdan beispi.plswe,~.se 1 x 20~
Zell en i,n 30Q ~i1_ K~a.1 turmedium eingebracht, so entstehen innerhal.b
vvn 1 Woehe dreidi men~siona3.e Hph~.roide von ca. 500-700 ~m Durchmassex.
~'u.r a inen 1 cm~ -Gewabedef ekt mili~ten ca , a o o solcher Sph~roide
Lranaplailtie~t, z. B. a.n~a.zie;~t, warden. nie andere Mogiichkea.t ist
die in vitro-Fasion der kleinen Ze~.laqgreqate zu grt5(3erers - wie oben
beschsiehen. - and dds Einbrlngan   



wo omss~ t x PCTIEP(11/112698 5 dieser in den. Detekt, Vorzugswa~.se warden
<arfindungsgem~ii awriaahen 7. x 10'i and 1 x h0' Zclx~~. i.n 30a ~1
Kulturmeclium zur Herstel~.ung der k3.einen ~ ~e~.laggregate verwendet,
besonder~s bevorzugt ~. ~ 1a~ ~e7.len. Die nach e~.x~.igen Tagen gebi3deten
8ph~ro3de warden dann f~Ilr mindestens 2--4 Wochen 10 in Abhi~ngigkei,t vcn
den: ~el~.art and deyn patientenapezifiachen Charakteristika in dam
geeigneten Kulturmedium ku~,La.viert, um dice Ausbllduxig der
gewebespezirisatien MaLi'~.x zu induzieren. xrn beeax~deren Fa~.~.e
ki'Sr~nez~ dann einxelne sph~.roic~.e ab ca. einer woche Kultivierung
fusianiart 15 warden, um die GrBi~e des Gewebestitckes xu erh~5hen. Als
Zellkulturgef~.i3e mtissen ftir die erfindungsgemdi~e K~ltiviezung in
Suspension salche mit hydrophaber, also adh~siansvexh~.nderndex
Oberfli~.che, w~.e z . B. ,Palystyral 20 oder Teflon, e3.ngesetzt warden.
Zel3.kulturgef~i~e mit nichthydrophobe.r Oherfl.~che konnen. du,rch
Beschichten mit Agar oder Agarase hydrophobierl; warden. weitere Gu~a~tze
sand night erforderlich. 'Vorzugsweise dienen als ze11ku1turgef~i~e
Napfplatten. Dabei konnen fur dae Hexstel3.ung der 25 kleinen ~eI7
aggregate beispielswei se 96-Napfpl_a.tten find F.~xr d~.e Herstel.lung der
fusionierten Aggregate 24-Napfp.Latten Verwendung finders.
Erf3.ndungs~gem~.Q m~.ssen die Zeilkulturgef:~i3e~ einen sich 30
ver~ungenden, varzugsweise gew~lbten Hoden aufwei,sQn. Fs hat s~.eh
gaza~.gr;, date sigh das erfixadungsgsma$e Gewabe in C~afr~i3en mit
f~.achem Doden raicht bildet. CSffensicht~.~.ch dient, d~.e Vertiefung zum
E'ir_den. der Zellen.   WO OtIC~8811 9 PCT/EPU11112698 5 s3egensi~and der
$rfindung ist such das each dem oben beschri,ebeneri Ver~ahran
hergestel~.te ICnorpa3- odor Kn.ochangewebe, das axs autogenee, xenogenes
oiler allogenes Transplanteitionsmat.erial zur Behandlurxg von Kx~,prpe~.-
order Knvchendefekten and von degenerativen Erl~rankungen wie x. 7U 13.
Arthrose odor Rheuma verwendung finden kann. Dazu warden da.e
erfi.ndungegem~i3en in vitro hergestellten Zellaggregate m~.ttels
Tn.jektian in dae erlcrankte order abgebaute Gewebe eingeapritzt. Dazu mul3
die In~ektionanadel oiler sin anderes geea.gnetes Applikata.anseyetem
mindestens dam Duxchmesser is dar Sp~.~.roida haben. Die , 2a~.7.ex~ in der
Zane pro7.~:ferat3onsf~higer and migratinnsf~h,iger ~ellen crn Randn der
S~ah~ro~Lde wachsen sahnell in das umliegende Gewebe sin and ermbg~.iahen
sine sahnelle E~.nb~.rxdung des irx vitro hergaetellten Gewebes and stellen
sin Potential zur 20 IrTeubil.dung von c~ewebe i.n. den; T3mgebung der
Sphf~rt~ide dar, da dxese ZelZen nc~ch proliferieren and Matr~.x bilden.
Diese Belzandlung kann im laortschritt zu bisherigen Verfahren im Tissue
Engineering art.hroskopisch erfvlgen. 25 C3eganetand der Erf~.ndun.g rind
deshalb auch therapeutische Zubereitungen, die das erfindur~gsgem~i3a
Knorpel- viler Tilxochengewebe umfassen, z. H. zn~ektionslt~sungen.
C~egenatand der Erfindung ist auch d~.e Verraes.dung ilea 3o
erfindungsgem#~Sen Knarpel- ot~e~r lrnochengewebes zur Testung
verschiedener ~ ~,Faktcre~n, W a z . H . Wirkstof f en and physikaliechen
~'aktoren, die z. s. die sildung and Differenzieru.ng iron Matrix and
Zellen beeinflusaen, wabe~. die phyaikalischen Faktoren z.H. Druclc oiler
e~,ektrische ~i F~.a'Lder vein. k8nnan. Dazu warden die Zellaph~raide  



W O 111I68811 PCTI EP(111112698 10 5 extindungsgemaf~ hergestellt and in
unterachiedlichen T~r~i ~Festa.c'ti en warden r~ia zt1 tRqtpttden Mpdi
kamente hinzugegeben and uraterechiedlichste Parameter der
Sph~rvzderitstehung and -resfung chr~ralcteriglert . T7ieae Tests sand im
Vergleich zu dcn herk~mm~.ichen Medika to mententeats an Tieren oiler
7Cumvr~ystemen. durch die Verwendung von nur autol4garn Material sehr
patientanspexi~zsch and ermoglichen sine ir~di,cr~.duelZe 17~.agnosa.
~lachfo~.gend soil die ~rfindung an Ausf~Lihrun.gabeispielen ~5 n~her
erkl~rt werden, ohne sie dax~auf einzusahr~nken.. Audfuhrungsbgiepial~s 20
>3ai,epiel 7.: ir1 ~rztx~o-Herate~.~., ung von KnvxpaJ.gcwvbo Vom
pat~.enten w.ird aua einem l3ereich hya7.in.en., gesundsn Kr~orpels vine
B~.ops~.e entxzommen. Aua dieser I3iopsie werden rnittels anzymatischen
Verdaua durch 7:nkubation m.3t 2S Kol.~.a.gexiasel8~sung din Chondrvayten.
isaliert. Mach Trennung der isolierten zellen vom unverdauten
r~n.orpelgewebe) werden d.iese im Zelhkulturflaschen iibertiihrt ux~d enter
Zugabs vvn DM~M / Hams F7.2 Ku~.tux'medium ( 1 /~. ) and 10~ autolc~gem
Serum ilea PatlenLen bei 37C and 5~ C02 inkubiert. Zweimal 3o ta8ahentlich
w~.rd e~.n Mediumwechsel durehgetthrt . Nach Erreichen ilea konfluenten
8tadiiun~a wlrd die Zellayer mit phys~.ologischer Kc~chsa1z18sung gewaschen
and mittela 'lrypein van der Zell.kulturoberf~.~che geeacntet. Nach einer
we~.teren IhTaschung werden 1 x 1 o5 Zel.len in. ~ a sin 3S
6eZlkuli:urgef~f5 tibexf~hrt, das m~.t Agarvse beschiahtet is~. Nach einem
Tag ha.beo. rich die ersten zsllen in Aggegaten   wo ou~ssm a
PCTIEP(111U269R 5 angeordnet. Diese Aggregate werden all.e 2 Tags mit
fri9chem Medium ~rcrsorgt and fur mindestcno 2 Woahen kult.i~criort . .r
Bereits reach e~.ner Wocha warden Kollagen Typ TI and proteoglycane in den
Aggreguten nachgev~r~.esen , ~7azu wurde ein apezifiaaher AntikGrper gegen
Ko,i:lagen Typ 2I LO ~rerwexadet. Dex tin Ko.li.ngen Typ II gebundene
Prim~rantik~xpsr wurde mit Hilfe ei.nes Zwe~.tantilc~rpers and daran
gekoppeltem ABC- system nachge~w~.ese~.. Das hei.i3t, an dem 2. Antikt5rpex
ist Tiber Avidin- Biotin das Enzym A7.3sax~,sche PZzosphatase gekappelt,
we~.ches das Su.bstrat l5 Fta.chsyn umsetzt, wobei sire rotex~ P'arbstaff
entateht . Die Proteaglyaane warden m3ttels, Galdnerf~rbung nachgew3esen.
Kollagaia Typ II uzid Proteog~yka.ne aa.nd Bestandtei.le der
TCnarpelmatx~i.x iz~ vivo and stellerz d~.e wichtigsten
Sl.tukLu.cpwuLei~,~r~ ci.d.~, cl.ie .ti~.c d~.e FunkL.lon 3es Kr.iorpela
vuii 20 entscla.eidender Hedeutung si red. xn der ~ul3eren Schicht der
Aggregate wards zum gleichen ~e~.tpunk~t das ft5.r xnorpelxellen
spezifische ~rc~teir~ s iao nachgewiesen. 8 10o wixd nich>r in
Knachengevrebe and rs 13~.ndegewebe exprimiert. Nur diege Gewebe k~nnten
hierbei such entstehen. Somit wuxde ei.ndeutig nachgewiesen) dai3 das
entarickelte oeurebe Knorpelga~aebe iat . 



Nar_h 1-2 Wochen KuZt.iv3.erung Ziegen die Zellen noch dioht beieinander.
Mit steigender IfuZt~.vve~rungsdauex nimmt dez 3U Anteil an
extra2,e1_lul~rer Matr~.x zu and der Anteil an Zel~.eri ah. Nach einer
Wache 'ist mindestena 40~ ECM n.aehweisbar and each 3 Wochen wards bereits
ca. 60~ ECM entwi.ckelt . Mach 3 Monaten Ku7.tivi.erung der 'Knrarpelgemebe
a,at der An.t~il an ECM auk 80-.90% ax~geg~riegen. Das heii~t, im 35
Inneren der hergeste~.Zten Aggregate wards krzorpe~.artiges   wo o116ss11
Ll PCTIEP(11 /02698 s Gewebe aufgebaut, welches im Aufbau dam in vivo
Knorpel entapricht and av.ah dio Funkti,on ~sron itrsorpelgeweb ~.bernehmen
kann.. 10 Beispiel 2: Transplantation Iron Knor~elgewelae Day ~.n Beiopiel
~. hexgeotellte Gewebe (ea. 2d0 Sph;iro~.de aus ~e 1*105 Zellen) words zn
phys~.a~.ogischer ICochsa~.z lt~sung aufgenammen and ' in einen ca . i cm'
gxoiSen, mit perzoet abgedeakten I~norpelde~ekt dee 2robanden o3rigeI5
spritzt. Es words festgeste3.lt, dai3 der Knorpeldefekt bey~e~.ts ~
a.nnerha.~.b von 1 bis ~ Morxateri mit Itnorpe~lgewebe aufgefi~lJ.t ist,
w~.hrend durab die bishexige Transplantation, wan jungen, lodiglich in
vitro vermehxten 1i'norpel.zellen die Auffiy.3.lung eines l7efektes einer
solchen Gr~5i3e erst nach 6 2Q ~2 Monaten xu verze~.chnet~ ist. Das
eifindungsgemaf3e in. vitro hergestellte ICnorpelgewebe gew~hrleiatet also
neben der Frf~.xlung der mectlaiiisc;tien Fuaiktion dea hergestallten
Gewebes die rasche lntegrati.on der hergestellten .Gewebest~cke duxwh d.Le
Iaaco~.i~eral.loxas.~~blgen and migratians~ 25 f~higen Zellan in dex
~uf~exen Schicht der Ag_qregate. Samit eraaul~t die St.ruktux and Funktion
c~er C~ewebeeLiiclse such die schnelle Reparatur von f7efekten and
degeneriertem Knorpelgewebe. 3U Rei.spie~_ 3 iri vitro~Herst~el~.ung von
Itnochenqewebe Vom Patienten wird sine Knachenl~iops.ia aus dam sexeich des
8pangiosaknochens entnommen. F~ug dieser Hiopeie warden 35 mittels
enzymatisch.en Verdaus durch Znkubation mit Kollagenaeelt~sung die
GsteablasLen isolier.t. Nach Trennurg   wo umss~i 13 



PCTIEPI11102698 der isolierten ~ellen vom an~rerdauten rcnochengewebe,
warden diese a.a Zellkulturlasohen iib4rfi5hrt and uxitr ~ugabe wan T3P~lEM
/ Hams I"12 Ku7,tuxmed~.um (~./~.? ~ and 10~ autologem Serum dea Patienten
bei 37C and 5~ COs inkubiert. Zweimal wt5chentlich w~.rd e~.n Mediumwechsel
vorgenommen . Nach lU ErreiChen dco lsonfluontan Stadiums ward die
~Gllaycx~ m~.t physiologischer Kochsalzl~sung gswaschen and mittels
Trypr~sn von der Zellltulturoberfxachc gecx~tet. Nach einer weitexen
Waschung warden 1 x lo' ~ellen in je ein ~ellkulturgef~.~s ~:~.berf~ilzrt,
das m~.t Agax~oae beschichtet z.st . 15 Nach einem Te.g haberr sigh die
ersten Zellen in Aggegaten _. angGOydriet. Dieea Aggregates werdan alle 2
Tags mit :~riachem Medium versorgt and iix mindeeten.s 2 ~Wochen
kulta.viext . He~e~.ts nach ei.nex Wvohe wuxden Kollagen Typ I and 2~
proteoglycane in den Aggregatexx nachgewiesen. T~azu wurde ein
speziirischer Antiki3rper gegen Kol~.agen Typ I verwendet. Dutch den
Nachweis von Ftollagen I wurde~ zweifelsPrei n.achgswiesen, dais es siah
nicnt um Knorpelgewebe handelt. Dar an Kol7.agen Typ I gebundene
pr~.rn~xant~.kt5rper words mit 25 Hz,l~e e~inea Zwe~.tan.tilcarpera and
daran ge)roppaltem AHCSystem nachgewiesen. ~7as heii~t, an d.em x .
Ant~.kt5~aer ist ~lber Avidin- Biotin das Enzym Alkalische Phosphatase
gekoppelt, welches das Substxat fucnsin umsetzt, wobei e~.n voter
Farbgtofi; enteteht. 30 Di.e 1?rc~tQ~glyr_ane wu.r.den w-l.e in Beispiel 1
mittels Goldx~erf~rbung nachgewiesen. Kol~.agen Typ T and Proteo3lykane
s~.nd Destandteile der Kncc~hQnrnr~trix in viva and stel~.en die
wichtigsten Stxukturproteine dar, die fur   WO 0t16881 t PCT/EP(11/02698 14
5 die Funktion des Knoahens von entscheidender Bedeutung si.nd. xn dex
~ui3exen Schicht der l~ggregate words sum gleichen zaitpunkt
pro~.iferat~.onsfi~hige Knochen~ellen rlachgewieeen. to Nach 2 Wachen
Kultivierung liegen die ~e7..len nosh dicht beie~.nander. Mit gteigender
Kulti~rierungsdauex nimmt der Anteil an extraaellul~.rer Matrix zu and der
Anteil an Ze~.lar~, ab. N'a.ch einex Woch~s ist miade~stan,s 40% ECM IS
naGhwe~.sbar and each 3 Wocher words bereits ca. 60~ ECM ' entwickelt. Das
hc~~.t3t, im znnerez~. deer hcrgeatellten Aggregate words knachenartiges
Gewebe aufgebaut, welches in dar Zusammcnsetzung dem in ~r3vo Knachen
ez~tspralcht and such die Funktion von Knochengewebe t~bernehmen kann. 20
Heispiel 4: Transplantation vo3n Kncscxiemcjewebe Die in Beispiel 3
hergaste~.Zten Gewebe (ca. 5a Stuck) 25 werden in phys~.oxor~ischer
Kcahsa1z1t5sunr~ aufgPnommen unrl in deza 8exe~.ch ei.xler sahwer heilenden
ICnochenfraktur gespritzt. $s mxrde festgestellt, daf3 der Prozei3 der
ICtn.ochenheilung indu~i.ert wexden konnte and bereits naoh 3 wochen. neues
tcnochengewebe gebi7.det words, w~hrend bei 30 auablsibendex Behandlung das
Defaktes sine Bruchheilung erst xiach Mox~atex~. exfolgt ware. Das in vitro
gezi~.chtete Knvchengewebe gew~.hxleistet ala4 d~.e eahnelle ~ntegrat~.on
das Gawebass ~.n da.s uml.iegex~de' aewebe and die Auffiillung von
Knoehende~ekiren. somit eryaubt d~.e Struktur and Punktson 35 dex
Gewebest~.cke die Heilung von Knochendefekten, die lnduktion der
Osteoayn~hese and die Hehandlung van degenerativen
I~nochenerkx~ax~.kurigen.   



wo umHS~ i ~s 5 pabeabas~~priiche PCTIEP1111U2698 z , Varfahxen zur in vit;
ro--FIeretellung von dreidi10 mPngi e~na7 Pm, vi tsl pm Kn~rpP'f - nr~Pr.
T~nnrhAng~?wne?y~a, da~iurcri ge7~ennze.iclanet, dad amp ei nem mensoh
1_iehen oiler tier. isc:hen Crganismus Knorpelzellen, Knochenzellen, oiler
meaenchyrna.le Stammzellen geuronnez~ warden and da..ese in.
Zellkulturgetai3en t5 m.it hydrc~phnber OL~arfl~.che and si.ch ver~~ngendem
~oden aIs Suspensionskultur station" r so lanc~a ku7..tiviert n~rerdez~ bia
ein Zellaggregat enta~teht, das zu mindestene ~a Vo~..% extrazeZlul~.re
Matrix (ECM) beinhaltet, in welche di~ferenzierte Zellen eixzgebettet rind,
and ilea 20 a.izzen au~isxarz Bere~ich aufwe~.st, ~.n welcham
proliferations-- and migre.tionef~hige Ze3len vorhanden sind. 2. V'er~ahren
nca.Gh Anspruch 1, 25 dadurch gakennze3chnet, daL3 d~.e aus dam Explantat
gewvn.nerz.exa, Kta,orpeJ.- oiler Knochenzellen zun~chst in
Monol.ayerkulh.ur verrnehrt wexden arid anachliei~cnd die Ku~.t,iva.~exung
in ~ueperleion gem~i~ Anepruch 1 vorgenommen w~.rd. 30 3. Verfahren nach
Anspruch 1, dadurch gekennLeicl3nei:, daf3 ~e reach ,gewiineehter
Qewebegraf~e rnindestene z~rei der exil.sCandeneix 2ellaggregate
fur~iozii,ert werddn, i~rdesn aie 3s geme~.n.sam in Zel~.Jsu~.turge.~ai3en
mit hydrophober   5 10 15 2Q 25 3Q WQ 111168811 PCTIEP(11102698 16 



Ober.fl~.che and sich ver~tlngendem l3oden in Suspension weiterkutiviert
warden) ~ , Ve.rfahren nach einem der An.aprt5ehc I bie 3, dadurch
gekannzei.chx~.et, daft a~.o ~a117xu7.turgef~~e Napfplatten eingeaei:zt
w~exdez~. 5. Verfahren nach einem der Aneprilche 1 bis 4, dadureh
gekennzeichnet, dal3 ~ellkul.turgefs~V.l3e mit rZa.ahthydrophober
Oborf~.~i.che durch Beechichten znit Agaz odex Agaxose hydx~pphab~.ert
warden. 6. Verfahren nach einezn der Ar~sprtlche 1 bis 5, daduich
gekennza3chnoir, daB die Kultivierung ohne den zusatz iron
waChstumsft~rdernden Verbin.dungen duxchgefilhrt wzrd. 7. VerJ=a.hren reach
efala~a der- Aiiap.ru.che 1 ble 6, daduxch gekennzeichnet, da$ das
Kultuz-medium autogenes, xenogenes oder allogenes Serum enth~ilt . 8 ,
vertahren reach einem der Anspriiche 1 bis '7, dadurch gekennzeichnet, dais
d~.e ICuZtiviarung in. Suspeneiongkultur ao large rturchgetiihrt wi.rd,
ba.s das erhaltene Zel.laggxegat mivdesrene 60% ACM aufure.f st. 9 .
Knvrpel-- . nder Knochengewebe hergeatellt x~aoh den .Anspri~cher.~ 1 bis s
. 35   W O U 11613t111 37 PCTIEPI111112698 5 10. Verwendung von Rnoxpe'-
oder Knochengewebe gem~i3 l~nopruoh 9 slA ~.utogcnc~ ) xc.nogcnca oder
alloger~.ea Transplantat~.on.smaterial zur Behandlung von z~nazpeloder
Knochendefekten and van degenexativen Erkrankungen. 10 1~.. Vexwendung each
Anspruch ~.0 zux~ BehaxxdJ.ung von AxWhraae and Rheuma. 7.2. vazw~sridung
von ~Cnorpsl- oder Knoohengewebe gemal3 15 Anspruch 9 zur '~estung von
Wirkstafiren and ~s.kt;ax~en, die' dio )3ildung and ~D3.f~erenzieruaig vox~
MaL~:.L.x. uud Ze~.~.en beei.nflussen. 13. Therapeutische Zubereitunq
umfassend Knorpei- oder 20 ~camchengewehe gemll3 Anspruch ~ . ~s .A
5.AlH.A5.Al5%.AlH&.AYH.Al5.Al5.AYH.AY5,.AYe.A!.A5E 
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