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Auf dem Gebiet des Tissue Engineering wird seit l&ngerem
35 nach Ldsungen zum Aufbau kdrpereigenen Gewebes gesucht.
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Uberleben und auch nach fortschreitender Rultivierungsdauer

die Zellen im Innercen nicht absterben. Mit fortschreitender
25 Kultivierungsdauer differenzieren die Zellen im Inneren der
Aggregate aus und es bllden sich Sphérolde, die aus ECM,
differenzierten Zellen und einer Proliferationszone am Rand
bestehen. Der ProzeRf der Bildung dieser gewebespezifischen
Matrix mit eingebetteten Zellen ist dem Prozeff der Gewebs-
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Inneren der Sphdrolde eine cewebehistologie, die dem

35 natirlichen Gewebe sehr Ahnlich ist. Die Versorgung dex
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C~egenat and rfl ndu t _auch d~.e V e ng .l e , ,

erfi ndungsgem§~ ﬁsﬁlqgfl %ots &= erwr}%l(?ﬁ‘glﬁlggv\% % gﬁl""l" J’o'lltlg'iLtj"rli(:f'j'em'
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30 Tag.
Abb. 1c¢ zeigt, daR bereits einige Stunden spater die Grenze
zwischen den beiden Spharciden nicht mehr zu erkennen lst.
Nach eilner weiteren Woche sind die Sphdroide vollsténdig
fusioniert und es ist ein grdBeres in vitro Gewebestick

35 entstanden (Abb. 1d). Der Aufbau der so erhaltenen griReren
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vuii 20 entscl a.ei dender Hedeutung si r ~ul 3eren Schi cht der

ed. xn
Aggregat e WEFGE PEKPEMERERRES ~‘é‘ldtﬂﬁ+ﬁ@-t i’&ia%“ﬁ]?YFr%HﬁF‘b’él DA R 1

spezi f i sche pieC Ha@istigeS de@0 z&aahge\memnolayéﬂmmmd wilirah>go Igle:ring
Knachengevr ebe and %s 13~ evvebe exgrlﬁn ert .. Nur dgeg k ~nnt en

hi erbei such*&nt JPERER” wuxde & ndettT ghr?élchggvm esen d’al “das

ent arsckel t &tedimmbe Kﬂm%l gétkaeb:bll altionolaver gewachgenen Zellen
geasrntet und gemdf des erfindungsgeméffen Verfahrens in

Suspension, wie oben beschriepen, kultiviert.

Ale Zellkulturmedlum kann sgowohl fir die Suspensiong- als
30 auch fOr die Monolayerkultur Ubliches Medium, z. B,
Dulbecco”s MEM, unter Zusatz wvon Serum, verwendet werden.
vorzugswaelse wlrd DMEM und Hams 1Im Verhdltnis 1:7
eingesetzt. Um Jjedoch immunologische Reaktionen des
Patlenten auf das 1n +vitro hergeatellte Gewebe zu

33 vaermeiden, wird als Serum vorzugswelse autogenes Serum des
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LI PCTIEP(11 /02698 s Gewebe aufgebaut, welches im Aufbau damin vivo
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gxoi Sgn, m tpRQkateh nNagdeakien kaneppekdenekbgdesn 2kxeheqéled oddégel 5
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ei fi ndungsgemigdechanikai oder herdgest 8ilfsstdifer pebgerebe. Bewkat | 8ict et al so
neben der Frf_ xl.ung tlaidisCyti Fugl kb deg,hergestalld en
Gewe&gs die J‘reazs?)éﬁg’l n(tgsg%r ga% oﬁl%e%&ﬁ%?glgest el e%%hgg%e\;\ngeest %cﬁeg%uéxv\h d. Le
| aaco~. i ~er dulitdwasruny| den Zelden gnd: Pahiaoppeqaty gomigediankprtdex
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c~er C~ewebeeLiiclse such djie schnelle Reparatur von f7efektepn and
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gt nochenqﬁm&ﬁo\i@gbﬁ’aﬁi@m emmgi rghissd nQnE@ﬁ_@eﬁLei’t! ~BQRGuhA ?g& daﬁamlsf.xei ch des
pangi osaknochens ent no n. F~ug_dieser Hiopeie r.de mitels
Py < A LR Rt R R ey e A e
Gst eabl asLeniimsiolduesnt dedNatdy zElcBBNE&GE Ll cMerUBBBatzdibEfe wihrend dex
Herstellung nach Einbringen des 1in wvitro hergestellten

Gawebes in den menachlichen und auch tierischen Oxrganiamua
samtliche immunologische Reaktionen ausgesachlossen.
20
Bg ist allerdings t{iberraschend, daf weder bei der Suspen-
sionskultivierung, noch bei der Monolayerkultivierung
Wachstumgfaktoren oder andere wachstumsfdrdernde Zusdtze
notwendlg sind. Trotz des Pehlens dieser Zusdtze werxrden
25 bereits nach zweitlglger erfindungsgemdRer Suspensionskul-
Livierung dreidimensilonale Zellaggreyale mit gewebespezi-
fischen Eilgenschaften erhalten. Die Gréfe hdnghk natiirlich
von der eingebrachten Zellzahl pro Volumen Kulturmedium ab.
Werden beispielswelse 1 x 10’ Zellen in 300 pl Kulturmedium
0 eingebracht, so entstehen innerhalb won 1 Woche dreidi-
mensionale @gph¥roide wvon ca. 500-700 pm Durchmesser. Fa4r
einen 1 cm’-Gewebedefekt milBten ca. 100 solcher SphiArolde
Lransplantiert, z. B. injikiert, werden. Dle andere MOg-
lichkeit ist die in vitro-Fasion der kleinen Zellaggregate
35 zu groReren - wile oben beschrieben - und dus Einbrlngen
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BErfindungsgemif missen die Zellkulturgefdfe einen sich

30 verjlingenden, vorzugswelse gewdlbten Boden aufweisen. FEs
hat sich gezaeilgt, dal sich dag erfindungsgemife Gewebe in
QaféRen mit flachem Doden nicht bildet. Offensichtlich

dient die Vertiefung zum Finden der Zallen.
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proliferations-- and mgre.tionef~hige Ze3l en vorhanden sind. 2. V er~ahren
nca. G Anspruch 1, 25 dadurch gakennze3chnet, dalL3 d~.e aus dam Expl ant at

gewnsner z. exgenktan®r Résh - mithaauifochanzauben gag~ehagh | 8em oben
anol.ayerkulh.ér verrnehrt._wexden arid anachl.iei ~cnd die Ku~.t,iva.~exung
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Ui ogi | o HEP AR T S PRER 5T 81 38 foRBIROEaH | ForseR bRt (1o, ~ai 3en
m t hydr oph®rechen8eldktisn 2QuP5S5va0 denkratd8sl POMTENUNGED264e M6
10 B, Arthrose oder Rheuma Verwandung finden kann. Dazu werden
die erfindungsgem&Ren in vitro hergestellten Zellaggregate
mittels Injektion in das erkrankte oder abgebaute Gewebe
eingespritzt. Dazu mufk die Injektionanadel oder ein anderes
geeignetes Applikationssystem mindestens den Durchmesager
15 der Spharoide haben. Dle  Zellen in der Zone
proliferationsfdhiger und migrationsféhiger Zellen am Rande
der Sphdroide wachsen schnell 1In das umliegende Gewebe ein
und erméglichen elne schnelle Hinkindung des in vitre
hergestellten Gewebes und sgtellen ein Potential =zZur
20 Neubildung von Gawebe in der Umgebung der Sphiroide dar, da
diege Zellen noch proliferieren und Matrix bilden. Diese

Behandlung kann im Fortschritt zu bisherigen Verfahren im

Tissue Engineering arthroskopisch erfolgen.

23 Gagenstand der Erfindung sind deshalb auch therapeutische
Zubereltungen, die das erfindungsgemdfe Knorpel- oder

Knochengewebe umfassen, z. B. Injektlonsldsungen.

Gegenstand der Brfindung i1st auch dle Verwendung des
30 erfindungsgemiifen Knorpel- oder Rnochengewebhes zur Testung
verschiedener | Faktoren, wie z.B. Wirkstoffen und
physikalischen Faktoren, die z. B. dle Bildung und
Differenzierung von Matrix und Zellen beelnflugsen, wobei
die physikalischen Faktoren =z.,B. Druck oder elektrische

35 Falder sein  kdnnen. Dazu werden die Zellaphdrcide
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Nachfolgend g0ll die Erfindung an Ausftihrungsbeigpislen

15 ndher erklart werden, ohne gie darauf einzugchridnken.

Ausfihrungsbeispiele

20 Beispiel 1: in vitro-Herstellung von Knorpelgewcbe

Vom Patlenten wird aus einem Bereich hyalinen, gesunden
Knorpels eine Bilopsie entnommen. Aus dieser Biopasie werdem
mittels enzymatischen Verdaus durch Inkubation mit
25 Kollagenaseldsung die Chondrozyten iscllert. Nach Trennung
der isollerten Zellen vom unverdauten Knorpelgewebe, werden
Jdigse in Zellkulturflaschen tGberfihrt und unter Zugabe wvon
DMEM / Hams F12 Kulturmedium (1/1) und 10% autologem Serum
des Patlenken bei 37°C und 5% €O inkublert, Zweimal
30 wdchentlich wird eiln Mediumwechsel durchgefiihrt. Nach
Errelchen des konfluenten Stadiums wlrd dle Zellayer mit
physiologischer Kochsalzldsung gewaschen und mittels
rrypeln vunlder Zellkulturoberflidche geerntet. Nach einer
welteren Waschung werden 1 x 10° Zellen in de ein
35 sellkulturgefifs iberfihrt, das milt Agarose beschlchtet ist.
Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggegaten
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In der #uferen Schicht der Aggregate wurde zum gleichen
Zeltpunkt das ffir Knorpelzellen spezifische Froteln § 100
nachgewiesen. 8 100 wird nicht in Knochengewebe und
25 Bindegewebe exprimiert. Nur dlese Gewebe kénnten hierbel
auch entstehen. Somit wurde eindeutig nachgewlesen, daR das
entwickelte Gewebe Xnorpelgewebe lat.
Nach 1-2 Wochen Xultivierung liegen die 2Zellen noch dicht
beieinander. Mit stelgender KXultivierungsdauer nimmt der
30 Anteil an extrazelluldrer Mactriy zu und der Anteil an
Zellen ab. Nach einer Woche ‘'ist mindestens 40% ECM
nachweisbar und nach 3 Wochen wurde bereits ca. 60% ECM
aentwickelt. N'ach 3 Monaten Kultivierung dey Knorpelgawebe
igt der Anteil an ECM auf 80-90% angestiegen. Dag heifit, im

is Inneren der hergestellten Aggregate wurde knorpelartiges
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[
5 Gewebe aufgebaut, welches im Aufbau dem in wvive Knorpel
entspricht und auch dle Funktion von Knorpelgeweba

{ibernehmen kann.

Belgpliel 2: Transplantation von Xnorpelgewebe

10
Das in Reilsopiel 1 hexgestellte GCewebe {za. 200 Sphircide

aus je 1¥*10° Zellen) wurde in physioclogischer Kochsalz-

18sung aufgenommen und 'Iin elnen ca. 1 om® grokem, mit
Periost abgedeckten Knorpeldefekt dge Probanden einge-
15 spritzt. Es wurde festgestellt, dal der Rnorpeldefekt
'bereits . imnnerhalb von 1 bis 2 Monaten mit Knorpelgewebe
aufgefillt ist, wahrend durch die bisherige Transplantation
von jungen, lediglich in wvitro vermehrten Knorpelzellen die
Aufftilung eines Defektes einer solchen Grdfe erst nach 6-
20 12 Monaten zu verzeichnen ist. Das erfindungsgeméfie in
vitro hergestellte Knorpelgewebe gewdhrleistet also neben
der Erftllung der mechanischen Funktion des hergeatellten
Gewebes die rasche Integration der hergestellten Gewebe-
stlicke durch dle proliferatlonsfihlgen und migrations-
25 FAhigen Bellen in der &uReren Schicht der Aggregate. Somit
erlaubt die Struktur und Funktion der Gewebesltiicke auch die
schnelle Reparatur von Defekten und degeneriertem Knorpel-

gewebe .

30
Reisgpiel 3: in vitro-Herstellung von Knochengewebe
Vom Patienten wird eine XKnochenblopslie aus dem Bereich des
Sponglosaknochens entnommen. Aus dieser Biopsie werden
35 mittels enzymatischen Verdaus durch Inkubation mit

Kollagenageldsung die Osteoblasten isoliert. Nach Trennung
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5 der isolierten Zellen vom unverdauten Knochengewebe, werden
diese in Zallkulturflaschen libarfihrt und unter Zugabse von
DMEM / Hams F12 Xulturmedium (1/1) und 10% autologem Serum
des Patlenten bel 37°¢C und 5% CO; inkublert. Zweimal
wodchentlich wird ein Mediumwechsel vorgencmmen. Nach
10 Hrreichen des konflucnten Stadiums wird die Zcllaycr mit
physioclogischer Kochsalzldsung gewaschen und mittels
Trypsin von der Zellkulturoberflichc gecxntef.. Nach einer
welteren Waschung werdem 1 x 10° Zellen in je ein
Bellkulturgefdf tberfihrt, das mit Agarvose beachichtet ist.
15 Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggegaten
angeo:.dnet Diese Aggregate werden alle 2 Tage mit frischem

Medium versorgt und fir mindestens 2 Wochen kultiviert,

Berelts nach elner Woche wurden FKollagen Typ I und

20 Proteoglycane In den Aggregaten nachgewlesgen. Dazu wurde
ein spezifischer Antikérper gegen Kollagen Typ I verwendet.
Durch den Nachwels +von Kollagen I wurde zweifelsfrei
nachgewiesen, dafl es sich nicht um Knorpelgewabe handelt.
Der an Kollagen Typ I gebundene Primarantlikdrper wurde mic

25 Hilfe eines Zweitantikdrpers und daran gekoppeltem ABC-
system nachgewlesen. bas helft, an dem 2. antlkdrper 1st
{iber Avidin- Biotin das Enzym Alkallsche Phosphatase
gekoppelt, welches das Subgtrat Fuchsin umsetzt, wobel ein
roter Farbatoff entateht.

30
Die Protenglycane wurden wle in Belapiel 1 mittels
Goldneridrbung nachgewiesgen. Kollagen Typ I und
Proteoglykane gind Bestandteile dev Knochenmatrix in vive

und stellen die wichtigsten Strukturproteine dar, die £ar
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5 die Funktion des XKnochens von entscheidender Bedautung
sind. .
i
In der A&uBeren Schicht der Aggregate wurde zum glelchen
Zeitpunkt proliferationsfidhige Knochenzellen nachgewiesen.
10
Nach 2 Wochen Rultivierung liegen die Zellen noch dicht
beieinander. Mit steigender Rultivierungsdauver nimmt der
Antell an extrazelluldrer Matrix zu und der BAnteil amn
Zellen ab. Nach eainer Woche ist mindestens 40% ECM
15 nachweisbar und nach 3 Wochen wurde bereits ca. 60% ECM
' entwickelt. Das hetlffit,, dm Imnneren der hergestellten
Aggregate wurde knochenartiges Gewebe aufgebaut, welches in
\ der zZusammensetzung dem In vivo Knochen entspricht und auch
die Funktion von Knochengewebe {ibernehmen kann.

20

Belspiel 4: Transplantation von Knochengewebe

Die in Beispiel 2 hergestellten Gewebe (ca. 50 Stick)

25 werden in physiologischer Xochasalzldsung aufgenommen und in
den Bereich einer schwer  hellenden Knochenfraktur
gespritzt. Bs wurde festgestellt, daft der Prozel der
Enochenheilung induziert werden konnte und bereits nach 3
Wochen mneues Knochengewebe geblldet wurde, wdhrend bel

30 ausbleibender Behandlung des Defektes eine Bruchheilung
erst nach Monaten exrfolgt wire. Das i1n vitro gezlichtete
Knochengewebe gewdhrleistet also dile schnelle Integratlon
des Gewebaer in das umliegende Gewebe und die Auffiillung wvon
Knochendefakten. Somit erlaubt die Stroktur und PFunktion

35 der Gewebestiicke die Hellung von Kunochendefekten, die
Induktion der Osteosynthese und die Behandlung' von
degenerativen Knochenerkrankungen.
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Patentanspriiche

1. Verfahren Zur in vitro-tHerstellung

IF
| Al " 10%008 () -

von dreidi-

10 mensionalem, vitalem Knorpeal- oder Knochengewebe,

dadurch gekennzelchnet, dai

ang einem mensechlichen oder tierischen Organismus

Knorpelzellen, Knochenzellen, oder mesenchymale Stamm-

zellen gewomnnen werden und diese 1in Zellkulturgef&Ren

15 mit hydrophober Oberxfliche und sich verjingendem RBoden

als Suspensionskultur stationfir 80 lange kultiviert

werden bils ein Zellaggregat entsteht, das

zu mindestens

40 Vol.% extrazellulldre Matrix (ECM) beinhaltet, in

welche differenzierte Zellen eingebettet sind, und das

20 ainean duleren Bereich aufwelsrt,

in welcham

proliferations~ und migrationsféhige 2ellen vorhanden

sind.

2. Verfahren nach Angpruch 1,
25 dadurch gekennzeichnet:, dafd

dle aus dem Explantat gewonnenen Knorpel-  odexr

Knochenzellen zun&chst in Monoiayerkultur vermehrt

werden und anschliefend die Xultivierung in Buspension

gemaR Anspruch 1 vorgenommen wlrd.
30
3. Verfahren nach Angpruch 1,

dadurch gekeunzeichnel:, dafk

jJe mnach gewlingchter Gewebegrdfe mindestens zwel der

entstandensn Zellaggregate [L[usioniert werden, indem sle

35 gemelnsgam in Zellkulturgefiafien mit

hydrophober

10
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30

is

waeiterkutiviert werden.

. Verfahren nach einem der Amspriche 1 bis 3,

dadturch gekennzelchnet, daf
als Zcllltulturgeféffe Napfplatten eingesetzt werden.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet, das
Zellkulturgefdfe mit nichthydrophober Oberfldche durch

Beachichten mit Agar oder Agarose hydrophobiert werden.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bisg 5,

dadurch gekennzeichnet, das
die Kultivierung ohme den Zusatz von wachstumsfdrdernden
Verbindungen durchgefiihrt wird.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bls 6,

dadurch gekennzeichnet, dak
das Kulturmedium autogenes, xenogenes oder allogenes

Serum enthalt.

. Verfahren nach einem der Angpriiche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet, dak
die Kultiviarung in  Suapensgionskultur 80 lange
durchgefihrt wird, bis das erhaltene Zellaggregat
mindestens 60% ECM aufweist,

. Knorpel- .oder Knochengewebe hergestellt mnach den

Ansprtchen 1 bis 8.
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5 10. Verwendung von Knorpel- oder XKnochengewebe gemaf
Anepruch 9 =alp autogenca, xcnogenrcs oder allogenes

Transplantationsmaterial zur Behandlung von Knorpel-

oder Knochendefekten und von degenerativen
Brkrankungen.
10
11. Verwendung nach Anspruch 10 zux Behandlung von
Arthrose und Rheuma.
12, Verwendung wvon Knorpel- oder Knochengewebe gemalk
15 Ansgpruch 9 zur Testung von Wirkstoffern und Faktaoresn,

dle’ die Bildung wund Differenzierung vomn Malxliz uund

Zellen beeinflussen.

13, Therapeutische Zubereitung umfassend Knorpel- oder

20 Knochengewebe gemdB Anspruch 9.



