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(57) Abstract: Stimulation cell and method for in-vitro stimulation of cells
or tissue in a stimulation cell. In the stimulation cell, a carrier (36) which can
be populated at least over regions of the surface thereof by cells or tissue,
and at least one actuator which is designed such that, on the surface of the
carrier (36), a dosable gradient having an etfect that stimulates the growth of
the cells or tissue can be topically induced, are present in an interior chamber
(10) of the stimulation cell. The method is performed by means of the
following steps: introducing a cell substrate (20), which carries the cells or
tissue, into an interior chamber (10) of a stimulation cell; inserting a carrier
(36), which can be populated or is already populated at least over
populatable regions of the surface thereof by the cells or tissue, into a
receiving device (30) in the interior chamber (10) of the stimulation cell;
introducing a medium (M) for the physiological supply of cells or tissue; and
inducing at least one dosable, topical gradient having an effect on the surface
of the carrier (36) that stimulates the growth of the cells or tissue.

(57) Zusammenfassung:
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Stimulationszelle und Verfahren zur in vitro Stimulation von Zellen oder Geweben in einer Stimulationszelle. In der
Stimulationszelle sind in einem Innenraum (10) der Stimulationszelle ein Trager (36), der wenigstens iiber Bereiche seiner
Obertldche durch Zellen oder Gewebe besiedelbar ist und mindestens ein Aktor, der so ausgefiihrt ist, dass durch ihn topisch auf
der Oberflache des Trigers (36) ein dosierbarer Gradient mit einer das Wachstum der Zellen oder Gewebe stimulierenden
Wirkung hervorrufbar ist, vorhanden. Zur Durchfithrung des Verfahrens werden die Schritte des Einbringens eines die Zellen oder
Gewebe tragenden Zellsubstrats (20) in einen Innenraum (10) einer Stimulationszelle; des Einlegens eines Trigers (36), der
mindestens {iber besiedelbare Bereiche seiner Obertlache durch die Zellen oder Gewebe besiedelbar oder bereits besiedelt ist, in
eine Aufnahmevorrichtung (30) in dem Innenraum (10) der Stimulationszelle; des Einbringens eines Mediums (M) zur
physiologischen Versorgung der Zellen oder Gewebe und des Hervorrufens mindestens eines dosierbaren, topischen Gradienten
mit einer das Wachstum der Zellen oder Gewebe stimulierenden Wirkung auf der Oberflache des Tragers (36), durchgetiihrt.
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Stimulationszelle und Verfahren zur in vitro Stimulation von Zellen oder Geweben

Die Erfindung betrifft eine Stimulationszelle und ein Verfahren zur in vitro Stimulation

von Zellen oder Geweben.

Im Rahmen des sogenannten Tissue-Managements wurden seit den neunziger Jahren
des letzten Jahrhunderts Bioreaktoren entwickelt, modifiziert und auch patentiert. Diese
zeichneten sich vor allem durch die Nutzung der Fluidik bzw. Mikrofluidik aus, die die
sonst fehlenden Nahr-, Wirk- und Signalstoff-Versorgung quasi in vitro abzubilden
versuchen und somit auch eine Signaltransduktion und Taxien implementierten. Die
Fluidik wurde insbesondere flr die zellulare Besiedlung von Scaffolds bedeutsam.
Exemplarisch seien hier die DE 39 23 279 und die DE 10 2004 054 125 A1 genannt.
Neben der Zufihrung von unterschiedlichsten Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren (Genaktivierung / Genexpression) besteht das inharente
Stimulationsprinzip in  vom fluidischen Prozess am Scaffold abgeleiteten
mechanotransduktiven Effekten.

In J Exp Zool. 1990 Feb; 253(2): 163-76 beschrieben Harris A.K., Pryer N.K. und
Paydarfar D. in ,Effects of electric fields on fibroblast contractility and cytoskeleton.*
eine nichtfluidische elektrische Feldkammer zur Ausrichtung von Osteoblasten in
elektrischen Gleichfeldern. Die Zellen richten sich dabei nach einer gewissen Zeit
rechtwinklig zu den Feldlinien aus und elongieren (S. T. Curtze (2006,
LZugkraftmikroskopie an Osteoblasten®, Diss. Humanmedizin, Uni Marburg: 8 ff.). Diese
Feldkammer wurde zur Analyse der Mechanotransduktion von Osteoblasten und nicht

zum tissue engineering benutzt.

In DE 37 35 702 A1 wird ein Verfahren zur Beeinflussung von Wachstum, Teilung und
Differenzierung von Zellen in einem Kulturbehalter vorgestellt, bei dem Gber das
Anlegen von elektrischen Gleichfeldern, verdnderbar in Richtung und Starke,
elektrische Dipolmomente der Zellen im Sinne einer spontanen Polarisation genutzt
werden. Neben der Veranderung des angelegten Gleichfeldes soll auch das elektrische
Oberflachenpotential veranderbar sein. Die Vorrichtung dazu basiert auf zwei
parallelen, planaren Plattenelekiroden, die gegenuber dem Kulturmedium elektrisch
isoliert oder elektrisch leitend sind. Die Flache der Plattenelekiroden entspricht der
Grundflache oder mindestens einer Wandinnenflache des Kulturbehalters. Die
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Vorrichtung dient der Herstellung von biotechnologisch und biomedizinisch
bedeutsamen Zellen, Geweben, Organen und Einzellern sowie von Biosensoren. Eine
raumlich gerichtete Entwicklung von Zellen oder Geweben sowie eine Besiedelung von
degradierbaren und nicht-degradierbaren Implantatoberflachen und
Gewebeersatzstoffen ist nicht vorgesehen.

In zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten werden elekirische Anordnungen, z.T. in
Gestalt von Kammern, mit Zellen und / oder Mikroorganismen beschrieben, die eine
Analyse der entsprechenden Einflisse von elektrischen Feldern und / oder Strémen zu
Gegenstand haben. lhnen gemeinsam sind in der Regel statische, unveranderliche
Anordnungen von Elektroden, die nur durch in ihren elektrischen Parametern (Betrag,
Stromrichtung und Frequenz) veranderlich betrieben werden kénnen. Meist werden ein
oder zwei parallele Elektrodenpaare, teilweise orthogonal zueinander stehend,
verwendet, die entweder im bzw. zum Medium elektrisch leitend (Stromfluss) oder
elektrisch isoliert (Spannung / elektrisches Feld) ausgebildet sind. Die Paare befinden
sich dabei in der Regel in einer gemeinsamen Ebene und wirken in ihrer
Vorzugsrichtung weitgehend planar. Deshalb dienen diese Vorrichtungen nicht einem
raumlichen tissue engineering an dreidimensionalen Implantatkbrpern, sondern
vorrangig der Erforschung des Verhaltens von Zellen und Mikroorganismen unter dem
Einfluss definierter Gradienten.

Beispielhaft seien die Arbeiten von Caubet, R. et al (2004, A radio frequency electric
current enhances antibiotic efficacy against bacterial biofilms, ANTIMICROBIAL
AGENTS AND CHEMOTHERAPY: 4662—4664) und van der Borden, A. et al. (2007,
Prevention of pin tract infection in external stainless steel fixator frames using electric

current in a goat model, Biomaterials 28: 2122—2126) angeflhrt.

Ebenfalls bekannt sind Schriften zum stimulativen Einfluss von gepulsten
elektromagnetischen bzw. magnetischen Feldern auf das Wachstum vorrangig von
Knochen-, Knorpel- und Muskelgewebe. So wurde in zwei Ubersichtspublikationen von
Hungerer, S. et al. (2008, Elektromagnetische Verfahren bei
Knochenheilungsstorungen.  Evidenz  dieser additiven MaBnahme, Trauma
Berufskrankheit 10 [suppl. 2]: 219-225) und Schmidt-Rohlfing, B. et al. (2010,
Elektromagnetische Felder, elektrischer Strom und Knochenheilung: was ist gesichert?
Electromagnetic Fields, Electric Current and Bone Healing — What is the Evidence?,
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Z Orthop Unfall: 1-6) versucht, Ergebnisse von Versuchen zur elektrischen und
elektromagnetischen Stimulation in Form von Metaanalysen zusammenzufassen, um
eine Aussage Uber deren Wirksamkeit zu erhalten. Zur Signifikanz und Evidenz der zu
untersuchenden Verfahren wird die Evidenz von elektrischen und elektromagnetischen
Verfahren zur Knochenheilung anhand vorhandener randomisierter klinischen Studien
diskutiert und beurteilt.

Leider wurden die Techniken der Stimulation (DC/AC elektrisch leitend, DC/AC
elektrisch isoliert, magnetisch) in diesen Studien als gleichwertig angesehen. Eine
Zusammenfassung in dieser Art ist unter Vorbehalt zu betrachten, obwohl eine gute
Ubersicht Uber die klinischen Studien gegeben wird. Abgesehen von der
Vergleichbarkeit der oben genannten Verfahren, sind bereits die PEMF
(PEMF = Pulsed Electro Magnetic Field)-Studien durch die Vielzahl der verschiedenen
Stimulationsparameter und unterschiedlichen Behandlungszeiten kritisch zu werten.
Vielen der angegebenen Literaturstellen mangelt es an der exakien Angabe von
Stimulationsparametern. Es ist oft nicht nachvollziehbar, welche Flussdichten,

Frequenzen und Amplituden verwendet wurden.

Die Arbeiten beschaftigten sich mit dem Einfluss der FeldgréBen auf die Wirksamkeit
von elektromagnetischen Verfahren und beschrieben vor allem die niederfrequenten
kontinuierlich sinusférmigen Signale im Frequenzbereich von unter 120 Hz als wirksam,

mit einem Maximum bei 15-30 Hz.

Studien mit einem EBM-Level 1 (EBM = Evidenzbasierte Medizin) und zahlreiche

weitere Studien mit niedrigeren EBM-Level sind vorhanden.

Obwohl die Literatur zahlreich ist und sich mit anderen additiven Therapiekonzepten
messen kann, wie der StoBwelle, Ultraschall oder Bone-Matrix-Proteinen, Uberrascht es
nicht, dass die elektromagnetischen Therapieformen bislang keinen Durchbruch erzielt
haben. Dem Anwender wird durch die Vielzahl kommerzieller Gerate mit sehr
unterschiedlichen Parametern die Wahl des optimalen Gerats nahezu unméglich
gemacht. Zudem fehlen bisher standardisierte Therapieoptionen, da sich einerseits die
von den Forscherteams angewandten Felder hinsichtlich ihrer physikalischen

KenngroBen erheblich unterscheiden, und andererseits ein allgemein anerkannter
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Wirkmechanismus noch nicht beschrieben wurde. Damit fehlen auch Studienprotokolle
far die Behandlung.

Aus der Schrift US 2004/0058434 A1 ist ein Verfahren zur Herstellung eines Implantats
bekannt, bei dem ein Implantatkern mit Zelle oder Gewebe besiedelt wird. Eine
Differenzierung und ein Wachstum der Zellen oder Gewebe wird durch mechanische
Stimuli beeinflusst. Zur Durchfihrung des Verfahrens wird ein Reaktor verwendet, in
dem sich zwei Wande voneinander durch einen Spalt beabstandet gegenlber stehen.
Auf mindestens einer der Wéande, die durch eine Oberflache des Implantats gebildet ist,
sind Zellen oder Gewebe angesiedelt. Die andere Wand ist elastisch gestaltet und ist in
vorbestimmter Weise und Amplitude deformierbar. Die elastische Wand dient der
Erzeugung von Druckverdnderungen in dem Spalt und damit einer mechanischen

Stimulation der auf dem Implantat angesiedelten Zellen oder Gewebe.

Das grundsatzlich auch weitere Mdglichkeiten zur Stimulation des Wachstums und der
Differenzierung von Zellen oder Geweben mdglich sind, ist aus der Schrift
DE 10061 704 A1 zu entnehmen. Auch hier werden Zellen auf einer Basis
(Wachstumsgertst) angesiedelt und stimuliert. Eine Stimulation kann mittels
physikalischer Reize, insbesondere mittels elekirischer, chemischer und / oder
optischer Reize, erfolgen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass zahlreiche suppressive und
stimulative Verfahren und Methoden in in vitro und zum Teil auch in in vivo Studien
erforscht und mehr oder minder validiert worden sind. Deutlich weniger konnten diese
Entwicklungen human in situ bzw. far in situ Anwendungen realisiert werden. Es gibt
sehr viele experimentelle Untersuchungen mit zum Teil sehr signifikanten Ergebnissen,

aber kaum randomisierte klinische Studien.

Alle vorstehend genannten Erfindungen, publizierten in vitro Anordnungen,
Stimulations- und Suppressionsverfahren sowie die in Anwendung befindlichen oder
kommerziell vertriebenen Produkte bilden in vitro die in situ Situation von
dreidimensionalen Implantatformkdrpern nicht ab. Die in situ ablaufende
dreidimensionale Zell-/ Gewebeentwicklung/-anpassung als Konduktion und / oder
Induktion sowie spaltlberbrickende und gertstausflillende Integration durch An- bzw.

Heranwachsen bzw. Volumenausfillung findet so quasi nicht statt. AuBerdem wird bei
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all diesen Anordnungen der gravitative Aspekt bei der Zell-/ Gewebeentwicklung
vernachldssigt bzw. durch Fluidanordnungen aufgehoben, obwohl das atypische
LAbflachen® von kultivierten Zellen auf dem Boden von Kulturschalen bzw. auf
nichtorganischen Membranen hinreichend bekannt ist.

Die rdumliche Verteilung von Zellen/Geweben inklusive der extrazellularen Matrix
(= EZM) auf dreidimensionalen Formkdérpern, d. h. die Besiedelung von Implantaten mit
vorzugsweise autologen Zellen, sowie deren zeitlichen Abfolgen bezlglich der
Schichtbildung, Vernetzung und EZM erfordert im Unterschied zu den oben genannten
Techniken, Anordnungen und Verfahren eine Transformation der planaren Stimulations-
/Suppressionsmodelle/-anordnungen/-verfahren in den in vitro abgebildeten in situ
dreidimensionalen Raum. Dafir muss die Gesamtbesiedlungsflache daher
sinnvollerweise erst topographisch in Teilflachen aufgeldst werden.

Im Unterschied zu den fluidischen Bioreaktoren, die chemotaktische Gradienten in
Gestalt von Wachstumsfaktoren einbringen, sowie mittels der fluidikbasierten
Mechanotransduktion der Zellen stimulativ wirken, ist eine in situ nahe Besiedlung von
dreidimensional geformten Implantaten bzw. deren in vitro Simulation flr eine in situ / in
vivo Stimulation und/ oder Suppression ohne eine echte, orts- und zeitaufgeléste,
variierende Applikation von auch in in situ anwendbaren Gradienten, variabel in Art,

Betrag, Richtung und zeitlichem Verlauf, notwendig.

Das Verfahren einer in situ-nahen Besiedlung der Implantatoberflache mit autologen
Zellen senkt zugleich nicht nur das Risiko einer Entzindung (Inflammation) durch die
Bildung von Biofilmen auf unbesiedelten, freien Oberflachen sondern beschleunigt auch

die Sekundarverankerung der Implantate in situ.

Die Relevanz der Verwendung von autologen Zellen zur Vorbesiedlung der Implantate
hat sich in experimentellen Monitoringversuchen zur Evaluierung der Bioaktivitat von
Implantatoberflachen gezeigt. Die Varianz bzw. Standardabweichung der Adh&sions-,
Proliferations-, Migrations- und Differenzierungseigenschaften von
patientenspezifischen Zellen mit unterschiedlicher genetischer Pradisposition bzw.
pathologisch  bedingten  Ver&nderungen  (Stoffwechsel-/Kreislauferkrankungen,
Diabetes, Alkohol-, Nikotin-, Drogenmissbrauch etc.) ist dabei gegenuber

verschiedenen bioaktiven Implantatoberflachen teilweise dominanter als die Varianz
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bzw. Standardabweichung der Bioaktivitdt unterschiedlicher Implantatoberflachen

gegenuber einer immortalisierten Zelllinie.

In der Praxis bedeutet dies, dass es nicht unbedingt nur eine optimale bioaktive
Oberflache z. B. fir die Adhasion humaner Osteoblasten geben muss, sondern
patientenindividuell verschiedene bioaktive Oberflachen jeweils optimal sein kénnen.
Die mit einer solchen Individualmedizin  moglicherweise  einhergehende
Kostenexplosion der Implantationsmedizin aufgrund einer, zugespitzt formuliert,
individuellen Implantatbereitstellung seitens der Industrie bzw.
Implantatoberflachenmodifikation seitens der Industrie generell und / oder der
Implantologen, lasst eine patientenspezifische bzw. individualmedizinisch indizierte, in
vitro evaluierte und validierte Stimulation von autologen, humanen Zellen / Zelllinien in
vitro bzw. in situ als kosten- und risikosenkende Alternative erscheinen. Dies trifft auch
auf die Nutzung solcher Anordnungen und Verfahren fir eine patientenspezifische bzw.
individualisierte Stimulation / Suppression von Differenzierungs- / Dedifferenzierungs-
sowie Migrations- / Metastaseverhalten / -potentialen von gesunden und karzinogenen
Zellen und Geweben in der Onkologie zu.

Die aus der o.g. Patent- und Fachliteratur bekannten und teils auch bereits im
praktischen Einsatz befindlichen suppressiven und stimulativen Methoden und
Verfahren unterscheiden sich im jeweilig an den Oberflachen, den Grenzflachen oder in

den Formkérpern wirkenden Gradienten:

akustische oder mechanische Stosswellen oder Ultraschall
(Mechanotransduktion) inkl. Vibration und Fluidik,

- positive wie negative Gravitation,
- Spaltsituationen (Kohasion, Adhéasion),
- Oberflachenspannung/-energie an der Grenzflache,

- elektrische Felder DC/AC (DC = Gleichspannung / AC = Wechselspannung) —

isoliert,

- elektrische Felder DC/AC - leitend,
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- elektromagnetische und / oder magnetische Gleich- und Wechselfelder,
- Chemotransduktion.

Die stimulativen und suppressiven Gradienten beim Bone- und Soft-Tissue (Knochen-
und Weichgewebe) Management sollten sich prinzipiell an den korpereigenen
systemimmanenten Gradienten orientieren, welche auch im Organismus auftreten

kdénnen.

Aus diesem Grund macht es wenig Sinn in vitro Signalarten, -formen und -starken zu
evaluieren und validieren, welche in situ systembiologisch nicht erzeugt werden und
prinzipiell auch kunstlich topisch nicht eingebracht werden kdnnen. Diese Entscheidung
begrindet sich dadurch, dass das Einbringen von stimulativen und / oder suppressiven
Gradienten immer nur als Additive zu den Kkorpereigenen Heilungs- und
Wachstumsprozessen verstanden werden muassen. Dieser additive Charakter ist die
Pramisse jeder Methode. Das additive Verfahren muss sich immer in den Grenzen des
kérpereigenen systembiologischen generativen Verfahrens bewegen. Des Weiteren
sind im topischen Therapiebereich immer verschiedene Zellentitaten vorhanden, welche
sich bei generativen oder regressiven Prozessen gegenseitig bedingen und
chemotaktisch beeinflussen. Es macht wenig Sinn nur einen Zelltyp zu stimulieren,
wenn andere Zelltypen supprimiert werden. Selbiges trifft auf die Nachbarschaft und die

Wechselwirkung von Bone und Soft-Tissue zu.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Mbglichkeit fir eine topische in vitro
Stimulation von Zellen oder Geweben vorzuschlagen, bei der, ausgehend von einem

Zellsubstrat, gezielt ein vorhandener Spalt Gberwachsen wird.

Die Aufgabe wird durch eine Stimulationszelle zur in vitro Stimulation von Zellen oder
Geweben geldst, die einen Korpus beinhaltet, durch den ein Innenraum umfasst ist. Der
Korpus weist je ein Oberteil und ein Unterteil auf. Die Stimulationszelle weist auBerdem
mindestens einen Aktor zum Hervorrufen einer stimulierenden Wirkung auf mindestens
einen Anteil der Zellen oder Gewebe auf. Eine erfindungsgemane Stimulationszelle ist
dadurch gekennzeichnet, dass in dem Innenraum eine Aufnahmevorrichtung zur
Aufnahme eines Zellsubstrats und eines Tragers angeordnet ist, wobei nach einer
Aufnahme des Zellsubstrats und des Tragers durch die Aufnahmevorrichtung ein Spalt
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zwischen einander zugewandten Oberflachen des Zellsubstrats und des Tragers
verbleibt. Der mindestens eine Aktor ist zur Erzeugung eines elektromagnetischen oder
magnetischen Gradienten ausgelegt ist, der sich entlang einer imaginéren
Ausbreitungslinie eines steuerbaren rdumlichen Gradientenfeldes erstreckt und die

imaginare Ausbreitungslinie von dem Zellsubstrat zu dem Trager verlauft.

Unter dem Begriff der Stimulation wird jede Einwirkung auf biologische Vorgange wie
das Wachstum, die Migration oder die Proliferation verstanden. Stimulationen kénnen
auch neutral oder negativ (Suppression) wirken. Die Stimulationszelle ist daher auch als
Suppressionszelle verwendbar.

Anteile von Zellen oder Geweben kénnen raumlich auf einem Zellsubstrat abgrenzbare
Zellen oder Gewebe, z. B. Zellen oder Gewebe, die auf einer bestimmten Teilflache
eines Zellsubstrats getragen sind, sein. Es kdnnen auch bestimmte Zell- oder
Gewebetypen sein, die stimuliert sind.

Unter einem Aktor sind nachfolgend alle Mittel zu verstehen, durch die mindestens ein
Gradient einer stimulierenden Wirkung auf die Zellen oder Gewebe hervorgerufen
werden kann. Stimulierende Wirkungen kdnnen férdernd (positiv), suppressiv (negativ)
oder neutral sein. Stimulierende Wirkungen kénnen vorzugsweise durch elektrische,
elektromagnetische, magnetische, chemische oder physikalische Stimuli hervorgerufen
werden. Der Aktor ist vorzugsweise so ausgeflhrt, dass der Gradient der durch ihn
hervorgerufene stimulierende Wirkung (Stimuli) r&umlich definiert, gerichtet und
intensitatsvariabel auf das Wachstum der Zellen und Gewebe einwirkt. Der Gradient
kann in seinen Eigenschaften, wie z. B. seiner Signalform, Starke, Betrag, Intensitat,
Richtung und Ausdehnung, hervorgerufen und veranderlich (dosierbar) sein.

Unter einem Gradienten wird hier die Ver&nderung einer physikalischen Gr6Be entlang
eines Weges verstanden. Beispielsweise nimmt die Magnetfeldstarke eines
Magnetfeldes mit der Entfernung von der Quelle des Magnetfeldes ab. In der Praxis ist
ein Gradient nur als ein rdumliches Gebilde erzeugbar, dass hier als Gradientenfeld
bezeichnet wird. Das Gradientenfeld ist im Idealfall symmetrisch um eine Achse
ausgebildet. Diese Achse wird hier zu Zwecken der anschaulicheren Erlauterung der
Erfindung als imagindre Ausbreitungslinie bezeichnet, durch die der oben genannte
Weg vereinfacht dargestellt ist. Eine Richtungsangabe des Verlaufs der imaginaren
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Ausbreitungslinie (z. B. vom Zellsubstrat zum Trager) ist neutral zu verstehen. Ein
Gradient kann vom Zellsubstrat in Richtung auf den Trager zu- bzw. abnehmen. Er
kann auch als ein wechselnder Gradient ausgebildet sein, d.h. die Richtung seiner Zu-
oder Abnahme kann wechselnd sein. Ein erzeugter Gradient wirkt vorzugsweise auch in
dem Zellsubstrat, um die dort vorhandenen Zellen und / oder Gewebe zu beeinflussen,
z. B. zu stimulieren. Im Folgenden wird zur Vereinfachung lediglich auf jeweils eine
imaginare Ausbreitungslinie Bezug genommen. Es ist den Fachmann klar, dass in einer
erfindungsgemaBen Stimulationszelle eine Mehrzahl von imaginaren Ausbreitungslinien
vorhanden sein kdnnen. Diese kdnnen zueinander parallel verlaufend vorhanden sein.
Sie kénnen in weiteren Ausflhrungen der Stimulationszelle auch voneinander

verschiedene Raumlagen (nicht parallel zueinander) besitzen.

Der Trager ist vorzugsweise ein Formkdrper, z. B. ein Implantatformkérper (Scaffold).
Der Trager kann grundsatzlich aus jedem Material bestehen. Vorzugsweise sind Trager
aber Formkoérper aus mindestens einem biodegradierbaren Material, aus mindestens
einem nicht-biodegradierbaren Material oder aus einer Kombination dieser Materialien
oder Gewebeersatzstoffe, wobei letzteren eine Form gegeben ist.

Unter der Oberflache des Tragers ist sowohl eine &uBere, einen Umriss des
Formkérpers bestimmende, Oberflache zu verstehen, als auch eine innere Oberflache,
wie sie insbesondere bei Formkorpern aus porésem Material oder bei Formkorpern,

aufweisend Vertiefungen und Hohlformen, zu finden ist.

Die Begriffe bio-degradierbar und degradierbar bedeuten, dass das betreffende Material
durch biochemische Reaktionen des Gewebes (z.B. enzymatisch) sowie

gegebenenfalls in Wechselwirkung mit biophysikalischen Prozessen abbaubar ist.

Das Oberteil und das Unterteil des Korpus kdnnen in weiteren Ausfihrungen der
erfindungsgemaBen Stimulationszelle auch gleichartig, z. B. zwei Halbschalen, oder
miteinander fest verbunden sein und einen geschlossenen Korpus, z. B. einen Zylinder,
bilden. Durch weitere Gestaltungsformen kénnen Unter- und Oberteil anders gestaltet
sein, so dass eine klassische Trennung in Unter- und Oberteil aufgeldst ist.

In einer vorteilhaften Ausfihrung der erfindungsgeméaBen Stimulationszelle ist

mindestens eine Medienzuflhrung und mindestens eine Medienabflhrung an
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mindestens einer Seite des Innenraums zur Zu- und Abflhrung eines Mediums

vorhanden.

Durch die Medienzufiihrung und die Medienabfiihrung ist eine Uberwachung der
Vorgange in der Stimulationszelle durch z. B. eine Analyse des zugeflhrten und des
abgefuhrten Mediums ermdglicht. Das Medium ist vorzugsweise elektrisch leitend und
dient der physiologischen Versorgung der Zellen oder Gewebe.

Nachfolgend werden unter dem Begriff des Wachstums von Zellen oder Geweben alle
mit einem Wachstum verbundenen Prozesse, wie z. B. Zellmigration, Differenzierung
und Proliferation, verstanden. Mit der erfindungsgemaBen Stimulationszelle sind
daneben auch Prozesse wie das Absterben und der Abbau von Zellen (Apoptose,

Suppression) stimulierbar und, optional, auch analysierbar.

Besonders vorteilhaft an der erfindungsgeméaBen Stimulationszelle ist, dass ein
gerichtetes Uberwachsen des Spalts durch die Zellen bzw. durch das Gewebe bewirkt
ist. Es ist ausdrucklich nicht erwlnscht, dass der Trager durch Zellen besiedelt wird, die
sich ungewollt aus dem Zellsubstrat 16sen und zu dem Tr&ger verdriftet werden. Ein
sehr glnstiger Effekt des gerichteten Uberwachsens des Spalts liegt darin, dass nur
diejenigen Zellen bzw. Gewebe den Spalt tats&dchlich Uberwachsen, die eine
Teilungsfahigkeit (Proliferationsfahigkeit) aufweisen. Zellen mit entsprechenden
Defekten werden wahrend des Vorgangs des Uberwachsens des Spalts entlang der
imaginaren ausselektiert oder deren Anteil an der Gesamtzahl der Uberwachsenden
Zellen wird zumindest deutlich reduziert. AuBerdem sollen die Zellen, die nach dem
Uberwachsen des Spalts mit dem Trager in Kontakt gelangen, an diesem adharieren.
Je nach Material und Oberflachenbeschaffenheit sowie der vorliegenden
Wachstumsbedingungen in dem Spalt wird auch die Adh&sion nur fir einen Teil der
Zellen erfolgreich sein. Der Trager ist im Ergebnis nahezu ausschlieBlich von Zellen
besiedelt, die eine gute Teilungsfahigkeit und auBerdem eine gute Fahigkeit zu

Adhasion an den betreffenden Trager aufweisen.

Die ermdglicht beispielsweise in vitro zu testen, welcher Trager flr einen spezifischen
Patienten Gberhaupt vertraglich ist. Dazu kann das Zellsubstrat mit Zellen oder Gewebe
des Patienten versehen sein. Es kdnnen, beispielsweise in parallel durchgefUhrten in

vitro Test verschiedene Trager verwendet werden und der beste Trager, der dann auch
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schon mit patienteneigenen Zellen besiedelt ist, verwendet werden. Es kann dem
Patienten auch ein entsprechender neuer, unbesiedelter Trager implantiert werden.
Anhand der Ergebnisse der Test kann in vivo eine Besiedlung des Tragers unterstutzt
werden, indem die bei dem Test als vorteilhaft erkannten Gradienten im Bereich des
Spalts zwischen Wundrands und Implantat (Trager) appliziert werden.

Die Zellen oder Gewebe kdnnen sowohl auf als auch in einem von dem Trager
verschiedenen Zellsubstrat vorhanden sein und werden daher durch das Zellsubstrat
getragen. Das Zellsubstrat ist in dem Innenraum der Stimulationszelle angeordnet.

Ein Zellsubstrat kann jedes Material oder jedes Stoffgemisch sein, durch welches Zellen
bereitgestellt sind, beispielsweise besiedelte oder beimpfte Nahrmedien wie Agarose,
Alginat, Mono- und Kokulturen.

Die erfindungsgemaBe Stimulationszelle ist auch zur Stimulation von Biofilmen, die
beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Algen und Protozoen gebildet sind, verwendbar.
AuBerdem konnen Mittel vorgesehen sein, mittels derer die Auswirkungen der

Stimulationen erfassbar und analysierbar sind.

Trager und Zellsubstrat kénnen im Verlauf des Wachstums mit einer groBen Zahl von
Zellen Uberdeckt werden, zwischen denen sich auch EZM ausbilden oder sich Gewebe
differenzieren kann. Nachfolgend ist vereinfachend von Zellen die Rede, wobei aber alle
moglichen zellbiologischen Strukturen und Einheiten sowie ein- und mehrzellige

Organismen umfasst sein sollen.

In einer bevorzugten Ausfihrung der erfindungsgeméaBen Stimulationszelle sind
mindestens zwei Elektroden vorhanden. Diese sind zur Erzeugung raumlich und zeitlich
definierter elektrischer und / oder elektromagnetischer Felder mit variabler Form,
Betrag, Richtung und Intensitat ausgestaltet. Die Elekiroden sind ausgewahlt aus einer
Gruppe, umfassend gegen das Medium elektrisch leitende Elekiroden, gegen das
Medium elektrisch isolierte Elektroden und aus aus gegen das Medium elekirisch
isolierten Elektroden und elektrisch leitenden Elektroden gebildeten Hybridelektroden.
Hybridelektroden stellen eine Kombination elektrisch isolierter und elektrisch leitender
Elektroden dar, entweder in dem Sinne, dass Teilbereiche der Hybridelektrode gegen
das Medium isoliert und andere Teilbereiche nicht isoliert sind oder, dass beide
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Elektrodentypen separat vorhanden sind, allerdings im Gegensatz zur separaten
Variante der beiden Elektrodentypen nur eine identische Ansteuermdglichkeit fur beide

Elektrodentypen besteht. Die Elektroden kbnnen segmentiert sein.

Es kbénnen in weiteren Ausflhrungen der Stimulationszelle auch Clusterelektroden
vorhanden sein, die aus zueinander rasterférmig angeordneten Elektroden und / oder

signaltechnisch ansteuerbaren Elektroden gebildet sind.

Es ist ferner méglich, dass der Stimulationszelle mindestens ein Magnetfelderzeuger als
einen Aktor zugeordnet ist, so dass die Stimulationszelle mindestens Uber Bereiche in
einem durch den Magnetfelderzeuger erzeugten Magnetfeld angeordnet ist. Der
Magnetfelderzeuger kann entlang oder um die Stimulationszelle beweglich sein. Der

Magnetfelderzeuger kann beispielsweise eine Magnetspule sein.

Beispielsweise kann der Magnetfelderzeuger als Aktor, aber auch andere Aktoren,
gegentber der Stimulationszelle sowie gegenlber dem Trager beweglich sein, wodurch
mittels eines Aktors Gradienten aus wechselnden Richtungen erzeugbar sind oder ein

Gradient Gber die Oberflache des Tragers fuhrbar ist.

Es ist ferner méglich, dass ein Hybridaktor vorhanden ist, durch den zeitgleich oder
aufeinander folgend voneinander verschiedene Gradienten hervorrufbar sind.
Beispielsweise koénnen durch einen Piezo-Stack sowohl elektrische als auch
mechanische Gradienten hervorgerufen sein. Die Gradienten kénnen gleicher oder
verschiedener Natur sein, z.B. kann ein elektrischer Gradient und ein
mechanotransduktorischer Gradient durch einen Hybridaktor hervorgerufen sein.

Der Aktor ist vorteilhaft so beschaffen, dass die von dem Aktor hervorgerufene
stimulierende Wirkung bestimmten Teilbereichen des Zellsubstrats zugeordnet und auf
diese begrenzt ist. Je nach Lage dieser Teilbereiche und Auspragung der
stimulierenden Wirkung, ist eine gerichtete Besiedlung des Tragers nur auf einer
Teilflache einer Oberflache des Tragers stimuliert.

Zu diesem Zweck konnen die Elektroden segmentiert ausgebildet sein. Durch eine
Segmentierung ist eine Erzeugung von elektromagnetischen oder magnetischen

Feldern mit rdumlich bestimmter Auspragung, z. B. des Verlaufs der Feldlinien sowie
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der Verteilung der Feldstarken, rdumlich wesentlich aufgeldéster mdglich als mit

unsegmentierten Elektroden.

In dem Innenraum kann mindestens eine Aufnahmevorrichtung zur Aufnahme des
Tragers oder eines Zellsubstrats angeordnet sein. Vorzugsweise ist die
Aufnahmevorrichtung so ausgebildet, dass zwischen einer Oberflache eines in der
Aufnahmevorrichtung befindlichen Tr&gers und einer Oberflache eines in der
Aufnahmevorrichtung befindlichen Zellsubstrats ein Spalt einstellbar ist, durch den die
einander zugewandten Oberflachen des Tragers und des Zellsubstrats voneinander
getrennt sind. In einer weiteren Ausfihrung kénnen auch mindestens zwei
Aufnahmevorrichtung so angeordnet sein, dass zwischen einer Oberflache eines in
einer Aufnahmevorrichtung befindlichen Tragers und einer Oberflache eines in einer
anderen Aufnahmevorrichtung befindlichen Zellsubstrats ein Spalt einstellbar ist, durch
den die Oberflachen des Tragers und des Zellsubstrats voneinander getrennt sind. Der
Trager und das Zellsubstrat kdnnen auch gemeinsam in einer entsprechend
ausgebildeten Aufnahmevorrichtung gehalten sein. Vorzugsweise ist durch mindestens
eine der Aufnahmevorrichtungen eine Positionierung des Tragers und / oder des

Zellsubstrats in dem Innenraum ermaglicht.

Eine bevorzugte Ausfuhrung der erfindungsgeméaBen Stimulationszelle ist dadurch
gegeben, dass der Trager und mindestens ein Gradient relativ zueinander beweglich
sind. Dies kann durch Relativbewegungen des Tragers, des Aktors oder als
kombinierter Bewegungsablauf beider ermdglicht sein.

In einer weiteren Ausflhrung der erfindungsgemaBen Stimulationszelle ist der Trager
temporar mit mindestens einem magnetischen Korper oder einem magnetisierbaren
Korper in mittelbaren oder unmittelbaren Kontakt stehend angeordnet. Dieser
magnetische Korper oder magnetisierbare Korper liegt mindestens teilweise im Bereich
der Feldlinien eines primaren magnetischen Feldes, so dass in dem magnetischen
Korper oder dem magnetisierbaren Korper durch das primare magnetische Feld ein
sekundares magnetisches Feld veranderbar ist. Unter einer Veranderung des
sekundaren magnetischen Felds wird auch dessen Erzeugung, z.B. bei einer
Magnetisierung eines magnetisierbaren Korpers, verstanden. Das sekundare

magnetische Feld ist beispielsweise als Quelle einer Induktion nutzbar.
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Ein Spalt im Sinne dieser Beschreibung ist ein rAumlicher Spalt. Dieser liegt vor, wenn
Tragerobjekt und Zellsubstrat tatsachlich voneinander beabstandet angeordnet sind. Es
ist bevorzugt, dass mindestens eine der Aufnahmevorrichtungen eine Positionierung
des Tragers und / oder des Zellsubstrats in dem Innenraum ermdéglicht. Der Spalt weist
eine Spaltbreite auf, die vorzugsweise bis zu einer Spaltbreite von 3 mm einstellbar ist.
Durch den Spalt ist eine in situ Situation zwischen einer Oberflache eines Tragers, z. B.

eines Implantatformkérpers, und einem Zellsubstrat, wie einem Gewebe, nachgebildet.

Um eine Analyse der Vorgénge in der Stimulationszelle zu ermdéglichen, kénnen die
Elektroden als Messmittel zur Messung elektrischer GréBen ausgestaltet sein. Es ist
ferner mdglich, dass weitere Messmittel zur Messung physikalischer GréBen

angeordnet sind.

Sehr glnstig ist es, wenn eine Auswerte-, Speicher- und Steuereinheit vorhanden ist,
die mit den Elekiroden und weiteren Messmitteln verbunden ist. Die Auswerte-,
Speicher- und Steuereinheit kann mit einer Datenbank in Verbindung stehen.

Physikalische Stimuli wie Druck oder Beschleunigungen sind einkoppelbar, wenn in
einer vorteilhaften Ausflhrung die Stimulationszelle mit einem gesteuerten Antrieb

verbunden ist, mittels dem die Stimulationszelle gesteuert bewegbar ist.

Die Aufgabe wird ferner durch ein Verfahren zur gerichteten Stimulation des
Wachstums von Zellen oder Geweben eines Zellsubstrats in Richtung auf einen von
dem Zellsubstrat durch einen Spalt getrennten Trager und zur Stimulation der Adhasion
von Uber den Spalt gewachsenen Zellen oder Geweben an dem Trager, gelést. Das
Verfahren umfasst die Schritte:

- Einbringen eines die Zellen oder Gewebe tragenden Zellsubstrats in einen
Innenraum einer Stimulationszelle;

- Einlegen eines Tr&gers in eine Aufnahmevorrichtung in dem Innenraum der
Stimulationszelle, wobei zwischen den sich zugewandten Oberflachen des
Zellsubstrats und des Tragers ein Spalt erhalten wird;

- Einbringen eines Mediums zur physiologischen Versorgung der Zellen oder
Gewebe in die Stimulationszelle;

- Hervorrufen mindestens eines dosierbaren, topischen elektromagnetischen oder

magnetischen Gradienten mit einer das Wachstum der Zellen oder Gewebe
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stimulierenden Wirkung, der sich entlang einer imaginaren Ausbreitungslinie
eines steuerbaren rdumlichen Gradientenfeldes erstreckt und
- Ausrichten der imagindren Ausbreitungslinie derart, dass diese durch den Spalt
von dem Zellsubstrat zu dem Trager verlauft.
Die stimulierende Wirkung kann bestimmten Teilbereichen des Zellsubstrats zugeordnet
und auf diese begrenzt hervorgerufen werden. Dabei ist es glnstig, wenn eine raumlich
gerichtete Besiedlung bestimmter Teilbereiche der besiedelbaren Bereiche, z. B. Uber

einen Spalt hinweg, stimuliert ist.

Das Medium kann gesteuert zugeflhrt werden, um das Medium regelm@Big zu

erneuern. Es kénnen verschiedene Medien zugeflUhrt werden.

Die stimulierende Wirkung ist ausgewahlt aus der Erzeugung elektromagnetischer
Felder, elektrischer Felder, magnetischer Felder und der Einkopplung physikalischer

Stimuli.

In einer vorteilhaften Ausfihrung werden MessgréBen, deren Messwerte infolge von
Reaktionen der Zellen und Gewebe auf die stimulierende Wirkung veranderlich sind,
erfasst und gespeichert. Es kdénnen initiale Messwerte mindestens einer MessgréBe zu
einem initialen Messzeitpunkt erfasst und gespeichert werden und die initialen
Messwerte als Referenzmesswerte flr zu spateren Messzeitpunkien erfassten

Messwerten verwendet werden.

Es ist ferner moglich, dass aus den Verdnderungen der zu verschiedenen
Messzeitpunkten erfassten und gespeicherten Messwerten Informationen Uber das
Wachstum der Zellen oder Gewebe abgeleitet werden. Die Messwerte kénnen zeit-
oder ortsaufgeldst oder zeitlich-6rtlich aufgeldst erfasst werden. Zudem kdénnen die
erfassten Messwerte graphisch dargestellt werden und die Informationen Uber das
Wachstum der Zellen oder Gewebe aus der graphischen Darstellung abgeleitet werden.

Ein Abgleich der Informationen mit einer Datenbank ist méglich.

Vorteilhafterweise kédnnen auf Grund der Messwerte Steuersignale zur Ansteuerung des
Aktors generiert werden, um den Gradienten zu verandern. Dadurch ist es mdglich,
gezielt auf das Wachstum der Zellen oder Gewebe zu reagieren.
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In einer weiteren Ausflhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann zwischen dem

Zellsubstrat und dem Trager ein Spalt mit einer Spaltbreite eingestellt werden.

Mittels der Erfindung wird eine Testanordnung mit gegentberliegenden Grenzschichten
inklusive Spaltbereich geschaffen, in dem ein mehrdimensionales Verfahren zur
Stimulation von in vitro Zell-/Gewebewachstum in einer definierbaren
Grenzflachensituation zwischen einem gewebeahnlichen Bereich und einem Bereich in
Gestalt von degradierbaren bzw. nicht degradierbaren Implantatoberflachen und / oder
Gewebeersatzstoffen realisiert werden kann. Prinzipiell sollen damit medizinisch
anzuwendende Verfahren auf ihre bioaktiven und / oder antiinflammatorischen
Wirkungen bezuglich humaner Zellen (Osteoblasten, Endothelzellen,
Plattenepithelzellen, Fibroblasten, etc.) sowie Bakterien, Pilze und anderer mikrobieller
Organismen, die einen Biofilm bilden kénnen, simulativ evaluiert und validiert, sowie
stimulativ und / oder suppressiv zur biologischen in vitro analog zur in situ Situation

und / oder in vivo in der aktuellen in situ Situation angewendet werden.

Um der zu simulierenden in situ Situation maximal nahe zu kommen, soll die

Stimulationszelle:

in allen raumlichen Dimensionen drehbar sein, um gravitative Aspekte des Zell-

und Gewebewachstums auszuschlie3en,

- definiert wipp-, kipp-, taumel-, ping-pong- und kreisschuttelbar sein, um Zell- und
Gewebewachstumsprozesse sowie auch die Biofilmentwicklung unter normalen,
alltdglichen und / oder definieten Kd&rperbewegungssituationen, wie
beispielsweise bei der Physiotherapie simulieren zu kbnnen,

- definierten Gradienten (beispielsweise Druck, Kraft und Oberflachenspannung)
aussetzbar sein, die korperlichen Belastungssituationen in situ vergleichbar sind,

- UOber Aufnahme- und Entnahmesysteme in Gestalt von Fassungen, Fixierungen
und Aufnahmerdumen far jeweils unterschiedliche, austauschbare Trager, z. B.
Implantatformkérper und Gewebeersatzstoffe, sowie flr unterschiedliche Mono-
und Kokulturen in Gestalt von beispielsweise Alginat- oder Agaroseblécken

besitzen,
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- Uber mindestens eine Medienzuflihrung und eine Medienabflhrung flr die
generelle Versorgung der Zell- und Gewebewachstumsprozesse sowie auch die
Biofilmentwicklung mit N&hr- und Sauerstoff fUr in vitro Langzeittest sowie fir ein

mikrobiologisches und / oder biochemisches Mikrotrépfchenmonitoring verfligen,

- einen Hbéhen-, Breiten- bzw. Abstandsverstellmechanismus flir unterschiedlich
dicke bzw. groBe, austauschbare Implantate und / oder Gewebeersatzstoffe
(Trager) sowie fir die Einstellung des definierten Abstands zu einem der
Trageroberflache gegenlberliegenden Zellsubstrat sowie zu den Aktoren

besitzen,

- Uber definierte fixe und / oder raumlich veranderliche, austauschbare Elektroden-
und / oder Spulenanordnungen inklusive zu applizierender Stimulationsprofile

(workflows) verflgen

- sowie, gegebenenfalls optional, mittels der erfindungsgemaBen Stimulationszelle
ein  biophysikalisches, nichttestabbrechendes  Monitoring-/  Controlling-
messverfahren durchfihrbar sein, welches komplementéar und komparativ zu den
mikrobiologischen Standardtest- und Prifverfahren benutzt werden kann, um
Bibliotheken zu erstellen und den Verlauf zu dokumentieren, mit dem Ziel, auf
zeit- und kostenaufwandige mikrobiologische Testverfahren verzichten zu

kdénnen.

Hintergrund der Erfindung ist dabei eine in vitro / in vivo / in situ Simulation, Evaluierung
und Validierung von Stimulations- und Suppressionsverfahren fur die in vitro bzw.
beschleunigte in situ Besiedlung von Implantaten mit autologen, humanen Zellen und
Geweben, z.B. flir eine verbesserte und/oder beschleunigte Ossifikation,
Osteogenese und / oder Osseointegration von Tragern unterschiedlicher Entwickler und

Hersteller mit moglichst geringem in vivo Einsatz.

Ziel der Erfindung ist es, mittels einer Aktor- und optionalen Sensor-
Verfahrensanordnung zur Erzeugung und gegebenenfalls Messung biophysikalischer /
(bio-)elektrischer / (bio-)magnetischer Parameter eine mehrdimensionale, statische oder
dynamische Stimulation mit optionalem Monitoring des Zell-/Gewebe-/mikrobiellen
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Wachstums bei in-vitro-Tissue-Management-Prozeduren an bzw. in funktionalen,

bioaktiven Trageroberflachen und / oder Gewebeersatzstoffen zu ermdglichen.

Dazu erfolgt in vitro eine Applizierung topischer Gradienten an humanen, autologen,
immortalisierten und / oder veranderten Zellen und Geweben, die in Art, Signalform,
Richtung und Betrag sowie im rdumlich-zeitlichen Verlauf variierbar sind, vorzugsweise
an dreidimensionalen Tragern zur Stimulation des Zell- und Gewebewachstums- sowie
von Biofilmbildungsprozessen durch mikrobielle Organismen. Die Zellen oder Gewebe
sind dabei bereits auf dem Tréger vorhanden oder gelangen in einen Wirkungsbereich
eines auf der Oberflache des Tragers hervorgerufenen Gradienten.

Es erfolgt

- eine in vitro Simulation von physiologischen oder additiv applizierten in vivo
Stimulationsprozessen des Zell- und Gewebewachstums sowie der

Biofilmbildung durch mikrobielle Organismen,

- eine Evaluierung und Validierung von topischen Gradienten an Oberflachen und /

oder in und an Scaffolds in vitro,

- eine Optimierung des Verfahrens und Anpassung der Aktoranordnung in vitro an

die in vivo bzw. in situ Situation,

- eine Extrapolation der in vitro Simulation auf die in situ Situation mit,
gegebenenfalls auch nachgelagerten, ex vivo und insbesondere nachgelagerten

in vivo Verfahrenskomponenten,

- eine definierte Besiedlung von Implantatkérpern beziehungsweise deren
Oberflachen beziehungsweise von resorbierbaren und / oder nicht resorbierbaren
Scaffolds mit autologen Zellen und Geweben zur individualmedizinischen
Optimierung der Primar- und Sekundarverankerung von Implantaten und zur
Vermeidung von Inflammationen durch mikrobielle Biofilmbildung auf
unbesiedelten Tragerbereichen wie Implantatoberflachen oder

Scaffoldinnenrdumen,
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- eine gezielte Beeinflussung von Adhasion, Proliferation, Migration oder
Differenzierung/ Dedifferenzierung von Zellen, Zellverb&nden, Zellschichten

sowie der Entwicklung der extrazellularen Matrix und

- eine gezielte Beeinflussung der Gewebsstruktur/-geometrie im Sinne einer
definierten Zellausrichtung mit anschlieBender Ausbildung eines gerichteten
Gewebeverbunds.

Es ist mdglich, eine mittels einer in vitro erfolgten Simulation gefundene Anordnung des
Aktors oder mehrerer Aktoren sowie ein workflow auf Situationen und Anwendungen in
vivo zu extrapolieren. Insbesondere kdnnen solche Anordnungen und workflows auf am
Korper tragbare oder implantierbare Vorrichtungen Ubertragen und angewendet

werden.

Anordnungsgemaln ist die duBere Gestalt der Stimulationszelle in ihren Dimensionen
und ihre Form sowie deren Aktoranordnung so zu gestalten, dass der Trager in seinen
in situ Dimension aufgenommen werden kann. In der Regel ist sie daflr als ein Quader
mit Aufnahmevorrichtungen flr den Trager ausgebildet. Bei rotationssymmetrischen
oder sphéarischen Tragern ist eine Zylinder-, Halbkugel- oder Kugelform sowie
Kombinationen daraus vorteilhaft.

Anordnungsgemaln ist die auBere Stimulationszelle gegentber dem innenliegenden
Trager fix ausgestaltet. Der von den Wanden der Stimulationszelle umschlossene
Trager kann fix oder beweglich gelagert sein. FUr besondere Hohlkérper kann die
Anordnung auch invers ausgebildet sein, d.h. es kénnen Teile der Stimulationszelle in
z. B. Hohlraume des Tragers ragen.

Anordnungsgemal ist der mindestens eine Aktor so angeordnet, dass er die
Gesamtoberflache des Tragers vorzugsweise in Teilflachen zerlegend mit
biostimulativen beziehungsweise suppressiven Gradienten definiert in Richtung, Betrag
und Signalform erreichen kann, ohne dass auf einzelne, im Innenraum anders liegende
Teilbereiche mit abweichenden, weniger biostimulativen beziehungsweise suppressiven
oder gar dem erfindungsgemaBen Anwendungsnutzen entgegenwirkenden Gradienten
eingewirkt wird. Bei planaren Oberflachen kdnnen die Teilbereiche maximal erweitert

werden oder zusammenfallen.
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AnordnungsgemaRBR erfolgt in vitro die Applizierung topischer elektrischer,
elektromagnetischer und mechanotransduktiver Gradienten / Stimuli Gber Aktoren
innerhalb wie auBerhalb der Stimulationszelle, die mindestens in einer Dimension an
den Wanden beziehungsweise im Zentrum der Stimulationszelle angeordnet sind.
Elektrische Stimuli werden Uber rdumlich und =zeitlich Stimulationsbereichen
zugeordneten Elekirodenanordnungen eingebracht. Gravitative, mechanotransduktive
sowie Beschleunigungsgradienten konnen uber eine entsprechende, vorzugsweise
dreh-, kipp- und/oder schwingbare, duBere Lagerung der Stimulationszelle in die
Stimulationszelle eingebracht sein. Oberflachenspannungs- sowie
Oberflachenenergiegradienten kénnen mittels temporér an oder in dreidimensionalen
Implantatformkdrpern platzierbaren magnetisierbaren Elementen, z. B. Schichten,
Hlllen oder Zylindern, Uber definiert zugeordnete magnetische Aktoren oder
mechanische Belastungseinrichtungen appliziert werden.

In der Regel sind die elekirisch, beziehungsweise elektromagnetisch, wirksamen
Aktoren in Gestalt von gegenuber dem leitfdhigen Medium innerhalb der
Stimulationszelle elektrisch leitenden und / oder elektrisch isolierten Elektroden sowie
als Magnetfeldspulen, z. B. paarweise an den Innen- oder AuBenwanden der
Stimulationszelle sich gegenlberstehend, angeordnet. Die Spulenanordnung kann auch
den Innenraum in mindestens einer Ebene umschlieBend ausgebildet sein. Die
Feldgeometrie der von den Magnetfeldspulen hervorgerufenen Magnetfeldern ist

variierbar.

Elektroden kénnen als elektrisch leitende, nicht-isolierte Elektroden ausgefihrt sein,
wodurch ein Stromfluss zwischen mindestens zwei Elektroden und durch das Medium
erméglicht ist. Mittels nicht-isolierter Elektroden sind auf Stromfluss beruhende
Messungen durchfihrbar. Sind die Elektroden elektrisch isoliert gestaltet, kbnnen mit
diesen elektrische und / oder elektromagnetische Felder in dem Innenraum erzeugt und
zur Messung verwendet werden. Die Elekiroden kdnnen in verschiedenartigen Formen
ausgebildet, z. B. streifen-, platten- oder punktférmig oder zu sogenannten Clustern
zusammengefasst, sein. Die Elektroden kbénnen fest angeordnet oder frei in dem
Innenraum positionierbar sein. Dadurch ist vorteilhaft eine hohe Flexibilitdt bei der
Gestaltung der Messanordnungen gegeben. Es k&nnen mehrere nicht-isolierte
Elektroden, mehrere isolierte Elekitroden und Hybridelektroden angeordnet sein. Von
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Vorteil ist es, wenn die Form, Anordnung und die Art und Weise der Erzeugung der
elektromagnetischen Felder eine ortsaufgeldste Erfassung der MessgréBen erlaubt. Die
Elektroden konnen auch segmentiert sein. Dies kann beispielsweise durch eine
raumlich definierte Anordnung einer Anzahl von Elektroden erreicht sein, wobei aus den
Unterschieden der MessgroBen je Elektrode und der Kenntnis der Anordnung der

jeweiligen Elektroden ein Ort der Erfassung der MessgréBen ableitbar ist.

AnordnungsgemaB kann an jeder beliebigen Teilflache des Zellsubstrats der
biostimulative und/oder suppressive Gradient in Gestalt einzelner Gradienten,
Gradiententberlagerungen und/ oder Gradientenumlenkung durch Hilfsgradienten/-
felder in Betrag, Richtung und Form topisch definiert und appliziert werden.

Anordnungsgeman ermoglicht die, beispielsweise axial- und / oder planarsymmetrische,
Verteilung und Platzierung der Aktoren in mindestens einer und vorzugsweise in allen
drei Raumachsen verfahrensgemaB eine topisch definierte Applizierung der (bio-
) stimulativen Gradienten an definierten Teilflachen des Tragers. So kdénnen bisher
bekannte oder neue Stimulationsverfahren, die vorzugsweise in einer Dimension
wirksam sind, mittels der Gesamtanordnung sowie einer rdumlich-zeitlich topisch
transformierenden Signal- und Aktorsteuerung auf dreidimensionale Trager angewendet

werden.

Anordnungsgemal ist uber die Fixierung des dreidimensionalen Tragers innerhalb der
Stimulationszelle auch Uber messtechnische Hilfsmittel, die Topographie bzw. deren
Teilflachenaufldsung des Formkdrpers und deren rdumliche Zuordnung zur Verteilung
und Ausgestaltung der Aktoren zu gewahrleisten, indem das Teilkoordinatensystem des
Tragers in das Hauptkoordinatensystem der Stimulationszelle in der nachgelagerten
Auswerte-, Speicher- und Steuereinheit integriert und als Dualoberflachensystem
(Innenoberflache der Zelle zur AuBenoberflache des Tragers) berechnet wird.

Anordnungsgeman kann es sinnvoll sein, dass die Aufnahmevorrichtung des Tragers
so ausgestaltet ist, dass der Trager selbst als Teil der Stimulationsaktorik bzw. der
optionalen Monitoringsensorik fungiert. Elektrische Stimuli kdnnen, beispielsweise unter
Nutzung eines leitfahigen Tragers oder eines leitfahigen Teilbereichs des Tragers als
Elektrode, eingebracht werden. GleichermaBen kann der leitfahige Trager oder dessen

Teilbereich auch als Messelektrode flr das Monitoring dienen. Mechanische Stimuli
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kébnnen beispielsweise auch durch direkte ortliche Beeinflussung (z. B. durch
Bewegungen, Drehungen oder Vibrationen) des Tragers eingebracht werden.

Anordnungsgeman kann es sinnvoll sein, dass der Trager an seinen Fixationspunkten
mit der Stimulationszelle beweglich angeordnet ist, so dass eine Rotation bzw.
Verschiebung dessen Oberflache gegenlber den stimulierenden Feldern mdglich ist,
mit dem Ziel, einen gréBeren Teil oder auch die gesamte Oberflache des Tragers in die
Richtung der stimulierenden Felder zu bringen bzw. zu verschiedenen Gradienten

dieser Felder ausrichten zu kénnen.

Anordnungsgeman kann es sinnvoll sein, dass durch den Aktor mehrere Stimuli-Typen
gleichzeitig applizierbar sind. So kdnnten als Elektroden ausgebildete Piezo-Stacks
gleichzeitig elektrische und mechanische Stimuli oder magnetisch bewegte Kérper oder
magnetisierbare Schichten gleichzeitig magnetische und mechanische Stimuli

applizieren.

Zur Anregung der Anordnung kénnen sowohl definierte Einzelfrequenzen als auch
ganze Bander von Frequenzen im Sinne eines Frequenzdurchlaufs sowie Gleichsignale
verwendet werden. Die anregenden Signale kdnnen auBerdem in ihren Amplituden und
ihrer Signalform variiert werden. Die in der Anordnung vorgesehenen Elektroden
konnen in mehrerlei Hinsicht variiert und unterschieden werden. Zum einen hinsichtlich
lhrer Verbindung mit einer leitfahigen N&ahrlésung / einem Medium in leitende (nasse)
und nichtleitende (trockene) Elekiroden in Gestalt elektrisch isolierter Elektroden wie
auch als elektrisch leitende, galvanische Elekiroden, zum anderen hinsichtlich ihrer
Geometrie, z. B. in Punkt-, Linien-, und Flachenelektroden, sowie ihrer Anordnung
untereinander, z. B. in Einzelelektrodenanordnungen, Rasteranordnungen und freie
Anordnungen. Weiterhin lassen sich theoretisch beliebige Kombinationen der
vorgesehenen Elektroden zur Anregung verwenden. Vorteilhafterweise werden dazu die
Aktoren untereinander oder mit unterschiedlichen Einzelelekiroden eines Rasters Uber
der Oberflache bzw. unter einem besaten Trager (Gradientenerzeugen entlang des
Tragers) oder einer Auswahl von Elekiroden der Raster realisiert.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen und Abbildungen

naher erlautert. Es zeigen:
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Fig. 1 ein erstes Ausflhrungsbeispiel einer erfindungsgemanen Stimulationszelle in
einer seitlichen Schnittzeichnung;

Fig. 2 das erste Ausflhrungsbeispiel der erfindungsgeméaBen Stimulationszelle in
der Draufsicht auf das Unterteil der Stimulationszelle;

Fig. 3 das erste AusflUhrungsbeispiel der erfindungsgemaBen Stimulationszelle in
der Draufsicht auf die Stimulationszelle mit aufgesetztem Oberteil;

Fig. 4 ein erstes Ausfihrungsbeispiel eines Aktors mit elektrisch isolierten und
elektrisch leitenden Elektroden;

Fig.5 ein zweites Ausflhrungsbeispiel eines Aktors mit elektrisch isolierten und
elektrisch leitenden Elektroden als eine Hybridelektrode;

Fig. 6  ein drittes AusfUhrungsbeispiel eines Aktors mit elektrisch isolierten und

elektrisch leitenden Elektroden als eine Clusterelektrode;

Fig. 7  ein zweites Ausflhrungsbeispiel der erfindungsgemaBen Stimulationszelle mit
einer vertikal angeordneten Magnetfeldspule;

Fig. 8 ein drittes AusfUhrungsbeispiel der erfindungsgemaBen Stimulationszelle mit
einer horizontal angeordneten Magnetfeldspule;

Fig. 9  ein viertes AusfUhrungsbeispiel einer erfindungsgeméaBen Stimulationszelle
mit einer horizontal angeordneten Magnetfeldspule;

Fig. 10 ein funftes Ausflhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle in

einer seitlichen Schnittzeichnung mit Aufnahmevorrichtung;

Fig. 11 ein sechstes Ausflhrungsbeispiel einer erfindungsgeméaBen Stimulationszelle

in einer seitlichen Schnittzeichnung mit Aufnahmevorrichtung;

Fig. 12 ein siebentes Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle

mit einem planaren magnetischem Korper in einer seitlichen Schnittzeichnung;
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Fig. 13 ein achtes Ausflhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle
mit einem planaren magnetisierbaren Koérper und Spalt in einer seitlichen

Schnittzeichnung;

Fig. 14 ein neuntes AusfUhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle

mit einem bogenférmigen magnetisierbaren Kérper in einer seitlichen Schnittzeichnung;

Fig. 15 ein zehntes Ausflhrungsbeispiel einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle
mit einem bogenférmigen magnetisierbaren Koérper und Spalt in einer seitlichen

Schnittzeichnung;

Fig. 16 ein elftes Ausfihrungsbeispiel einer erfindungsgeméBen Stimulationszelle in
Explosionsdarstellung und

Fig.17 ein Array von sechs erfindungsgeméBen  Stimulationszellen in
Explosionsdarstellung.

Eine erste Ausflhrung einer erfindungsgemaBen Stimulationszelle gemaB Fig. 1 weist
als wesentliche Elemente einen aus einem Unterteil 11 und einem Oberteil 14
bestehenden und einen Innenraum 10 umschlieBenden Korpus, sowie als Aktoren
fungierende Elektroden 1, die als elektrisch isolierte Elektroden 1a an AuBenseiten der
Wande des Unterteils 11 und des Oberteils 14, sowie elektrisch leitende Elektroden 1b
an den Innenseiten der Wande des Unterteils 11 und des Oberteils 14 angeordnet sind.
Ein als Trager 36 dienender Implantatformkérper (nicht gezeigt) aus einem
biodegradierbaren Material ist in dem Innenraum 10 angeordnet. In einer seitlichen
Wand des Unterteils 11 ist eine Medienzuflhrung 12 und in einer anderen Wand eine
MedienabfUhrung 13 zur Zu- und Abflhrung eines elektrisch leitenden Mediums M (nur
angedeutet) in und aus dem Innenraum 10 vorhanden. Damit kann die Stimulationszelle
an ein Pumpen- und Reservoir- sowie an ein Mikrotrépfchenentnahmesystem (alle nicht
gezeigt) angeschlossen werden, um die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung der Zellen
und Gewebe zu gewahrleisten. AuBerdem ist mit einer solchen Anordnung eine
definierte Druck- und Strémungsbelastungssituation im Spaltbereich temporér oder
periodisch oder dauerhaft, beispielsweise fir mechanotransduktive Simulation von
Belastungs- und / oder Bewegungssituationen, erzeugbar.
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Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dass alle Elektroden 1 rechteckig und planar ausgefthrt sind
und jeweils Uber Bereiche der Innen- beziehungsweise AuBenwande des Unterteils 11
und des Oberteils 14 (siehe Fig. 3) reichen. In StoBbereichen der seitlichen Wande des
Unterteils 11 sind Sackbohrungen mit je einem Innengewinde 15.1 vorhanden, die eine
l6sbare Befestigung eines Oberteils 14 (siehe Fig. 3) mittels Schraubverbindungen
erlauben. Der Trager 36 ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt.

Die Stimulationszelle mit aufgesetztem Oberteil 14 ist in Fig. 3 gezeigt.
Korrespondierend zu den Sackbohrungen mit Innengewinde 15.1 (siehe Fig. 2) sind in
dem Oberteil 14 Durchgangsbohrungen 15.2 vorhanden, durch die Schrauben (nicht
gezeigt) steckbar und in die Sackbohrungen mit Innengewinde 15.1 eindrehbar sind.
Dargestellt sind die elektrisch isolierten Elektroden 1a des Oberteils 14 und der
seitlichen Wande des Unterteils 11, sowie Medienzufihrung 12 und Medienabflhrung
13.

In Fig. 4 sind zwei Aktoren gezeigt, die je eine elektrisch isolierte Elektrode 1a und eine
elektrisch leitende Elektrode 1b aufweisen. Die elektrisch leitende Elektrode 1b ist von
der elektrisch isolierten Elektrode 1a umfangen und gegeneinander elektrisch isoliert.
Beide Elektroden 1 sind unsegmentiert und kdnnen als globale Elektroden bezeichnet
werden. Der quadratische gestaltete Aktor kann beispielsweise in Stimulationszellen
geman Fig. 1 bis 3 an den Grundflachen des Unterteils 11 und / oder des Oberteils 14
angeordnet sein. Der rechteckig gestaltete Aktor kann an seitlichen Wanden des
Unterteils 11 und / oder des Oberteils 14 angeordnet sein.

Eine Hybridelektrode umfasst geman des in Fig. 5 gezeigten Ausfihrungsbeispiels eine
gegen das Medium M elektrisch isolierte Elektrode 1a und eine elektrisch leitende
Elektrode 1b, die jeweils Uber Anschlisse 18 ansteuerbar sind. Eine solche
Hybridelektrode kann in dem Innenraum 10 einer Stimulationszelle angeordnet sein,
wodurch an den AuBenwéanden der Stimulationszelle angeordnete Elektroden 1 (siehe

z. B. Fig. 1) ersetzbar oder erganzbar sind.

Eine als Clusterelektrode ausgefuhrte Elekirode ist in Fig. 6 schematisch dargestellt.
Die Clusterelekirode besteht aus einer Anzahl von einzelnen elektrisch leitenden
Elektroden 1b, die, jeweils voneinander beabstandet, in einem Array angeordnet sind.

Das Array (Clusterelektrodenanordnung) ist von einer auBeren Elekirode 16 (globale
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Elektrode) umfangen. Zwischen der &uBeren Elekirode 16 und dem Array liegt ein als
Umrandung 17 bezeichneter Bereich. Die Umrandung 17 kann entweder als ein
elektrisch isolierender Bereich oder als eine Massereferenzelekirode ausgebildet sein.
Jede der Elektroden 1 des Arrays und die auBere Elektrode 16 weist je einen Anschluss
18 auf und ist Uber eine Anschlussleitung 60 mit einer Auswerte-, Speicher- und

Steuereinheit 65 verbunden (vereinfacht dargestellt).

In weiteren Ausflhrungen der erfindungsgemaBen Stimulationszelle kann das Array
auch von elektrisch isolierten Elekiroden 1a oder von Hybridelekiroden gebildet sein.

Eine Gegenelektrode zu einer Clusterelektrode kann eine weitere Clusterelektrode, eine
flachig ausgebildete elektrisch isolierte Elekirode 1a, eine flachig ausgebildete
elektrisch leitende Elekirode 1b (globale Elektroden) sowie eine Kombination der
vorgenannten Elektroden 1 sein. Mehrere Elektroden einer Clusterelektrode kdnnen

gemeinsam angesteuert sein.

Die Elektroden 1 kdnnen auch in Gestalt von orthogonal isoliert sich kreuzenden
Streifenelektroden sowie als Punkt-Ring-Elektrodencluster (nicht gezeigt) angeordnet

werden.

Durch die Auswerte-, Speicher- und Steuereinheit 65 sind die Elektroden 1 einzeln oder
in Gruppen ansteuer- und frequenzbasiert anregbar, um die Migration, Adh&sion,
Proliferation, Ausdifferenzierung und Ausbildung einer EZM, eine Bildung von Mono-
und Multilayern von Zellen, eine Maturierung oder die Biofilmbildung, Suppression

sowie weitere zellulare Prozesse zu stimulieren.

In Fig. 7 ist eine Stimulationszelle gezeigt, der in einer, in vertikaler Richtung der
Stimulationszelle verlaufenden, Ebene auf vier Seiten je eine Magnetfeldspule als je ein
Magnetfelderzeuger 19  zugeordnet ist. Die  Stimulationszelle und die
Magnetfelderzeuger 19 sind so zueinander beabstandet, dass die Stimulationszelle
mindestens bereichsweise in jedem der durch die Magnetfelderzeuger 19 erzeugten

magnetischen Felder liegt.

Entsprechend ist die in Fig. 8 gezeigte Stimulationszelle gestaltet, der
Magnetfelderzeuger 19 zugeordnet sind, die in einer, in horizontaler Richtung der
Stimulationszelle verlaufenden, Ebene angeordnet sind. Die Magnetfelderzeuger 19
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sind durch die Auswerte-, Speicher- und Steuereinheit 65 (nicht gezeigt) steuerbar. Die
magnetischen Felder sind hinsichtlich ihrer Parameter wie Geometrie und / oder

Feldstarken gesteuert variierbar.

Eine die Stimulationszelle in einer Ebene vollstdndig umschlieBende Anordnung eines
Magnetfelderzeugers 19 ist in Fig. 9 gezeigt. Kombinationen der vorgenannten

Magnetfelderzeuger 19 sind in weiteren Ausfihrungen der Stimulationszelle méglich.

Die Stimulationszelle kann mit einem gesteuerten Antrieb (nicht gezeigt) in Verbindung
stehen und mittels des gesteuerten Antriebs beweglich sein. Dadurch kann eine relative
Bewegung des Tragers 36 zu dem Aktor und einem durch den Aktor erzeugten

Gradienten bewirkt sein.

Eine weiterflhrende Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Stimulationszelle ist in
Fig. 10 schematisch gezeigt. In dem Innenraum 10 ist eine Aufnahmevorrichtung 30 zur
Aufnahme und Fixierung eines Tragers 36 in dem Innenraum 10 vorhanden. Die
Aufnahmevorrichtung 30 ist symmetrisch gestaltet und erlaubt die Aufnahme und
Fixierung zweier Trager 36 in Form je eines planaren Formkorpers. Die
Aufnahmevorrichtung 30 ist Uber je einen Verstellbereich entlang aller Raumachsen
verstellbar, so dass die Trager 36 innerhalb eines durch die Verstellbereiche
gegebenen Raums positionierbar sind. Der Innenraum 10 ist durch ein
wannenfdrmiges, nach einer Seite offenes Unterteil 11, sowie ein die offene Seite des
Unterteils 11 Uberdeckendes Oberteil 14 umschlossen. Aus Grinden der Darstellbarkeit
ist die Stimulationszelle hochkant gestellt gezeigt. Zwischen dem Oberteil 14 und dem
Unterteil 11 ist ein umlaufender Spalt zum Gasaustausch 21 vorhanden. An einer Wand
des Unterteils 11 ist an der AuBBenseite der Wand eine elektrisch isolierte Elektrode 1a
und an der Innenseite eine elektrisch leitende Elektrode 1b vorhanden. Die
Aufnahmevorrichtung 30 ragt orthogonal von der Wand des Unterteils 11 in Richtung
des Oberteils 14 und durchspannt den Innenraum 10. Entlang dieser Richtung werden
nachfolgend die einzelnen Elemente der Stimulationszelle beschrieben. In einem
Abstand und parallel zur Wand ist ein Trager 36 gehalten. Auf seiner der Wand
abgewandten Seite ist parallel zu dem Trager 36 ein Zellsubstrat 20 vorhanden, das
von dem Trager 36 durch einen gleichbleibenden Spalt 55 getrennt ist. Die dem Trager
36 abgewandte Seite des Zellsubstrats 20 ist einer flachig ausgebildeten elektrisch
leitenden Mittelelekirode 32b zugewandt und von dieser beabstandet. Die elekirisch
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leitende Mittelelektrode 32b ist einer elektrisch isolierten Mittelelekirode 32a zugewandt
und von dieser durch eine Isolation 33 getrennt. Der elekirisch isolierten Mittelelektrode
32a folgen eine Isolation 33, eine elektrisch leitende Mittelelektrode 32b, ein
Zellsubstrat 20, ein Spalt 55, ein Trager 36, eine elektrisch leitende Elekirode 1b und
eine elekirisch isolierte Elekirode 1a, wobei die elekirisch leitende Elektrode 1b und die
elektrisch isolierte Elekirode 1a durch eine Isolation 33 getrennt sind. Der
beschriebenen Anordnung von Elementen folgt das Oberteil 14. Die elektrisch isolierte
Mittelelektrode 32a und die elektrisch leitende Mittelelekirode 32b sind uber Anschllsse
18 ansteuerbar. In den oben und unten dargestellten Wanden des Unterteils 11 sind
jeweils eine elektrisch leitende Elektrode 1b und eine elektrisch isolierte Elekirode 1a
angeordnet. In der oberen Wand ist auBerdem eine Medienzufiihrung 12 und in der
unteren Wand eine Medienabflhrung 13 vorhanden. Die Aufnahmevorrichtung 30 ist
auch in sich verstellbar, so dass eine Spaltbreite des Spalts 55 einstellbar ist. Die
Spaltbreite ist im AusfUhrungsbeispiel bis 350 um einstellbar, sie kann in weiteren
Ausfihrungen auch bis 3 mm einstellbar sein. Ein Gradient ist entlang einer imaginaren
Ausbreitungslinie 56 erzeugbar, die senkrecht zur Oberflache des Zellsubstrat 20 und
des Tragers 36 verlauft. Die imagindre Ausbreitungslinie 56 dient der
Veranschaulichung der Ausrichtung des Gradienten und ist daher als Strichlinie gezeigt.
AuBerdem gibt die Strichlinie lediglich beispielhaft nur eine imaginare Ausbreitungslinie

56 wieder.

Ein sechstes Ausflhrungsbeispiel der erfindungsgemaBen Stimulationszelle weist
geman Fig. 11 ein nach oben offenes Unterteil 11 auf, an dessen unterer Wand und an
den seitlichen Wanden jeweils eine elektrisch isolierte Elekirode 1a und eine elektrisch
leitende Elektrode 1b angeordnet ist. Jede seitliche Wand weist eine Medienzuflhrung
12 und eine Medienabfiuhrung 13 auf. In weiteren Ausgestaltungen der
Stimulationszelle kénnen auch andere Anzahlen und / oder Anordnungen der
Medienzufihrung 12 und der Medienabflhrung 13 vorhanden sein. Der Innenraum 10
ist durch das Oberteil 14 abgeschlossen und Uber einen horizontal verlaufenden Spalt
zum Gasaustausch 21 mit der Umgebung verbunden. Das Oberteil 14 ist ohne
Elektroden 1  ausgefihrt. Im Bereich der Isolation 33 st eine als
Massereferenzelektrode ausgebildete Umrandung 17 vorhanden. Die Ausgestaltung der
Aufnahmevorrichtung 30 und der sonstigen Elemente der Stimulationszelle entspricht
Fig. 10. Die imagindre Ausbreitungslinie 56 verlauft bezlglich der Oberflache des
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Zellsubstrats 20, des Spalts 55 und der Oberflache des Tragers 36 nicht senkrecht,
sondern ist unter einem Winkel ungleich 90 °gerichtet.

Der Trager 36 kann in weiteren Ausflhrungen auch nicht-planar gestaltet sein. Die
Spaltbreite des Spalts 55 kann auch Uber seine Ausdehnung veranderlich sein.

Die Geometrie und Position des Zellsubstrats 20 kann der Geometrie und der Position
des Tragers 36 zur Gewahrleistung eines definierten Spalts 55 angepasst werden.

Die Geometrie der Stimulationszelle kann in der Gestaltung seines Oberteils 14 und
Unterteils 11 der Geometrie und Position der Trager 36 angepasst werden. Die Ober-
und Unterteile 14, 11 kdnnen eine Quader-, Zylinder-, Kugel- und / oder Halbkugelform

sowie alle zusammengesetzten Formen und deren Kombinationen aufweisen.

Die Trager 36 kénnen im Innenraum 10 bezlglich der Ober- und Unterteile 14, 11,
beweglich angeordnet sein. Eine dem Trager 36 geometrisch anpassbare Anordnung
des Zellsubstrats 20 kann ebenfalls vorteilhaft sein. In der Stimulationszelle kénnen
auch mehrere Trager 36 angeordnet sein.

In Fig. 12 ist eine Stimulationszelle, wie sie in Fig. 1 beschrieben ist, mit einer
Aufnahmevorrichtung 30 gezeigt, in der voneinander beabstandet zwei Trager 36 in je
einer Fixiereinrichtung 31 gehalten sind. Der Innenraum 10 ist mit einem Medium M
ausgefullt. Zwischen den Tragern 36 ist ein magnetischer Kérper 34.1 in Form einer
magnetischen Platte angeordnet. Der magnetische Korper 34.1 ist durch eine Isolation
33 umschlossen, die einen Kontakt des Mediums M mit dem magnetischen Korper 34.1
verhindert, um mogliche zytotoxische Wirkungen des Materials des magnetischen
Korpers 34.1 zu unterbinden. Der oben angeordnet dargestellte Trager 36 dient als
Gegenlager fir den magnetischen Kérper 34.1 und die Isolation 33 und wird nicht
besiedelt (passiver Trager 36). Durch die gezeigte Anordnung ist neben einer
Stimulation mittels eines magnetischen Feldes auch eine Kraft auf eine Seite der Trager
36 aufzubringen.

In weiteren AusfUhrungen der Stimulationszelle kénnen beide Trager 36 besiedelt

werden und in den Innenraum 10 eingebracht sein.
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Fig. 13 zeigt die Stimulationszelle, wie in Fig. 1, mit einer Aufnahmevorrichtung 30 mit
Fixiereinrichtungen 31, in der zwischen zwei parallel zueinander ausgerichteten Tragern
36 ein magnetisierbarer Korper 34.2 angeordnet ist. Zwischen den Tragern 36 ist eine
Isolation 33 zur elektrischen Isolation sowie zur Unterbindung zytotoxischer Wirkungen
des magnetisierbaren Kérpers 34.2 vorhanden. Jedem der Trager 36 ist auf der dem
magnetisierbaren Koérper 34.2 abgewandten Seite je ein, durch je einen Spalt 55
beabstandetes, Zellsubstrat 20 zugeordnet. Die imagindre Ausbreitungslinie 56 verlauft
senkrecht zu der Oberflache des Zellsubstrats 20, des Spalts 55 und der Oberflache
des Tragers 36.

Je eine Variation der in Fig. 12 gezeigten Stimulationszelle zeigen die Fig. 14 und 15. In
Fig. 14 ist ein halbkreisférmig gewdélbter Trager 36 der Aufnahmevorrichtung 30
gehalten. Der Trager 36 ist Uber seine distalen Bereiche in der Fixiereinrichtung 31
gehalten, wahrend unter einem zentralen Bereich des Tragers 36 ein kalottenférmiger,
nach oben gewdlbter Aufbau mehrerer Schichten vorhanden ist. Unter dem Trager 36
sind ein ebenfalls entsprechend gewdlbter magnetisierbarer Kérper 34.2, eine elektrisch
leitende Mittelelektrode 32b und eine Isolation 33 angeordnet.

In einer Ausfihrung gemaB der Fig. 15 sind Uber dem gewdlbten, zentralen Bereich des
Tragers 36 zusétzlich ein ebenfalls gewdlbter Spalt 55 und ein Zellsubstrat 20
vorhanden. Die imaginare Ausbreitungslinie 56 verlauft wiederum senkrecht zu der
Oberflache des Zellsubstrats 20, des Spalts 55 und der Oberflache des Tragers 36. Da
der Spalt 55 gewdlbt ist, sind die imagindren Ausbreitungslinien 56 an verschiedenen
Punkten entlang des Spalts 55 bezlglich des Innenraums 10 um entlang eines
Kreisausschnitts geschwenkt. Die beispielhaft gezeigten imaginaren Ausbreitungslinien

56 sind zueinander nicht parallel.

Wie in den Fig. 14 und 15 dargestellt, kann ein magnetisierbarer Korper 34.2
angeordnet sein. Wird diese Anordnung mit Magnetfelderzeugern 19 kombiniert, so
kann mittels magnetischer Felder mit einer definiert variierbaren Feldgeometrie ein
magnetischer Gradient erzeugt werden, der, vermittelt Uber den magnetisierbaren
Kérper 34.2, auf den Trager 36 wirken kann. Damit kénnen an der Oberflache des
Tragers 36 Spannungszustdnde bis hin zu Vibrationen erzeugt werden, wenn der
magnetisierbare Korper 34.2 sich zumindest in einem partiell nichthomogenen
Feldbereich befindet.
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In weiteren Ausflhrungen kann auch ein magnetischer Koérper 34.1 oder eine
Kombination von mindestens je einem magnetischen Korper 34.1 und einem

magnetisierbaren Korper 34.2 angeordnet sein.

In allen Ausflhrungen der Stimulationszelle kénnen als Elektroden ausgebildete Piezo-
Stacks gleichzeitig elektrische und mechanische Stimuli erzeugen.

Wie in den Figuren 16 und 17 dargestellt, kann die Stimulationszelle auch nichtfluidisch
als statisches System ausgebildet sein, in dem aber ebenso eine definierte

Spaltsituation mit gravitativ positiven wie negativen Gradienten erzeugt werden kann.

GemaB Fig. 16 wird zwischen einer in einer unteren Aufnahmeeinheit fir Trager mit
Fixier-/ Konvektionsbereichen 41 platzierten Trager 36 oder ein Trager mit Fixier-
/Konvektionsbereichen 42 mit gravitativ positiven Gradienten ein Spalt 55 mit einer
Spaltbreite von 350 pum zu einer Aufnahmeeinheit far Zellsubstrat mit
Fixier-/Konvektionsbereichen 43, beinhaltend ein Zellsubstrat 44, hergestellt, auf die
weiter aufbauend eine Aufnahmeeinheit 48 mit Fixier-/Konvektionsbereichen flr
horizontal zwei radiale Elektroden 45, die Uber einen isolierenden Spacer und Verbinder
47 verbunden sind, platziert werden konnen. Radiale Elektroden 45 sind uber vertikale
Bohrungen in Fixierbolzen einer Aufnahmeeinheit 48 mittels vertikaler Konnektoren 46
verbunden. Auf vorhandene obere Auflageflachen in der Aufnahmeeinheit 48 wird eine
weitere Aufnahmeeinheit flr ein Zellsubstrat mit Fixier-/Konvektionsbereichen 43
platziert, durch die Uber Distanzauflageflachen zu einer Aufnahmeeinheit far Trager mit
Fixier-/Konvektionsbereichen 41 platzierten Trager mit Fixier-/Konvektionsbereichen 42
mit gravitativ negativen Gradienten einen Spalt 55 mit 350 um hergestellt und eine

zusammengesetzte Stimulationszelle 49 gebildet ist.

In Figur 17 ist dargestellt, dass in einem gekammerten Unterteil 50 eines
Stimulationszellengehauses (6-well Format) zur Aufnahme von zusammengesetzten
Stimulationszellen 49 eine 6-well-formatige Stimulationszellenanordnung 51 realisiert
werden kann, die mit einem Oberteil 52 des Stimulationszellengehduses mit
Distanzbereichen flr Gasaustausch und Durchleitungséffnungen fir Konnektoren 46
abgeschlossen werden kann. Uber die Konnektoren 46 kann jede einzelne der sechs
zusammengesetzten Stimulationszellen 49 Gber Anschlussleitungen 60 mit der

Auswerte-, Speicher- und Steuereinheit 65 (beide nicht gezeigt) in Reihe, parallel oder
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einzeln geschaltet sein. Die Flachen der planaren, oberen wie unteren Trager mit Fixier-
/Konvektionsbereichen 42, die Distanzbereiche flr den Gasaustausch im Oberteil 52
sowie die Medienvolumina pro well sind analog zu 6-well-
Standardkultivierungssystemen parametrisierbar. Damit ist eine Vergleichbarkeit bei der

Durchfihrung von Untersuchungen gewéhrleistet.

Erfindungsgemal dient die Stimulationszelle einem nicht  dynamischen,
mehrdimensionalen Verfahren zur Stimulation von in vitro Zell- oder Gewebewachstum
in einer definierbaren Grenzflachensituation zwischen einem gewebedhnlichen Bereich
und einem Bereich in Gestalt von degradierbaren oder nicht degradierbaren Tragern 36;
mit anderen Worten fir die Stimulation von Wachstumsprozessen in einem in situ
ahnlichen dreidimensionalen Zell- oder Gewebebereich mit gegenlberliegenden
Grenzschichten inklusive eines Spalts 55.

Die Stimulation von Zellwachstumsprozessen in einer invivo /in situ &hnlichen
Situation erfolgt Uber ortsbezogene Erzeugung und zeitlichen Veradnderung elektrischer

Parameter einer Anordnung von Aktoren.
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Patentanspriche

1.

Stimulationszelle zur in vitro Stimulation von Zellen oder Geweben, mit einem

einen Innenraum umschlieBenden Korpus aufweisend je ein Oberteil und ein

Unterteil sowie mindestens einen Aktor zum Hervorrufen einer stimulierenden

Wirkung auf mindestens einen Anteil der Zellen oder Gewebe, dadurch

gekennzeichnet, dass

- in dem Innenraum (10) eine Aufnahmevorrichtung (30) zur Aufnahme eines
Zellsubstrats (20, 44) und eines Tragers (36) angeordnet ist, wobei nach
einer Aufnahme des Zellsubstrats (20, 44) und des Tragers (36) durch die
Aufnahmevorrichtung (30) ein Spalt (55) zwischen einander zugewandten
Oberflachen des Zellsubstrats (20, 44) und des Tragers (36) verbleibt und

- der mindestens eine Aktor zur Erzeugung eines elektromagnetischen oder
magnetischen Gradienten ausgelegt ist, der sich entlang einer imaginéren
Ausbreitungslinie (56) eines steuerbaren r&umlichen Gradientenfeldes
erstreckt und die imaginare Ausbreitungslinie (56) von dem Zellsubstrat (20,
44) zu dem Trager (36) verlauft.

Stimulationszelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
eine Medienzufihrung (12) und mindestens eine Medienabfihrung (13) an
mindestens einer Seite des Innenraums (10) zur Zu- und Abflhrung eines

Mediums (M) vorhanden ist.

Stimulationszelle nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens zwei Elektroden (1) als Aktoren vorhanden sind, wobei die
Elektroden (1) zur Erzeugung raumlich und zeitlich definierter elektrischer und /
oder elektromagnetischer Gradienten mit variabler Form, Betrag, Richtung und
Intensitat ausgestaltet sind.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektroden (1) segmentiert sind.
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Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass Clusterelektroden vorhanden sind, die aus zueinander
rasterférmig angeordneten Elekiroden (1) und / oder signaltechnisch
ansteuerbaren Elektroden (1) gebildet sind.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Stimulationszelle mindestens ein auBerhalb des
Innenraums (10) angeordneter Magnetfelderzeuger (19) als ein Aktor zugeordnet
ist, so dass die Stimulationszelle mindestens Uber Bereiche in einem durch den

Magnetfelderzeuger (19) erzeugten Magnetfeld angeordnet ist.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Hybridaktor vorhanden ist, durch den zeitgleich oder

aufeinander folgend voneinander verschiedene Gradienten hervorrufbar sind.

Stimulationszelle nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die
Aufnahmevorrichtung (30) so ausgebildet ist, dass der Spalt (55) einstellbar ist,
durch den die einander zugewandten Oberflachen des Tragers (36) und des
Zellsubstrats (20) voneinander getrennt sind.

Stimulationszelle nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens
eine der Aufnahmevorrichtungen (30) eine Positionierung des Tragers (36) und /
oder des Zellsubstrats (20) in dem Innenraum (10) ermdglicht, so dass neben
einer Positionierung des Tragers (36) auch eine relative Bewegung zwischen
Trager (36) und Aktor bewirkbar ist.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Trager (36) temporar mit mindestens einem
magnetischen Korper (34.1) oder einem magnetisierbaren Korper (34.2) in
Kontakt steht und dieser mindestens teilweise im Bereich der Feldlinien eines
primaren magnetischen Feldes liegt, so dass in dem magnetischen Korper (34.1)
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oder dem magnetisierbaren Korper (34.2) durch das primare magnetische Feld

ein sekundares magnetisches Feld veranderbar ist.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Elektroden (1) als Messmittel zur Messung elektrischer

GréBen ausgestaltet sind.

Stimulationszelle nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Stimulationszelle mit einem gesteuerten Antrieb

verbunden ist, mittels dem die Stimulationszelle gesteuert bewegbar ist.

Verfahren zur gerichteten Stimulation des Wachstums von Zellen oder Geweben

eines Zellsubstrats (20, 44) in Richtung auf einen von dem Zellsubstrat (20, 44)

durch einen Spalt (55) getrennten Trager (36) und zur Stimulation der Adhasion

von Uber den Spalt (55) gewachsenen Zellen oder Geweben an dem Trager (36),

mit den Schritten:

- Einbringen eines die Zellen oder Gewebe tragenden Zellsubstrats (20) in
einen Innenraum (10) einer Stimulationszelle;

- Einlegen eines Tragers (36) in eine Aufnahmevorrichtung (30) in dem
Innenraum (10) der Stimulationszelle, wobei zwischen den sich zugewandten
Oberflachen des Zellsubstrats (20, 44) und des Tragers (36) ein Spalt (55)
erhalten wird;

- Einbringen eines Mediums (M) zur physiologischen Versorgung der Zellen
oder Gewebe in die Stimulationszelle;

- Hervorrufen mindestens eines dosierbaren, topischen elekiromagnetischen
oder magnetischen Gradienten mit einer das Wachstum der Zellen oder
Gewebe stimulierenden Wirkung, der sich entlang einer imagindren
Ausbreitungslinie eines steuerbaren rdumlichen Gradientenfeldes erstreckt
und

- Ausrichten der imaginaren Ausbreitungslinie derart, dass diese durch den
Spalt (55) von dem Zellsubstrat (20, 44) zu dem Trager (36) verlauft.
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Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass MessgréBen, die
infolge von Reaktionen der Zellen und Gewebe auf die stimulierende Wirkung
veranderlich sind, erfasst und gespeichert werden.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die
stimulierende Wirkung bestimmten Teilbereichen des Zellsubstrats (20)
zugeordnet und auf diese begrenzt erzeugt wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass
die stimulierende Wirkung ausgewahlt ist aus der Erzeugung elektromagnetischer
Felder, elektrischer Felder, magnetischer Felder und der Einkopplung
physikalischer Stimuli.

Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass
initiale Messwerte mindestens einer MessgroBe zu einem initialen Messzeitpunkt
erfasst und gespeichert werden wund die initialen Messwerte als
Referenzmesswerte flr zu spéateren Messzeitpunkten erfassten Messwerten

verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass
aus den Veranderungen der zu verschiedenen Messzeitpunkten erfassten und
gespeicherten Messwerten Informationen Uber das Wachstum der Zellen oder
Gewebe abgeleitet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass

die Messwerte zeit- und ortsaufgeldst erfasst werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass
aufgrund der Messwerte Steuersignale zur Ansteuerung des Aktors generiert

werden, um den Gradienten zu verandern.
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21. Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass
zwischen dem Zellsubstrat (20) und dem Trager (36) ein Spalt (55) mit einer
Spaltbreite eingestellt werden kann.
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