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2 Zielstellung des Projektes / Ausgangssituation

Derzeitige Therapieansatze zur Heilung von Knochen-Knorpel-Defekten fuhren bisher aus
verschiedensten Griinden nicht zu einer tatsdchlichen Regeneration von Knochen-Knorpel-
Gewebe. Biphasige Scaffolds sind attraktive Kandidaten, wenn es um die Suche nach einer
Alternative zu bisherigen Methoden zur Regeneration von Knochen-Knorpel-Gewebe geht,
da so auf die unterschiedlichen mechanischen, strukturellen und chemischen Eigenschaften
der beschéadigten Gewebetypen eingegangen wird. In der Arbeitsgruppe wurden biphasige
Scaffolds entwickelt, die im Knorpelteil aus Alginat und Hyaluronsdure und im mineralisierten
Knochenteil aus Alginat und Hydroxylapatit bestehen. Diese Scaffolds wurden bereits soweit
optimiert, dass eine Einbettung von Zellen in den Knorpelteil wahrend der Herstellung még-
lich ist. Die eingebetteten Zellen kénnen sich so aktiv an der Regeneration des beschédigten
Gewebes beteiligen. Fur die Herstellung der Scaffolds wurde das Prinzip der gerichteten
ionotropen Gelbildung angewendet, was zur Ausbildung von Kanalporen fiihrt, die sich Gber
die gesamte Lange des Scaffolds erstrecken (Abbildung 1).
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Abbildung 1: lonotrope Gelbildung zur Herstellung biphasiger Scaffolds mit Kanalporen. A)
Prinzip der Gelbildung. B) Schematische Darstellung des Projektzieles: Einbettung von Zellag-
gregaten anstelle von Einzelzellen in den Knorpelteil der biphasigen Scaffolds zur Steigerung
der Matrixsynthese und Modifikation des Knochenteils zur Férderung der Zelladhéasion.

Diese Kanalporen eignen sich zum einen sehr gut fur die Versorgung der im Knorpelteil ein-
gebetteten Zellen mit Sauerstoff und Néahrstoffen. Zum anderen sind die Kanalporen auch
eine glinstige Leitstruktur fir ein Einwachsen von BlutgefaRen und die Einwanderung von
Zellen aus dem Knochenmark, was vor allem fur eine Regeneration des Knochenteils von
Bedeutung ist. Bisher wurden in den Knorpelteil Zellen als Einzelzellen eingebettet. Im nati-
ven Knorpelgewebe liegen Zellen jedoch nicht als einzelne Zellen vor, sondern sind als so-
genannte Chondronen, einem Verband aus ca. 10 eingekapselten Zellen, angeordnet. Eine
Nachahmung dieser natirlichen Anordnung von Zellen in einer Matrix ist ein vielverspre-
chender Ansatz, die oft geringe Synthese von extrazelluldrer Knorpelmatrix zu steigern. Ent-
sprechende Untersuchungen zur Steigerung der Matrixsynthese erfordern jedoch eine ge-
eignete Methode, mit der die Generierung einer grolRen Menge kleiner Zellaggregate, beste-
hend aus 10 bis wenigen 100 Zellen, méglich ist. Herkémmliche Methoden zur Herstellung
von Ublicherweise eher groReren Zellaggregaten, darunter beispielsweise die Kultivierung
von Zellen in Suspensionskulturplatten, in denen die Zellen nicht an der Zellkulturplastik ad-



héarieren, sondern sich zu Aggregaten zusammenlagern, oder auch die Methode der han-
genden Tropfen, eignen sich nicht zur Generierung einer grof’en Menge an kleinen Zellag-
gregaten, wie sie flur eine adaquate Untersuchung jedoch nétig ist.
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Abbildung 2: Erzeugung kleiner Kavititen (Microwells) in Agarosegelen mit Hilfe eines Edel-
stahlstempels. Der Stempel besteht aus vielen kleinen Pyramidenstiimpfen, welche in Agarose
abgeformt werden und so im Agarosegel kleine Vertiefungen, Microwells, erzeugen. A) Edel-
stahilstempel; B) Technische Details der Stempelgeometrie; C) Nahaufnahme der Pyramiden-
stiimpfe des Stempels; D) Agarose-Inserts mit Microwells; E) VergroBerte Aufnahme der Inse-
rts; F) Nahaufnahme von Agarose-Microwells.

Mit einem Edelstahlstempels (Abbildung 2 A-C), bestehend aus vielen kleinen Pyramiden-
stimpfen, konnten in Vorversuchen bereits Agarose-Einsatze (Inserts) fur Zellkulturplatten
(Abbildung 2 D) mit kleinen Kavitaten (Microwells) (Abbildung 2 E,F) hergestellt werden, in
denen sich Zellen zu kleinen Zellaggregaten zusammenlagern. Ziel des Projektes war es
zunéchst, die bestehende Methode soweit zu optimieren bzw. weiterzuentwickeln, dass eine
reproduzierbare Herstellung kleiner Zellaggregate méglich ist. Zellaggregate mit unterschied-
licher Zellzahl sollten mit der Methode generiert und hinsichtlich ihrer GréRenverteilung be-
wertet werden. Ein wichtiges Kriterium fur die anschlieBende Auswahl einer geeigneten Gro-
Re von Zellaggregaten fiir die Einbettung ist eine homogene Verteilung im Knorpelteil der
biphasigen Scaffolds. Nach dieser Auswahl solite das chondrogene Potential der eingebette-
ten Zellaggregate untersucht werden mit dem Ziel, die Matrixsynthese durch die Nachah-
mung der natlrlichen Situation im Knorpelgewebe zu steigern, wenn Zellaggregate anstelle
von Einzelzellen eingebettet werden.

Auch der Knochenteil solite in diesem Projekt weiterentwickelt werden. Die vorhandenen
Kanalporen sind ein ideales Leitsystem fir die Einwanderung von Stammzellen aus dem
Knochenmark, jedoch erlaubte die Oberflache der bisherigen Scaffolds keine Adh&sion von
Zellen, wie sie fur die Regeneration eines Defektes im Knochenbereich von Vorteil wére.
Ziel des Projektes war es daher, die Zusammensetzung des Knochenteils bzw. die Oberfla-
che so zu modifizieren, dass Zellen an der Matrix zundchst adharieren und schlieBllich auch
proliferieren und differenzieren. Dabei war es jedoch wichtig, dass durch die Modifikation die
Porenbildung nicht gehemmt wird und die mechanische Festigkeit nicht beeintrachtigt wird.



3 Ergebnisse

3.1 Reproduzierbare Herstellung von kleinen Zellaggregaten

Agarose-Inserts mit Microwells wurden mit Hilfe eines Edelstahlstempels, bestehend aus
vielen kleinen Pyramidenstimpfen, hergestelit. Die Abformung des Stempels zur Erzeugung
von Agarose-Inserts mit Microwells kann auf verschiedene Weise erfolgen. Es wurden fol-
gende Varianten untersucht (siehe Abbildung 3):

A) Auf den Stempel wurde eine Schablone mit entsprechenden Aussparungen platziert
und diese anschlieBend mit Agarose ausgegossen. So entstanden scheibenférmige
Inserts mit 22 mm Durchmesser, passend fir 12-well-Zellkulturplatten.

Varianten: 2 % Agarose, 3 % Agarose

B) Agarose wurde in eine Gieftform gegossen und der Stempel dann hineingedriickt,
wobei eine Folie aus Silikon als Abstandhalter zwischen Stempel und Boden diente.
Aus dem Gel wurden mit einem Stanzeisen 22 mm Inserts ausgestanzt.

C) Als dritte Variante wurde der Stempel mit Aluminiumfolie abgedichtet und die Agaro-
selésung auf den Stempel gegossen. AnschlieBend wurden 22 mm Inserts mit einem
entsprechenden Stanzeisen ausgestanzt.

Varianten: 13 ml und 20 ml Agarose Gesamtvolumen.

GielR¢form

Agarose Edelstahistempel

Silikonfolie

Abbildung 3: Herstellung von Agarose-Inserts mit Microwells mittels verschiedener Metho-
den: A) GieRen der Agarose in eine Schablone; B) Agarose in GieRform gieRen und Stempel
hineindriicken, Ausstanzen der Inserts mit Stanzeisen; C) Abdichten des Stempels, Agarose
auf Stempel gieBen und Ausstanzen der Inserts mit einem Stanzeisen.



Abbildung 4: Bildung von Zellaggregaten nach Erzeugung von Agarose-inserts mit verschie-
denen Varianten: A) GieRBen der Agarose in eine Schablone; B) Agarose in GieRform gieBen
und Stempel hineindriicken, Ausstanzen der Inserts mit Stanzeisen; C) Abdichten des Stem-
pels, Agarose auf Stempel gieBen und Ausstanzen der Inserts mit einem Stanzeisen.

Nachdem die Inserts in die 12-well-Platten platziert wurden, wurde der Spalt zwischen Insert
und Wandung mit einer 1 %igen Agaroselésung abgedichtet. Es wurde anschliefend eine
Zellsuspension zugegeben und die Platten wurden zentrifugiert, um die Zellen gleichmagig in
den Kavitdten zu verteilen. Die Zellen wurden fiir 24 h kultiviert und anschlielRend wurde die
Bildung von Zellaggregaten mikroskopisch bewertet. Es zeigte sich, dass Variante A die
gleichméRigste Bildung von Zellaggregaten in den Inserts lieferte (Abbildung 4A). Ein Unter-
schied in der Verwendung von 2 % und 3 % Agarose war dabei nicht zu beobachten. Bei den
Varianten B und C war zu beobachten, dass die Zellaggregate nicht in den Microwells ver-
bleiben, sondern sich vor allem in der Mitte der Agarose-Inserts zusammenlagern (Abbildung
4 B, C), was dazu fuhren kann, dass mehrere kleine Aggregate zu gréBeren Aggregaten zu-
sammenwachsen. Allerdings zeigten sich auch bei Variante A noch Probleme bei der Her-
stellung (Abbildung 5). Eine volistdndige Verteilung der Zellen auf die Kavitdten war nicht
immer gegeben. Auch nach Zentrifugation waren oft Zellen auRerhalb der Kavitaten zu se-
hen (Abbildung 5 A, B). Dies ist wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass unter einigen
Inserts aufgrund der herstellungsbedingten Form der Inserts (plankonkav) Luftblasen waren
und durch eine unzureichende Abdichtung mit der Silikonfolie die Agarose zum Teil aus den
Vertiefungen herausgelaufen ist und die Dicke der Inserts somit teilweise nicht konsistent
war. So kam es auch bei Variante A, wenn auch in weitaus geringerem Mafe als bei Varian-
te B und C, zur Zusammenlagerung von Zellaggregaten. Daher wurde nach einer Méglichkeit
gesucht, eine perfekte Abdichtung der Schablone zu realisieren und so ein Auslaufen der
Agarose zu vermeiden. Letztendlich konnte mit einer Silikonabdruckmasse aus dem zahn-
medizinischen Bereich eine Schablone erstellt werden, die aufgrund ihrer exakten Anpas-
sung an den Edelstahlstempel ein Auslaufen verhindert (Abbildung 6). Zur Herstellung dieser
Schablone wurde die Silikonmasse zunachst gleichméaRig auf den Stempel aufgebracht.
Nach dem Aushérten wurden in die Schablone Aussparungen entsprechend der Abmessun-
gen der 12-well-Platte mit einem Stanzeisen gestanzt.
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Abbildung 5: Weiterhin bestehende Probleme bei der Bildung von Zellaggregaten mit Metho-
de A: A) und B) nicht alle Zellen befinden sich in den Microwells; C) Dicke der Agarose-Inserts
ist nicht konsistent; D) Luftblasen unterhalb der Inserts

Abbildung 6: von Agarose-Inserts mit verbesserter Abdichtung der Schablone durch Verwen-
dung einer zahnmedizinischen Silikonabdruckmasse: A) Edelstahistempel; B) Edelstahistem-
pel mit Silikonabdruckmasse; C) Silikonschablone als perfekter Negativabdruck des Stempels
mit Aussparungen fiir die Agarose-Inserts: D) Befiillen der Aussparungen mit Agarose; E) Aga-
rose-Inserts nach Entfernung der Schablone; F) Abdichten der Agarose-inserts mit 1 %iger
Agaroselésung.

Die mit der neuen Schablone hergestellten Inserts zeichneten sich durch eine konsistente
Dicke aus, allerdings befanden sich noch immer teilweise Luftblasen unter den Inserts. Dies
wirkte sich zunachst zwar kaum stérend auf eine gleichmaRige Verteilung der Zellen in den
Microwells aus, jedoch erwies es sich als problematisch bei der Kultivierung. Es wurde nach
24 h auch hier eine Zusammenlagerung der Zellaggregate in bestimmten Bereichen beo-
bachtet. Daher sollte versucht werden, die stérenden Luftblasen durch Zentrifugation der
Inserts noch vor der Zellbesiedlung, zu entfernen. Weiterhin wurden auch die Geschwindig-



keiten und Zeiten fur die Zentrifugation zur Besiedlung der Inserts variiert, um eine fur die
Zellen méglichst schonende, aber effiziente und gleichméfRige Besiedlung der Microwells zu
realisieren. Bei der Auswahi der verschiedenen Zentrifugationszeiten und -geschwindigkeiten
wurde sich zunachst an einem Protokoll fur die Besiedlung kommerziell erhaltlicher PDMS
Inserts (Aggrewell™) orientiert (5 min 2000 x g + 3 min 100 x g). Da die Inserts jedoch aus
Agarose und nicht aus PDMS bestehen, wurden auch geringere Zentrifugationsgeschwindig-
keiten, als in diesem Portokoll aufgefiihrt, untersucht, da zu hohe Geschwindigkeiten még-
licherweise die Agarose-Inserts beschadigen kénnten. Abbildung 7 veranschaulicht die ver-
schiedenen Kombinationen der Vorbehandiung und Besiedlung der Inserts. Es wurden ins-
gesamt 18 verschiedene Kombinationen der Zentrifugation zur Vorbehandlung und Zellbe-
siedlung getestet. Die beste Methode wurde anhand mikroskopischer Bilder zum Schluss
ausgewahlt. Abbildung 8 zeigt bespielhaft die Unterschiede der Behandlungen nach i) bishe-
riger Methode und ii) nach optimierter Methode.
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bisherige
s Methode
Y smmswors |
3 optimierte
4 Methode

\ 10min300x g

15min300x g

Abbildung 7: getestete Kombinationen zur Vorbehandlung und Besiedlung der inserts mittels
verschiedener Zentrifugationszeiten und -geschwindigkeiten



bisherige Methode aptimierte Methode
ohnezentr.+5min 300xg 5min 1000xg +5mm300x g

Abbildung 8: Zellaggregatbildung: Vergleich von bisheriger und optimierter Methode

Als beste Methode erwies sich eine Zentrifugation bei 1000 x g fiir 5 min als Vorbehandlung
und eine Geschwindigkeit von 300 x g fur 5 min zur Besiedlung der Microwells mit Zellen.
Direkt nach der Besiedlung der Agarose-Inserts zeigten sich kaum Unterschiede zwischen
den Varianten. Nach 24 h Kultivierung war jedoch deutlich erkennbar, dass sich nach Be-
handlung nach bisheriger Methode Zellaggregate in einigen Bereichen zusammenlagern.
Eine gleichméaRige Verteilung der Zellaggregate nach 24 h Kultivierung war nur bei der opti-
mierten Methode zu beobachten. Mit dieser Methode wurden nun auch Zellaggregate ver-
schiedener GréRe (20-200 Zellen je Zellaggregat) hergestellt und hinsichtlich Ihrer GréRen-
verteilung evaluiert. Dazu wurden die Zellaggregate nach 24 h geerntet, in speziellen Objekt-
tragern vereint und es wurden mikroskopische Aufnahmen erstellt (Abbildung 9A). Die Eva-
luierung der GroRe erfolgte anhand der mikroskopischen Aufnahmen im ersten Versuch so-
wohl manuell mittels AxioVision SE64 Rel. 4.9 ((Carl Zeiss Microscopy, Jena) als auch au-
tomatisiert mittels Image J (National Institute of Health (NIH), Bethesda, MD, USA)
(Abbildung 9B). Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Auswertver-
fahren festgestellt werden, so dass in zwei weiteren Versuchen nur noch eine automatisierte
Auswertung erfolgte (Abbildung 9C). Es zeigte sich, dass die ermittelte Gré3e der Zellaggre-
gate sowohl innerhalb eines Versuches mit zwei Anséatzen (ImageJ 3_1 und ImageJ 3_2) als
auch in unabhéngigen Versuchen (Image J 1, ImageJ 2, ImagedJ 3) sehr ahnlich ist, die Her-
stellung der Zellaggregate also hinsichtlich der GréRe reproduzierbar ist. Mit der ,besten Me-
thode“ kénnen somit Zellaggregate einheitlicher Grofle hergestellt werden, wobei sich die
Groéfe leicht durch entsprechende Konzentration der Zellsuspension einstellen lasst. In fol-
genden Versuchen wurde dann untersucht, welche Aggregatgrée sich am besten fur die
Einbettung in den Knorpelteil der biphasigen Scaffolds eignet. Das wichtigste Auswahlkriteri-



um war dabei eine gleichmaRige Verteilung der Zellaggregate im Knorpelteil. Die Bildung der
Zellaggregate wurde mikroskopisch festgehalten und zeigt fur alle 4 AggregatgréfRen eine
gleichmaRige Verteilung der Zellen nach der Besiedlung der Inserts und auch eine gleich-
maRige Bildung von Zellaggregaten (Abbildung 10: dO, d1). Nach der Einbettung in den
Knorpelteil biphasiger Scaffolds erfolgte eine MTT-Farbung der Zellaggregate und anschlie-
Rende mikroskopische Analyse. Zellaggregate bestehend aus je 20 bzw. 50 Zellen zeigten
eine gleichmaRige Verteilung im Scaffold (Abbildung 10 biphasig). Bei Einbettung grélerer
Zellaggregate (100 bzw. 200 Zellen je Zellaggregat) war keine gleichmaRige Verteilung im
Knorpelteil zu realisieren, auBerdem es sinken auch viele Zellaggregate aufgrund der
Schwerkraft wahrend der Gelbildung in den Knochenteil ab und erflllen damit nicht die ge-
forderten Bedingungen. Fur folgende Versuche zur Untersuchung des chondrogenen Poten-
tials der Zellaggregate ist eine hohe Zellzahi und folglich auch eine hohe Anzahl an Zellag-
gregaten notig, um ausreichende Messsignale zu erhalten. Daher wurden hier aufgrund der
einfacheren Handhabung Zellaggregate mit je 50 Zellen verwendet.
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Abbildung 9: GréBenbestimmung der Zellaggregate bestehend aus 20, 50, 100 und 200 Zellen
je Aggregat. A) mikroskopische Aufnahme gesammelter Zellaggregate fiir die anschlieBende
GroRenbestimmung per Bildanalyse; B) vergleich von manueller (AxioVision) und automatisier-
ter (Image J) Bildauswertung; C) Bestimmung der ZellaggregatgroRe mit automatisierter Bild-
auswertung von verschiedenen Versuchsansatzen.
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Abbildung 10: Mikroskopische Dokumentation der Besiedlung der Microwells (d0) und Bildung
von Zellaggregaten unterschiedlicher GréRe im Zeitraum von 24 h (d1). Nach 24 h wurden die
Zellaggreate geerntet und in den Knorpelteil biphasiger Scaffolds eingebettet. Beurteilung der
Verteilung im Scaffold nach MTT-Farbung der eingebetteten Zellaggregate.

3.2 Chondrogenes Potential von eingebetteten Zellaggregaten

Fur die Regeneration von Knorpelgewebe eignen sich zum einen Knorpelzellen (humane
Chondrozyten; hCh) und zum anderen auch mesenchymale Stammzellen, welche in vitro zu
Knorpelzellen differenziert werden kénnen. Knorpelzellen sind hinsichtlich der Gewinnung
einer fur die Transplantation ausreichenden Menge an Zellen problematisch, da wahrend der
Expansion der Zellen oft eine Dedifferenzierung, Verlust des ausdifferenzierten Zelltyps und
Ruckentwicklung zu Vorlauferzellen, stattfindet. Zusatzlich ist die Gewinnung von Knorpelzel-
len immer mit der Erzeugung eines zusatzlichen Defektes verbunden. Mesenchymale
Stammzellen kénnen hingegen vergleichsweise einfach durch eine Knochenmarkspunktion
gewonnen und anschlieBend vermehrt werden. Allerdings wird durch Knorpelzellen im Ver-
gleich zu chondrogen differenzierten MSC oft eine gréRere Menge extrazelluldrer Matrix syn-
thetisiert. Daher wurde in folgenden Versuchen sowohl das chondrogene Potential von eige-
betteten Zellaggregaten aus Knorpelzellen als auch von mesenchymalen Stammzelien
(hMSC) untersucht. Die Zellen wurden zunachst in vitro expandiert und anschliellend wurden
von beiden Zelltypen Zellaggregate entsprechend der zuvor beschriebenen optimalen Me-
thode mit 50 Zellen/Aggregat hergestellt, gesammelt und anschlieRend in den Knorpelteil
biphasiger Scaffolds eingebettet. Um das chondrogene Potential der Zellaggregate zu beur-
teilen, wurden zum Vergleich von beiden Zelltypen auch Proben mit eingebetteten Einzelzel-
len hergestellt. Nach der Einbettung wurden die zellbeladenen Scaffolds entweder ohne (c-)
oder mit (c+) chondrogenen Supplementen fir 3 Wochen kultiviert, um eine (Re)Differen-
zierung der eingebetteten Zellen zu Knorpelzellen zu bewirken.
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Es erfolgte eine mikroskopische Beurteilung der Vitalitit der Zellen mittels Leben-Tot-
Farbung (Abbildung 11) sowie mittels MTT-Farbung (Abbildung 12). Zur Evaluierung der
chondrogenen Differenzierung der eingebetteten Zellaggregate bzw. Einzelzellen wurde die
Expression relevanter Gene untersucht. Die Expression von Kollagen Typ |l wurde zusétzlich
auf Proteinebene mittels ELISA, einem antikérperbasierten Nachweisverfahren, untersucht.
Die Expression von Aggrekan, ein Proteoglykan, welches ca. 10 % des Knorpelgewichtes
ausmacht, wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung analysiert.

Abbildung 11 zeigt eine Lebend-Tot-Farbung von Knorpelzellen bzw. mesenchymalen
Stammzellen nach 4 Tagen Kultivierung ohne chondrogene Supplemente. Es ist zu erken-
nen, dass der Groliteil der eingebetteten Einzelzellen eine Grinfarbung aufweist, also vital
ist. Nur ein geringer Teil der Zellen weist eine Rotfarbung auf, die auf tote Zellen schlieRen
lasst. Der Anteil an toten Zellen ist jedoch bei eingebetteten Stammzellen im Vergleich zu
Knorpelzellen héher. Bei eingebetteten Zellaggregaten aus Knorpelzellen sind keine toten
Zellen erkennbar. Alle Zellaggregate erscheinen griin, was auf eine hohe Vitalitat schlieRen
l&sst. Bei den Zellaggregaten aus mesenchymalen Stammzellen sind in einigen Zellaggrega-
ten auch wenige tote Zellen erkennbar.

Eine insgesamt hohe Vitalitat ist auch am Tag 21 der Kultivierung anhand der MTT-Farbung
(Abbildung 12) erkennbar. Es zeigte sich auBerdem eine homogene Verteilung sowohl von
den Einzelzellen als auch von den Zellaggregaten im Scaffold. Jedoch wurde festgestellt,
dass die Intensitét der Blaufarbung und auch die Anzahl der blau gefarbten Zellaggregate bei
mesenchymalen Stammzellen, welche ohne chondrogene Supplemente kultiviert wurden,
geringer ist als bei den anderen Varianten (hCh c- und c+; hMSC c+). Ein positiver Effekt der
chondrogenen Differenzierung auf die Vitalitat von eingebetteten Zellen konnte auch schon
in friheren Untersuchungen fir mesenchymale Stammzellen festgestellt werden [1]. Fur die
eingebetteten Einzelzellen sind nach MTT-Farbung mikroskopisch keine Unterschiede fest-
stellbar.

Mesenchymale Stammzellen (hMSC)

eingebetiete Einzelzellen eingebetlele Zeltsggregale

200 pm . 200 pm -

Abbildung 11: Lebend-Tot-Farbung (Tag 4 der Kultivierung) von in biphasigen Scaffolds ein-
gebetteten Einzelzellen und Zellaggregaten. Ein Vergleich zwischen Knorpelzellen und Mesen-
chymalen Stammzelien. Lebende Zellen sind in griin dargestellt, tote Zellen in rot.
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Abbildung 12: MTT-Farbung (Tag 21) zur Visualisierung der Vitalitit und Verteilung der einge-
betteten Einzelzellen und Zellaggregate im Scaffold. Ein Vergleich zwischen Knorpelzellen und
mesenchymalen Stammzellen, die ohne (chondrogen -) und mit (chondrogen +) chondrogenen
Supplementen kultiviert wurden (MaBstabsbalken entspricht 2 mm).

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse sowie die Ergebnisse fir die
Expression von Kollagen Typ |l, dem Hauptbestandteil der extrazelluldren Knorpelmatrix, auf
Proteinebene. Zur Analyse der Expression der fur die chondrogene Differenzierung relevan-
ten Gene musste zunachst RNA aus den Proben isoliert werden. Fur die Isolierung von RNA
aus eingebetteten Einzelzellen existierte bereits ein Protokoll in der Arbeitsgruppe. Die Isolie-
rung von RNA aus eingebetteten Zellaggregaten hingegen ist aufgrund der Kompaktheit der
Zellaggregate problematisch. Hier erfolgten daher zunachst Untersuchungen, um eine ge-
eignete Methode fiir die RNA-Isolierung zu finden. Im Vergleich verschiedener Isolationsme-
thoden lieferte die Verwendung eines speziellen RNA-Kits, der ursprunglich fur die RNA-
Isolierung aus Paraffinschnitten konzipiert ist, die besten Ergebnisse. Nach entsprechender
Aufbereitung der Proben erfolgte eine Analyse der Genexpression mittels Gelelektrophorese
(Abbildung 13A). Als Kontrollgen diente B-Aktin. COL2 wurde am Tag 21 sowohl von unsti-
mulierten als auch von chondrogen stimulierten Knorpelzellen exprimiert, was darauf schiie-
Ren lasst, dass die die Zellen umgebende Matrix bereits eine chondrogen stimulierend wirkt.
Nach Kultivierung mit chondrogenen Supplementen war die Expression jedoch, wie zu er-
warten war, héher. Im Vergleich zu eingebetteten Einzelzellen ist die Expression von COL2
von Zellaggregaten geringer. Die Ergebnisse sind fiir eingebettete Stammzellen im Falle der
Einzelzellen vergleichbar mit denen der Knorpelzellen, bei den Zellaggregaten konnte hier
aber keine Expression des Genes detektiert werden. Auch ACAN wurde von den Knorpelzel-
len sowohl ohne als auch mit chondrogener Stimulation exprimiert. Ein Unterschied ist hier
allerdings kaum sichtbar. Die Expression ist jedoch fur Einzelzellen héher als fur die Zellag-
gregate. Bei den Stammzellen war erneut nur eine Expression fir die Einzelzellen detektier-
bar. Zellaggregate zeigten keine entsprechende Expression. Bei eingebetteten Knorpelzellen
war das COMP-Gen sowohl nach chondrogener Stimulation als auch ohne Stimulation aktiv,
wobei es starker nach erfolgter chondrogener Stimulation exprimiert wurde. Die Expression
des Genes durch Einzelzellen ist geringfiigig héher als bei Zellaggregaten. Bei eingebetteten
Stammzellen konnte am Tag 21 in allen Proben ein aktives COMP-Gen detektiert werden,
Dabei zeigten Zellaggregate und unstimulierte Einzelzellen nur eine geringe Expression des
Genes, wohingegen eine starke Expression durch chondrogen stimulierte Stammzellen
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nachweisbar war. COLX als Hypertrophiemarker wurde von chondrogen stimulierten Knor-
pelzellen nur sehr schwach exprimiert. Im Falle von eingebetteten Einzelzellen zeigten
chondrogen stimulierte Stammzellen im Vergleich zu Knorpelzellen eine deutlich starkere
Expression des Genes, was darauf schlieRen lasst, dass hier bereits ein Ubergang zur Hy-
pertrophie stattfand. Bei Zellaggregaten war die COLX-Expression bei Knorpelzellen gerin-
ger als bei Einzelzellen, bei Stammzellen konnte bei Zellaggregaten aus Stammzelien nach
chondrogener Stimulation keine COLX-Expression detektiert werden. Die geringere Expres-
sion des COLX-Genes konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Anordnung der Zellen in
Zellaggregaten moglicherweise die Entwicklung einer Hypertrophie verhindert oder zumin-
dest verringert. Auf Proteinebene konnten die Ergebnisse der Genexpression von Kollagen
Typ |l bestatigt werden (Abbildung 13B). Die Expression von Kollagen Typ Il durch Einzelzel-
len ist deutlich héher im Vergleich zu Zellaggregaten und Knorpelzellen exprimierten fast
doppelt so viel Kollagen Typ Il wie Stammzellen. Dennoch konnten auch fiir die chondrogen
stimulierten Zellaggregate relevante Mengen an neugebildetem Kollagen Typ Il detektiert
werden.
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Abbildung 13: Genexpression (A) und Proteinexpression (B; Kollagen Typ Il) von Chondrozy-
ten und mesenchymalen Stammzellen. Die Zellen wurden insgesamt fiir 21 Tage entweder ohne
(c-) oder mit (c+) chondrogenen Supplementen kultiviert.

Neben Kollagen Typ Il wurde auch die Expression von Aggrekan zusatzlich auf Proteinebe-
ne, allerdings mittels Fluoreszenzfarbung, analysiert. Mikroskopisch konnte eine Expression
von Aggrekan nur bei chondrogen stimulierten Knorpelzellen detektiert werden (Abbildung
14). Eine erfolgreiche Farbung von Aggrekan war hier aber sowohl fir Einzelzellen als auch
fur Zellaggregate nachweisbar.
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Abbildung 14: Fluoreszenzfirbung von Zellkern (blau), Aktinfilamenten (griin) und Aggrekan
(rot) (Tag 21) zur Visualisierung der Zellmorphologie und zur Beurteilung der chondrogenen
Differenzierung. Ein Vergleich zwischen Knorpelzellen und mesenchymalen Stammzellen, die
ohne (chondrogen -) und mit (chondrogen +) chondrogenen Supplementen kultiviert wurden.

Differenzierung lasst sich zusammenfassen, dass entgegen der Erwartungen, die Differen-
zierung sowoh! auf Genebene als auch auf Proteinebene im Falle der Zellaggregate geringer
ist als bei eingebetteten Einzelzellen. In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob eine An-
ordnung der Zellen in Zellaggregaten von Vorteil oder Nachteil fir die Chondrogenese ist.
Portier et al. berichten beispielsweise, dass die Kultivierung von mesenchymalen Stammzel-
len als kleine Zellaggregate keinen positiven Effekt auf die chondrogene Differenzierung hat
[2]. Die Matrixsynthese von Zellaggregaten und Einzelzellen war vergleichbar, die Expressi-
on chondrogener Marker auf Genebene war jedoch bei Aggregaten reduziert. Nicht nur fur
Stammzellen sondern auch fir Knorpelzellen wurde in Untersuchungen eine reduzierte Ex-
pression von COL2 fiir Zellaggregate gezeigt [3]. Darilber hinaus zeigen Untersuchungen,
dass durch die Anordnung von Stammzellen in Zellaggregaten der Stammzellphanotyp bes-
ser erhalten werden kann [4,5]. Im Gegensatz dazu zeigte sich in anderen Untersuchungen
ein positiver Effekt der Anordnung der Zellen in Zellaggregaten auf die Expression chondro-
gener Marker sowohl fir mesenchymale Stammzellen [6] als auch fur Knorpelzellen [7].

In den eigenen Untersuchungen konnte die Matrixsynthese zwar nicht gesteigert werden,
jedoch war eine erfolgreiche chondrogene Redifferenzierung von Knorpelzelien sowohl fur
die Einzelzellen als auch fir die Zellaggregate nachweisbar. Ebenso konnte eine erfolgreiche
chondrogene Differenzierung fur eingebettete Stammzellen als Einzelzellen sowoh! auf Gen-
ebene als auch auf Proteinebene gezeigt werden. Fir eingebettete Zellaggregate aus
Stammzellen war dahingegen auf Genebene kein Nachweis einer erfolgten chondrogenen
Differenzierung méglich, auf Proteineben zeigte sich anhand einer vorhandenen, wenn auch
geringen, Synthese an Kollagen Typ Il eine erfolgreiche Differenzierung. Die chondrogene
(Re)Differenzierung der eingebetteten Knorpelzellen war starker als bei Stammzellen und
auch im Falle von eingebetteten Zellaggregaten war die Differenzierung sowohl auf Genebe-
ne als auch auf Porteineben nachweisbar, chondrogene Marker waren jedoch schwécher
exprimiert. Méglicherweise entspricht dies aber genau der natirlichen Situation im Knorpel.
Zellen im Knorpel haben einen sehr langsamen Stoffwechsel und produzieren nur sehr we-
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nig neue Knorpelmatrix, so dass es vorstellbar ist, dass eine Nachahmung dieser Anordnung
durchaus auch von Nachteil sein kénnte und eine Vorstufe dieser Anordnung, namlich eine
Einbettung als Einzelzellen, glunstiger ist, wenn es um die Bildung von neuem Gewebe und
nicht nur um Erhaltung des vorhandenen Gewebes geht. Es konnte jedoch auch gezeigt
werden, dass eine stérkere Expression chondrogener Marker durch eingebettete Einzelzel-
len auch mit einer stérkeren Expression des Hypertrophiemarkers COLX einhergeht. Hyper-
trophieren die eingebetteten Zellen, ist das neugebildete Gewebe nicht in der Lage, die Kraf-
te im Gelenk so aufzunehmen, wie es gesunder Gelenkknorpel kann. Eine Vermeidung einer
Hypertrophieentwicklung ist daher winschenswert. Es wurde gezeigt, dass die Anordnung
der Zellen in Zellaggregaten in diesem Zusammenhang von Vorteil sein kénnte, auch wenn
dadurch die Synthese extrazellularer Matrix vermindert wird.

3.3 Modifikation des Knochenteils der biphasigen Scaffolds

Die biphasigen Scaffolds verfigen tber kanalartige Poren, die sich (iber die gesamte Lange
der Scaffolds erstrecken. Die Poren kénnen nach einer Transplantation als Leitstruktur fir
das Einwachsen von BlutgefdRen und die Einwanderung von Stammzellen aus dem Kno-
chenmark in den Scaffold dienen und so zu einer schnelleren Regeneration des Gewebes
beitragen. Die bisherige Zusammensetzung des Knochenteils aus Alginat und Hydroxylapatit
erlaubte jedoch keine Adhésion der Zellen am Scaffoldmaterial. Daher war es nétig, die Zu-
sammensetzung bzw. Oberflachenbeschaffenheit entsprechend zu &ndern, ohne die Poren-
bildung und mechanische Stabilitat dabei negativ zu beeinflussen. Zu diesem Zweck wurden
unter anderem das gelbildende Polysaccharid Gellan Gum oder Kollagen zusétzlich in den
Knochenteil integriert, da diese Biomaterialien Sequenzen enthalten, die eine Adhasion von
Zellen ermdglichen. Auch die Verwendung von RGD-Alginat, einem mit Adhasionssequen-
zen modifizierten Alginat, und Verwendung von sulfatiertem Alginat wurden hinsichtlich ihres
Einflusses auf Porenbildung und Zelladh&sion im Knochenteil untersucht.

Die Verwendung von sulfatiertem Alginat (sAlg) war nur in Kombination mit unmodifizierten
Alginat méglich, da bei alleiniger Verwendung von sulfatiertem Alginat anstelle von unmodifi-
ziertem Alginat keine oder nur eine unzureichende Gelbildung stattfand. Es wurden reine
Knochenscaffolds (1,25 % Alginat, 4 % HAP) in folgenden Mischungen aus sulfatier-
tem:unmodifiziertem Alginat hergestellt: 1:1; 1:2 und 1:3. Als Kontrolle dienten die Scaffolds
mit unmodifiziertem Alginat. Nach der Gelbildung wurden die Scaffolds mit mesenchymalen
Stammzellen besiedelt. Abbildung 15 zeigt, dass die Porenbildung mit steigendem Anteil an
sulfatietem Alginat geringer und ungleichméaRiger ist. Um die Zelladhdsion beurteilen zu
kénnen, erfolgte eine Visualisierung der Zellen mittels MTT-Farbung. Alle Scaffolds zeigen
keine oder nur geringe Besiedlung mit Zellen. Signifikante Unterschiede sind nicht feststell-
bar. Ein positiver Effekt von sulfatiertem Alginat konnte in diesem Versuchsaufbau nicht be-
stétigt werden.
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sAlg-Anteil

Abbildung 15: Porenbildung und Besiedlungseffizienz von monophasigen Alginatscaffolds mit
unterschiedlichen Anteilen an sulfatiertem Alginat (sAlg). Zur Beurteilung der Besiedlungseffi-
zienz wurden die Zelien mittels MTT-Farbung angeférbt.

Abbildung 16 zeigt die Porenbildung in biphasigen Scaffolds mit Alginat+Kollagen, Algi-
nat+Gellan Gum bzw. RGD-Alginat im Knochenteil im Vergleich zu biphasigen Scaffolds mit
unmodifiziertem Alginat. Der Anteil an Hydroxylapatit wurde konstant bei 4 % gehalten. Die
Integration von Gellan Gum und Verwendung von RGD-Alginat zeigten im Vergleich zur
Verwendung von unmodifiziertem Alginat keinen merklichen Einfluss auf die Porenbildung,
wohingegen eine deutliche Verschlechterung der Porenbildung nach Integration von Kol-
lagen in den Knochenteil zu beobachten war. Es bildeten sich zum einen weniger Poren und
die Poren erstreckten sich auch teilweise nicht Gber die gesamte Lange der Scaffolds. Daher
wurde in folgenden Versuchen zur Beurteilung der Zelladhasion nur Scaffolds mit Algi-
nat+Gellan Gum und RGD-Alginat verwendet.

Alginat+ Alginat+
Alginat Gellan Gum Kollagen RGD-Alginat

Abbildung 16: Porenbildung in biphasigen Scaffolds mit unmodifiziertem Alginat, ALgi-
nat+Gellan Gum, Alginat und Kollagen und RGD-Alginat. Die Alginat-Konzentration betrug in
allen Scaffolds 1,25 %, der Anteil an Hydroxylapatit bei 4 %. Die Konzentrationen an Gellan
Gum und Kollagen betrugen in den jeweiligen Scaffolds 0,5 % bzw. 0,075 %. Die obere Reihe
zeigt einen Langsschnitt der Scaffolds, die untere Bildreihe einen Querschnitt des Knochen-
teils.
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Da es in diesen Versuchen um eine Untersuchung der Adhésion von Zellen im Knochenteil
ging, wurden monophasige Scaffolds, d.h. Scaffolds ohne Knorpelteil, hergestellt und an-
schlieRend mit mesenchymalen Stammzellen besiedelt. Als Kontrolle dienten auch hier Scaf-
folds mit unmodifiziertem Alginat. Nach MTT-Farbung der besiedelten Scaffolds am Tag 1
der Kultivierung waren bei allen Varianten Zellen in den Poren der Scaffolds zu erkennen,
wobei die Besiedlungseffizienz bei Scaffolds aus RGD-Alginat am héchsten war (Abbildung
17). Am Tag 7 der Kultivierung waren in Scaffolds mit unmodifizierten Alginat und Scaffolds
mit Alginat+Gellan Gum kaum noch Zellen in den Scaffolds zu erkennen. Bei Scaffolds mit
RGD-Alginat waren in den Poren der Scaffolds ebenso kaum Zellen vorhanden, jedoch wie-
sen diese Scaffolds eine hohe Besiedlung im AuRenbereich auf, was darauf schlielen lasst,
dass die Zellen erfolgreich am Scaffold adharieren. Ein Vergleich zwischen Tag 1 und Tag 7
zeigt auRerdem eine starkere Farbung der RGD-Alginat-Scaffolds am Tag 7. Die Zellen ad-
hérieren also nicht nur am Scaffold, sondern proliferieren auch.

Alginat+
Alginat Gellan Gum RGD-Alginat

Abbildung 17: Besiedlung des Knochenteils. MTT-Farbung besiedelter Scaffolds mit unmodifi-
ziertem Alginat, Alginat+Gellan Gum und RGD-Alginat nach 1 Tag und 7 Tagen Kultivierung.
Die Alginat-Konzentration betrug in allen Scaffolds 1,25 %, der Anteil an Hydroxylapatit 4 %.
Die obere Bildreihe von d1 und d7 zeigt jeweils einen Lédngsschnitt der besiedelten Scaffolds,
die untere Bildreihe zeigt jeweils eine Seitenansicht der Scaffolds.
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Bei einer statischen Kultivierung, wie sie hier stattfand, ist die Versorgung von Zellen im In-
nenbereich der Scaffolds oft unzureichend und fiuhrt dazu, dass die Zellen in diesen Berei-
chen absterben oder in die Randregionen migrieren. In vivo ist durch den Blutstrom jedoch
eine bessere Versorgung zu erwarten, so dass Zellen auch ins Scaffold-Innere einwandern
kénnen. Weitere Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung erfolgten nur fir Scaffolds
mit RGD-Alginat, da nur bei diesen Scaffolds eine erfolgreiche Besiedlung zu verzeichnen
war. Nach der Gelbildung wurden die Scaffolds mit osteogenen Vorlauferzellen, welche aus
humanen Huftképfen isoliert wurden, besiedelt. Am Tag 1 der Kuitivierung wurde zunéchst
die Adhéasion der Zellen durch eine Fluoreszenzfarbung von Zellkern und Zytoskelett naher
bewertet (Abbildung 18, Zellmorphologie d1). Anhand der ausgebreiteten Morphologie lasst
sich erkennen, dass die Zellen am Scaffold adhéarieren konnten. Nach einem Tag Kultivie-
rung wurden die besiedelten Scaffolds fiur weitere 20 Tage entweder ohne (0s-) oder mit
(os+) osteogenen Supplementen (Dexamethason, B-Glycerophosphat und Ascorbinsdure-2-
Phosphat weiterkultiviert, um eine Differenzierung der Vorlauferzellen zu Osteoblasten zu
realisieren. Nach insgesamt 21 Tagen Kultivierung erfolgte erneut eine Fluoreszenzfarbung
von Zellkern und Zytoskelett zur Beurteilung der Zellmorphologie. Vom Tag 1 zum Tag 21 ist
sowohl bei osteogen stimulierten als auch bei unstimulierten Zellen eine deutliche Zunahme
der Anzahl aharenter Zellen auf den Scaffolds zu verzeichnen (Abbildung 18, Zellmorpholo-
gie d21). Somit konnte auch eine Proliferation der Zellen auf den Scaffolds noch einmal be-
statigt werden. Hinsichtlich der Morphologie zeigen sich keine Unterschiede zwischen osteo-
gen stimulierten und unstimulierten Zellen. Zuséatzlich zur Fluoreszenzfarbung erfolgte eine
ALP-Farbung, welche die Aktivitat der alkalischen Phosphatase, einem starken Indikator fur
eine erfolgreiche osteogene Differenzierung der Zellen, durch einen Farbumschlag visuali-
siert. Zur Kontrolle erfolgte die Farbung auch mit Scaffolds, die ohne osteogene Supplemen-
te kultiviert wurden. Scaffolds, die ohne osteogene Supplemente kultiviert wurden, zeigen
keinen Farbumschlag (Abbildung 18, ALP-Farbung). Nach osteogener Stimulation hingegen
ist ein deutlicher purpurner Farbumschlag zu erkennen. Die Zellen in den Scaffolds konnten
also erfolgreich zu Osteoblasten differenziert werden.
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Abbildung 18: Zellmorphologie und osteogene Differenzierung von hOB auf monophasigen
Alginat-Scaffolds (nur Knochenteil, RGD-Alginat). Die besiedelten Scaffolds wurden fir 21 Ta-
ge ohne (os-) bzw. mit (os+) chondrogenen Supplementen kultiviert. Zur Beurteilung der Zell-
morphologie am Tag 1 und 21 der Kultivierung erfolgte eine Fluoreszenzfirbung von Zellkern
(blau) und Zytoskelett (griin). Am Tag 21 der Kultivierung erfolgte auBerdem eine ALP-Férbung
zum Nachweis der osteogenen Differenzierung.

Fir Scaffolds mit RGD-Alginat konnte eine erfolgreiche Porenbildung verzeichnet werden
und auch eine erfolgreiche Adhasion, Proliferation und Differenzierung der Zellen in den
Scaffolds wurde nachgewiesen. Eine zusatzliche Anforderung an den Scaffold war aber dar-
Uiber hinaus auch eine ausreichende Stabilitat der Scaffolds. Daher wurden mit RGD-Alginat-
Scaffolds auch Druckversuche durchgefuhrt. Das E-Modul von RGD-Alginat-Scaffolds war
dabei ca. 25 % geringer als das E-Modul von Scaffolds mit unmodifiziertem Alginat. Die
Scaffolds waren dennoch gut mit einer Pinzette handhabbar. Dartiber hinaus ware auch im
Fall der unmodifizierten Alginat-Scaffolds nach einer Transplantation der Scaffolds im Ge-
lenkbereich eine zusatzliche Stabilisierung des Gelenkes erforderlich, so dass die Reduzie-
rung des E-Moduls in dieser GroRenordnung akzeptabel ist. Ist dennoch eine héhere me-
chanische Festigkeit gewlinscht oder nétig, konnte diese jedoch durch Erhéhung des Algi-
natgehaltes erzielt werden.
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Abbildung 19: E-Modul von monophasigen Alginatscaffolds (nur Knochenteil). Abmessungen:
@ 6mm, h=3 mm. n=8 (Alginat), n=9 (RGD-Alginat)

4 Zusammenfassung und Ausblick

Mithilfe einer simplen und vor allem kostengiinstigen Methode ist es gelungen, Agarose-
Inserts mit Microwells zu erzeugen, mit denen kleine Zellaggregate bestehend aus 20-200
Zellen reproduzierbar in groRem Durchsatz generiert werden kénnen. Vorteil dieser Methode
gegeniuber anderen Methoden zur Herstellung von Microwells ist, dass die Agarose-Inserts
komplett unter sterilen Bedingungen hergestellt werden kénnen, da alle nétigen Materialien
(Stempel, Schablone, Agarose) vorab dampfsterilisiet werden kénnen und somit keine
nachtragliche Sterilisation nétig ist. Darliber hinaus kdnnen die Agarose-Einsatze mit dieser
Methode in nur einem Schritt hergestellt werden, was die Methode kostengiinstig und zeitef-
fektiv macht. Mit anderen Methoden ist die Erzeugung der Microwells deutlich aufwendiger:
zunachst ein Master-Stempel aus PDMS durch Abformung eines Negativs erstellt und dieser
dann dazu genutzt, entsprechende Microwells aus Agarose oder auch Polyethylenglycol her-
zustellen [6,8,9]. Im vorliegenden Projekt sollten die kleinen Zellaggregate die naturliche Zel-
lanordnung im Knorpel imitieren und dadurch zu einer Steigerung der Matrixsynthese fuihren.
Die Anwendung kleiner Zellaggregate ist jedoch nicht nur auf den Bereich Knorpel-Tissue
Engineering begrenzt. Auch fir die osteogene und adipogene sowie kardiale Differenzierung
kann der Einsatz von Zellaggregaten sinnvoll sein [10-12]. Darliber hinaus gibt es auch Stu-
dien, die zeigen dass Zellaggregate auch zur Erhaltung des Stammzellphdnotypes genutzt
werden kdénnen [4,5]. Oftmals dienen Zellaggregate auch als Modell z.B. fur die Testung von
Medikamenten [13] oder um Zell-Zell-Interaktionen bzw. Signalwege zu studieren [4,14,15].
Eine kostenglinstige Herstellung kleiner Zellaggregate in groRem Durchsatz ist daher auch in
vielen anderen Bereichen neben dem Tissue Engineering von Knorpel von grolem Interes-
se.

Nach erfolgreicher Herstellung der Zellaggregate wurden diese in den Knorpelteil biphasiger
Alginat-Scaffolds eingebettet und auf ihr chondrogenes Potential untersucht. Im Vergleich zu
eingebetteten Einzelzellen war die Expression chondrogener Marker und die Synthese von
Matrixbestandteilen bei eingebetteten Zellaggregaten geringer. Allerdings ergab die Untersu-
chung der Expression des Hypertrophiemarkers COLX einen Hinweis darauf, dass die Hy-
pertrophieentwicklung der Zellen durch die Anordnung in Zellaggregaten geringer ist als bei
Einzelzellen. Therapieansatze zur Heilung von Knorpelgewebe liefern bislang nur einen ma-
Rigen Erfolg. Das neu gebildete Gewebe entspricht in seinen Eigenschaften nicht dem Ge-
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lenkknorpel. Es bildet sich oft Faserknorpel oder es kommt zur Hypertrophie. Eine Vermei-
dung der Hypertrophieentwicklung durch Anordnung der Zellen in Zellaggregaten ware daher
fur die Funktion von neu gebildetem Knorpelgewebe von grofiem Vorteil. Hierzu sollten noch
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um diese Vermutung zu bestétigen.

Der Knochenteil sollte so modifiziert werden, dass eine Besiedlung mit Zellen mdéglich ist
ohne Porenbildung und mechanische Eigenschaften dabei gravierend zu beeintrdchtigen.
Die Besiedlung des Knochenteils diente als Modell fir Untersuchungen zur Einwanderung
von Zellen aus dem Knochenmark in die Kanalporen, die anschlieRend aktiv an der Gewe-
beregeneration mitwirken kdnnen. Ziel der Untersuchungen war es daher, zu untersuchen,
ob die Zellen am Material adhéarieren, proliferieren und differenzieren kénnen. Durch Ver-
wendung von RGD-Alginat konnten alle Bedingungen erfillt werden, jedoch verblieben die
Zellen nach Besiedlung nicht in den Kanalporen, sondern migrierten in die Randbereiche der
Scaffolds, was durch die geringere Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr zu erkléren ist. Wird ein
Scaffold allerdings in den Gelenkbereich transplantiert, herrschen dort keine statischen Be-
dingungen wie im Versuchsaufbau. Der Scaffold wird stattdessen mechanisch belastet,
wodurch eine bessere Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr gewahrleistet ist. Mit solchen Bedin-
gungen wére eher ein Verbleiben der Zellen in den Kanalporen zu erwarten. Um die in vivo
Situation zu simulieren, sollten die Scaffolds in einem Perfusionsreaktor kultiviert werden.

Eine Publikation der Ergebnisse in einer referierten, internationalen Fachzeitschrift wird an-
gestrebt; aufgrund der unmittelbar bevorstehenden Mutterschutz-Zeit der Projektbearbeiterin
wird sich die Fertigstellung des Manuskriptes aber noch etwas verzégern.
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