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(57) Abstract: The invention relates to a universal
method for producing functional tissue. The subject
matter of the invention includes the method for
producing functional fusion tissue, the functional fusion
tissue that can be obtained by means of said method, and
the use of said functional fusion tissue, in particular as a
pharmaceutical preparation, drug, transplant, implant,
food, and test system. The invention relates in particular
to the production of functional cartilage tissue and bone
tissue from articular cartilage and bone.
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betriftt ein universelles Verfahren zur Herstellung von
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Arzneimittel, Transplantat, Implantat, Nahrungsmittel
und Testsystem. Die Erfindung betritft insbesondere die
Herstellung  von  funktionalem  Knorpel- und
Knochengewebe aus Gelenkknorpel und Knochen.
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Verfahren zur Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein universelles Verfahren
zur Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe. Gegenstand der
Erfindung ist auch das durch dieses Verfahren erhdltliche
funktionale Fusionsgewebe sowie dessen Verwendung insbesondere
als pharmazeutische Zubereitung, Arzneimittel, Transplantat,
Implantat, Nahrungsmittel und Testsystem. Die Erfindung
betrifft insbesondere die Herstellung von funktionalem

Knorpel- und Knochengewebe aus Gelenkknorpel und Knochen.

Obwohl Gelenkknorpel eine bemerkenswerte Widerstandsfadhigkeit
zeigt, hat dieses Gewebe kein oder ein sehr geringes Vermdgen
zur Selbstreparatur und unbehandelte Lasionen kdnnen
Osteocarthritis zur Folge haben. Dieses geringe Potential zur
spontanen Regeneration fihrte zur Entwicklung wvon
Zzelltherapien, wie der autologen Chondrozytentransplantation
(ACT), im Bestreben, eine funktionelle und schmerzlose
Reparatur von Gelenkknorpeldefekten bereit zu stellen.
Derartige Techniken k&nnen jedoch nicht die
Knorpelregeneration garantieren und es gibt bisher keine
ausreichenden Langzeitstudien. Demzufolge besteht hoher Bedarf
an Methoden zur Knorpelregeneration, beispielsweise beil jungen
aktiven Patienten mit traumatischen Ldsionen oder sogar mit

Symptomen einer Knorpeldegeneration.

Zahlreiche Studien wurden mit Chondrozyten durchgefihrt, die
aus Knorpel von Rindern, Kaninchen oder Schafen isoliert
wurden. Die erhaltenen Daten und derartige tierbasierte
Konzepte sind jedoch nicht auf die menschliche Situation

bertragbar. Detaillierte biochemische und molekulare Studien
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mit humanen Chondrozyten wurden von einer Reihe von Faktoren
behindert, wie der mangelnden Verfiligbarkeit von Humangewebe in
Verbindung mit der sehr geringen Anzahl von Zellen, die in
einer Biopsie verfiigbar sind, der begrenzten
Prolieferationskapazitédt und der hohen phdnotypischen

Instabilitdt kultivierter Chondrozyten.

Ein Chondrozyt (Knorpelzelle), ist eine aus Chondroblasten
hervorgehende und im Knorpelgewebe ansdssige Zelle. Zusammen
mit den Interzellularsubstanzen (extrazelluldre Matrix (EMZ)),

bilden die Chondrozyten die Hauptbestandteile des Knorpels.

Es ist bereits bekannt, durch Mimikry bestimmter Prozesse der
Embryonalentwicklung, z.B. menschliche Knorpelzellen
dreidimensional auf einer Agaroseunterlage zu kultivieren, so
dass Zellaggregate entstehen, die in ihrer
Differenzierungsfahigkeit den Monolayerzellen iliberlegen sind
und z.B. knorpeldhnliche Eigenschaften aufweisen. Diese
Eigenschaften, die mdglichst genau das native
Gelenkknorpelgewebe widerspiegeln, sind gekennzeichnet durch
die Expression von Kollagen II (Hauptstrukturprotein der
extrazelluldren Matrix des hyalinen Knorpels), wvon
Proteoglykanen, z.B. Aggrecan und dem intrazelluldren
chondrozytenspezifischen Protein S100. Dariiber hinaus ist es
wiinschenswert dass die Expression von Kollagen I, welches
wahrend der Zellvermehrungsphase in der Monolayerkultur
zwangslaufig hochreguliert wird, in den Zellaggregaten wieder
reduziert wird da dieses Protein im nativen Gelenkknorpel
praktisch nicht vorkommt. Die so generierten Zellaggregate
(Spharoide) werden seit 2002 beispielsweise von der Firma
co.don angeboten um damit vor allem kleinere
verletzungsbedingte Knorpeldefekte bei jlingeren Patienten zu

therapieren. Dazu wird dem Patienten kdrpereigenes
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Gelenkknorpelgewebe entnommen und die daraus isolierten Zellen
nach Vermehrung und 3D Kultur als Sphédroide (Chondrospheres®)
transplantiert. Jedoch sind die so hergestellten Zellaggregate
in ihrem Differenzierungsstatus begrenzt und zeigen hdufig nur
eine relativ schwache lokale Expression des wichtigen
Kollagens II sowie nur marginale Synthese von Proteoglykanen
bei jedoch relativ starker Expression des unerwiinschten
Kollagen I. Um die Differenzierung dieser Zellaggregate weiter
zUu verbessern, besteht die MOglichkeit das Kulturmedium mit
bestimmten biocaktiven Substanzen anzureichern. Dazu z&hlen
vorranging die vielfach in der Literatur beschriebenen
Wachstumsfaktoren TGF-Bl - 3 sowie L-Ascorbinsdure (Vitamin C)
als Kofaktor fiir die Kollagensynthese. Damit kann erreicht
werden in den Zellaggregaten, die in Gegenwart dieser Faktoren
kultiviert werden, vor allem die Proteoglykan- und Kollagen II
Synthese zu verstidrken. Allerdings reicht diese biochemische
Stimulation zum einen oftmals nicht aus, um die
Differenzierung der Knorpelzellen im 3D Zellaggregat sowelt zu
induzieren, dass knorpeltypische Konstrukte entstehen und zum
anderen ist der Einsatz von Wachstumsfaktoren wie TGF-f3
insbesondere fiir eine klinische Anwendung am Menschen
umstritten. Proteine der TGF-f- Familie regulieren eine
Vielzahl zelluldrer Prozesse wie z.B. Proliferation,
Differenzierung, Wachstum, Migration, etc., kdnnen aber auch
pathologisch an der Tumorentstehung beteiligt sein bzw. das
Wachstum bereits bestehender Tumoren fdrdern sowie deren

Metastasierung beglinstigen.

Da ohne eine gegebene Geriliststruktur die Selbstorganisation
eines Gewebes meist nicht gegeben ist, ist die Verwendung von
Gerilisten (Scaffolds) oftmals entscheidend, wie beispielsweise

beim Tissue Engeneering (TE) von BlutgefdRen. Dabei ist die
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Auswahl eines passenden Gerilists in der Praxis schwierig und

oft nicht mdglich.

Vinatier et al. (Current Stem Cell Research & Therapy (2009),
LNK-PUBMED: 19804369, Bd. 4, Nr. 4, S. 318-329) gibt einen
Uberblick {iber die Faktoren und Geriistmaterialen, die beim

Tissue Engineering von Knorpel verwendet werden.

Fleming et al. (Developmental Dynamics: An official
publication of the American Association of Anatomists (2010)
LNK-PUBMED: 19918756, Bd. 239, Nr. 2, S. 398-406) offenbart
die Herstellung kiinstlicher BlutgefdfRe, wobei zwei wvaskuldare
Sphdroide, die jeweils ein zentrales Lumen haben, zu einem
Sphdroid mit grdBerem Durchmesser und grdlerem zentralen Lumen

fusioniert werden.

Anderer et. al (International Journal of Artificial Organs
(2002), Milan, IT, Bd. 25, Nr. 7, S. 675) beschreibt ein
Verfahren zur in vitro Herstellung von autologem Fusionsgewebe
aus Knorpel, ohne jedoch die Fusion von Sphédroiden zu
erwdhnen. Das dadurch hergestellte Gewebe unterscheidet sich
von nativem Gewebe deutlich im Hinblick auf die Expression
extrazelluldrer Matrixproteine, die fir funktionales

Knorpelgewebe notwendig sind.

Die Kultivierung von humanen Zellen h in Form von
dreidimensionalen Zellaggregaten, z.B. in Form von sogenannten
Sphdroiden, ist bereits zur klinischen Anwendung am Menschen,
z.B. als autologes Knorpeltransplantat, zugelassen (DE 100 13
223).DE 100 13 223 betrifft ein Verfahren zur in vitro
Herstellung von dreidimensionalem Knorpel- und Knochengewebe
aus Knochen-, Knorpel- oder mesenchymalen Stammzellen. Dabei
werden die Zellen zundchst in einer Monolayerkultur und

anschlieBend in Suspension so lange kultiviert, bis ein



10

15

20

25

30

WO 2013/190088 PCT/EP2013/062991

Q

Zellaggregat entsteht, das zumindest 40 Vol % extrazellulére
Matrix beinhaltet, in welches differenzierte Zellen
eingebettet sind. In dem Verfahren werden Zellaggregate
dadurch hergestellt, dass Zellen fiir mindestens 1-2 Wochen in
Agarose beschichteten ZellkulturgefdBen kultiviert werden. DE
100 13 223 offenbart auch, dass je nach gewilinschter
GewebegrdBe mindestens zwei der entstandenen Zellaggregate
fusioniert werden, ohne jedoch konkrete Bedingungen fiir die
Fusion zu nennen. Die nach diesem Verfahren erzeugten Gewebe
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Funktionalitdt und
Expressionsmuster, insbesondere im Hinblick auf die Expression
von Kollagen Typ II, jedoch deutlich von den entsprechenden

nativen Geweben.

US 7 887 843 B2 offenbart ein Verfahren zur in vitro Erzeugung
von dreidimensionalem Knorpel- und Knochengewebe, wobei
Sphdroide aus Knochen-, Knorpel- oder mesenchymalen
Stammzellen dadurch hergestellt werden, dass 1 x 10° Zellen fir
mindestens zwei Wochen kultiviert werden. Die gemal US 7 887
843 B2 hergestellten Sphadroide haben nach einer Woche einen
Durchmesser von 500 - 700 um. Aus dieser Zellkultur erhdlt
man, ohne den Verfahrensschritt der Fusion von Sphéroiden,
nach 3 Monaten Fusionsgewebe mit einem Gehalt an
extrazelluldrer Matrix (EMZ) von 90 %. US 7 887 843 B2 nennt
die Moglichkeit, in einem zweiten Schritt zwei oder mehr
Sphdroide zu fusionieren, um grdblere Gewebestiicke zu erzeugen,
ohne hierfiir jedoch konkrete BRedingungen anzugeben. Anderer et
al. (Journal of Bone and Mineral Research (2002), New York,
NY, US, Bd. 17, Nr. 8, S. 1420-1429) offenbart ebenfalls ein
Verfahren zur in vitro Erzeugung von dreidimensionalem
Knorpelgewebe. Nach diesem Verfahren werden 1 x 10° oder 2 x

10° Chrondrozyten fiir 5 Tage, 2 Wochen, 1, 2 und 3 Monate
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kultiviert, um Spdhroide herzustellen. Die Nahrstoffversorgung

innerhalb der Sphidroide wird dadurch sichergestellt, dass nur

Sphdroide mit einer Grdlke von weniger als 800 Um verwendet
werden und wobei in einem zweiten Schritt 2 - 10 Spharoide

koalesziert werden kénnen. Die hierfiir verwendeten Sphdroide

haben einen Durchmesser von 350 - 500 pum. Anderer et al. zeigt

auch die Fusion von drei 16 Tage alten Spharoiden.

Die im Stand der Technik beschriebenen in vitro hergestellten
Knorpelgewebe zeigen keine Expressionsmuster essentieller
Matrixproteine wie Kollagen Typ II, die denen der nativen
Geweben &hnlich sind. Vielmehr weicht die Zusammensetzung der
extrazelluldren Matrix (EMZ), die in vitro von den
Chrondrozyten erzeugt wird, deutlich von der nativer
Knorpelgewebe ab. Die Zusammensetzung der EMZ ist jedoch
entscheidend filir die biologische Funktionalitdt des Knorpels,
beispielsweise die mechanische Belastbarkeit. Es besteht
deshalb ein Bedarf an neuen Techniken zur Erzeugung von
funktionalem Fusionsgewebe, insbesondere von funktionalem

Knorpelgewebe.

Die Erfindung stellt Techniken und Mittel zur Verfiigung, mit
denen funktionale Gewebe erzeugt werden kdnnen. Sie betrifft
funktionale Fusionsgewebe, die nach einem neuen Verfahren
hergestellt werden und die im Bezug auf ihre biologische
Funktionalitdt denen des nativen Gewebes entsprechen bzw.
weitgehend entsprechen. Beispielsweise findet sich eine sehr
hohe Ubereinstimmung im Hinblick auf die Expression von
Kollagen Typ II und spezifischen Proteoglykanen, wenn nach dem
erfindungsgemdben Verfahren erzeugtes in vitro Knorpelgewebe
mit nativem Knorpelgewebe verglichen wird. Das
erfindungsgemdle Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass

die in vitro Kultivierung in einer besonderen
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dreidimensionalen Umgebung (3D-Umgebung) durchgefiihrt wird.
Die erfindungsgemdle dreidimensionale Umgebung wird durch die
GroBe und Anzahl der verwendeten Sphdroide erreicht. Diese
dreidimensionale Umgebung bewirkt, dass die Sphdroide spontan
und selbststadndig fusionieren. Mit dem erfindungsgemdlien
Verfahren k&nnen, im Vergleich zu den im Stand der Technik
beschriebenen Verfahren, grdBere Fusionsgewebe in einer
kiirzeren Zeit hergestellt werden, was sich liberraschenderweise
als besonders vorteilhaft auf die biologische Funktionalitédt

des erzeugten Gewebes auswirkt.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von
funktionalem Fusionsgewebe, dadurch gekennzeichnet, dass

Sphdroide hergestellt und Sphdroide mit einem Duchmesser von
mindestens 800 Mm, vorzugsweise mit einem Durchmesser von 800
- 1400 um, ausgewahlt werden und wobei mindestens 5 Sphdroide
mit einem Durchmesser von mindestens 800 Mm, vorzugsweise mit

einem Durchmesser von 800 - 1400 um, fusioniert werden.

In dem erfindungsgemdlen Verfahren werden vorzugsweise Zellen
aus Gewebe humanen oder tierischen Ursprungs verwendet, die
aus dem Gewebe isoliert und aus denen die Sphéroide
hergestellt werden. In einer Ausfiihrungsform der Erfindung
werden Spdroide dadurch hergestellt, dass Zellen aus ihrer
normalen Umgebung isoliert und kultiviert, d.h. vermehrt

werden.

Durch die Isolierung der Zellen aus dem Gewebe
dedifferenzieren die Zellen in der Regel ganz oder teilweise.
Das erfindungsgemdle Verfahren eignet sich zur Herstellung von
funktionalem Fusionsgewebe aus dedifferenzierten Zellen. Eine
Ausfihrungsform des Verfahrens betrifft deshalb die Verwendung

von dedifferenzierten Zellen zur Herstellung der Sphdroide.
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Alternativ k&nnen aber auch nicht oder nur teilweise
dedifferenzierte Zellen zur Herstellung der Sphdroide

verwendet werden.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von

funktionalem Fusionsgewebe dadurch gekennzeichnet, dass

a) zellen aus Gewebe humanen oder tierischen Ursprungs

isoliert werden,

b) die isolierten Zellen in eine andere Umgebung gebracht und

vermehrt werden,

c) aus den vermehrten Zellen Sphédroide hergestellt werden,

d) finf oder mehr Sphdroide mit einem Durchmesser von 800 um,

vorzugsweise von 800 - 1400 um, fusioniert werden.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur
Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe dadurch

gekennzeichnet, dass

a) zellen aus Gewebe humanen oder tierischen Ursprungs

isoliert werden,

b) aus den isolierten Zellen dedifferenzierte Zellen

hergestellt werden,

c) aus den dedifferenzierten Zellen Sphdroide hergestellt

werden,

d) finf oder mehr Sphdroide mit einem Durchmesser von 800 um,

vorzugsweise von 800 - 1400 um, fusioniert werden.

In einer Ausfiihrungsform werden Sphidroide hergestellt, die

unterschiedliche Durchmesser haben und wobei 1n einem zweilten
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Schritt von den hergestellten Sphdroiden diejenigen ausgewdhlt
werden, die einen Durchmesser von mindestens 800 um,

vorzugsweise von 800 - 1400 um, haben.

In einer anderen Ausfiihrungsform werden direkt Sphdroide
hergestellt, die einen Durchmesser von mindestens 800 um,

vorzugsweise von 800 — 1400 um, haben. Sphidroide dieser GriBe
kénnen beispielsweise dadurch erhalten werden, dass 3 x 10°
bis 5 x 10° Zellen pro Well einer Mikrotiterplatte (96-Well-
Platte), vorzugsweise 4 x 10° zZellen pro Well, besonders
bevorzugt 3 x 10° Zellen pro Well ausgesat werden. Diese Zellen
kénnen 1 bis 3 Tage, vorzugsweise 36 bis 60 Stunden, besonders
bevorzugt 2 Tage kultiviert werden, um Sphédroide mit einer
GroBe von mindestens 800 Um, vorzugsweise von 800 - 1400 um

Durchmesser, herzustellen.

Fiir das Verfahren sind Spharoide besonders geeignet, die einen
Durchmesser von 800 um, 900 Mm, 1000 um, 1100 um, 1200 um,

1300 pm, 1400 um oder mehr haben.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren mit dem ohne
weitere Hilfen wie Geriliste funktionales Fusionsgewebe, auch
s~Fusionskultursystem”, ,Fusionskultur” und ,funktionales
Gewebe” genannt, hergestellt werden kann. Das mit diesem
Verfahren hergestellte funktionale Fusionsgewebe besteht dabei
aus Fusionen, d.h. mehreren miteinander fusionierten
Sphdroiden. Das mit Hilfe des erfindungsgemdBen Verfahrens
hergestellte funktionale Fusionsgewebe liegt vorzugsweise in

Form von Mikrogewebe vor.

~Funktionales Fusionsgewebe” bedeutet, dass das Gewebe
weitgehend dem nativen Gewebe entspricht oder mit nativem

Gewebe identisch ist. Im Sinne dieser Erfindung entspricht
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das funktionale Fusionsgewebe beispielsweise im Bezug auf die
Expression bzw. Expressionsmuster der extrazelluldren Matrix
weitgehend dem des nativen Gewebes , beispielsweise im Bezug
auf die Expression bzw. Expressionsmuster struktureller
Makromolekiile wie Kollagen, insbesondere Kollagen Typ II
und/oder Kollagen Typ I und/oder S100 Protein und/oder der
gewebespezifischen Proteoglykane, z.B. knorpelspezifische
Proteoglykane (bei funktionalem Knorpelgewebe, beispielsweise
Gelenkknorpelgewebe) . Der Nachweis der Expression bzw.
Expressionsmuster kann z.B. histologisch oder
immunhistologisch erfolgen. Bei funktionalem Fusionsgewebe
anderer Gewebetypen kann der Nachweis beispielsweise iiber
spezifische Oberflédchenproteine oder Komponenten der
extrazelluldren Matrix erfolgen, deren Expressionsmuster in
dem funktionalen Fusionsgewebe dem der betreffenden nativen

Gewebe entspricht bzw. weitgehend entspricht.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden fir die
Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe vorzugsweise Zellen
verwendet, die in engem funktionellen Zusammenhang stehen und
ein Gewebe bilden k&nnen oder Teil eines Gewebes sind,
beispielsweise Fibroblasten, Hepatozyten, Nervenzellen,
Osteoblasten, Osteoklasten, Keratinozyten. Das Gewebe, aus dem
die Zellen isoliert werden, ist beispielsweise ausgewdhlt aus
muskoskelletalem Gewebe, Skelettgewebe, Knorpel, Knochen,
Meniskus, Epithelgewebe, Bindegewebe, Stiitzgewebe,
Muskelgewebe, glatter Muskulatur, Herzmuskulatur,
Nervengewebe, Funktionsgewebe (Parenchym), Zwischengewebe
(Interstitium), Organgewebe, beispielsweise von Leber, Niere,
Nebennierenrinde, Magen, Bauchspeicheldriise, Herz, Lunge,
Haut, Augenhornhaut, subkutanem Gewebe, Verdauungstrakt,

Knochenmark, Gehirn, Schilddriise, Milz, Gelenk, Sehne. Das
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nach dem erfindungsgemdlen Verfahren hergestellte funktionale
Fusionsgewebe &dhnelt dabei dem nativen Gewebe hinsichtlich der
Zusammensetzung und Expression einer oder mehrerer
Komponenten, vorzugswelise von mindestens zwei Komponenten.
Funktionales Fusionsgewebe aus Chondrozyten entspricht dem
nativen Knorpelgewebe beispielsweise hinsichtlich der
Expression von Kollagen Typ I und Typ II, S100 Protein und /

oder gewebespezifischen Proteoglykanen.

Natives Gelenkknorpelgewebe hat eine anteilsmédRige
Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix von etwa 60 bis 80%
Wasser im Bezug auf das Feuchtgewichts des Knorpelgewebes. Der
hohe Wasseranteil ist wichtig fiir die mechanische
Belastbarkeit des Knorpelgewebes und zusammen mit den
Proteoglykanen fir die ,Schwammwirkung”. Neben Wasser enthalt
das native Knorpelgelenk die strukturellen Makromolekiile der
Matrix, wie Kollagene, Proteoglykane und nicht-Kollagen
Proteine. Dabei machen die strukturellen Makromolekiile etwa 20

bis 40% des Feuchtgewichts des Gelenkknorpelgewebes aus.

Das funktionale Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, hat
beispielsweise einen Wasseranteil von 50 bis 90 %,
vorzugsweise 55 bis 85 % oder 60 bis 80 %, besonders bevorzugt
65 bis 75 % oder 70 % bezogen auf das Feuchtgewicht des
funktionalen Fusionsgewebes. Das funktionale Fusionsgewebe hat

Q

beispielsweise 10 bis 50 % strukturelle Makromolekiile der

Q

Matrix, vorzugsweise 15 bis 45 % oder 20 bis 40 %, besonders
bevorzugt 25 bis 35 % oder 30 % bezogen auf das Feuchtgewicht
des funktionalen Gewebes. Dabei addieren sich die jeweiligen
Wasseranteile, strukturellen Makromolekiile und gegebenenfalls

welteren Bestandteile zu 100 %.
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Bei nativem Gelenkknorpelgewebe betrdgt der Kollagenanteil
60%, der Proteoglykananteil 25 bis 35% und der nicht-
Kollagenprotein- und Glycoproteinanteil 15 bis 20% im Bezug
auf das Knorpeltrockengewicht. Das Hauptkollagen ist dabei
Kollagen Typ II. Kollagen Typ II macht etwa 90 bis 95% des

Gesamtkollagengehalts des nativen Gelenkknorpelgewebes aus.

Funktionales Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, enthilt
beispielsweise 50 bis 70 %, vorzugsweise 55 bis 65 %,

besonders bevorzugt 60 % Kollagen im Bezug auf das

Trockengewicht des funktionalen Fusionsgewebes.

Funktionales Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, enthilt

Q

beispielsweise 15 bis 45 %, vorzugsweise 20 bis 40 % besonders
bevorzugt 25 bis 35 % Proteoglykane im Bezug auf das
Trockengewicht des funktionalen Fusionsgewebes. Der
Proteoglykangehalt der Fusionsgewebe, die nach dem
erfindungsgemdlen Verfahren aus humanen Chondrozyten
hergestellt werden, betrdgt nach quantitativer Bestimmung

beispielsweise 150 bis 550 pg, vorzugsweise 170 bis 500 ug
oder 200 bis 460 pg Proteoglykane pro mg Fusionsgewebe.

Funktionales Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, enthilt
Kollagen Typ II als eines der wichtigsten Bestandteile der
extrazelluldren Matrix im Gelenkknorpelgewebe und wird in
mindestens 70 bis 99 %, vorzugsweise 75 bis 97 %, besonders
bevorzugt in 80 bis 95% der Gewebeschnittfldche wvon Fusionen
exprimiert. Die prozentualen Anteile ergeben sich nach

computergestiitzter Auswertung oder Berechnung der positiven
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Immunfluoreszenz fiir das Protein Kollagen Typ II bezogen auf

die gesamte Gewebeschnittfldche der Fusionsgewebe.

Funktionales Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, enthilt
beispielsweise 80 bis 99 % oder mehr, vorzugsweise 85 bis 98 %
oder 80 bis 98 %, besonders bevorzugt 85 bis 97 % oder 90 bis
96 % oder 95 % Kollagen Typ II bezogen auf den

Gesamtkollagengehalt des funktionalen Fusionsgewebes.

Natives Gelenkknorpelgewebe des Menschen enthalt etwa 1 bis 5%
Knorpelzellen (Chondrozyten) im Bezug auf das Gewebevolumen.
Die Knorpelzellen sind dabei die essentiellen Produzenten der

Matrixmolekiile des funktionalen nativen Gewebes.

Funktionales Fusionsgewebe, das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren aus humanen Chrondrozyten hergestellt wird, enthilt
beispielsweise 0,1 bis 10 % oder 0,2 bis 8 %, vorzugsweise 0,4
bis 6 % oder 0,5 bis 5 %, besonders bevorzugt 0,7 bis 3 % oder
0,9 bis 1 % Chrondrozyten, die die extrazellulédren
Matrixmolekiile produzieren. Das funktionale Knorpelgewebe

enthdlt damit mindestens 70 bis 90 %, vorzugsweise mindestens

80 % EMZ.

FEine Ausfihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemidbes Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass 5
bis 10 oder mehr, vorzugsweise 6 oder 7, besonders bevorzugt 8
oder 9 Sphédroide fusioniert werden. In einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens werden 5 Sphdroide

zur Herstellung des funktionalen Fusionsgewebes fusioniert.

Mit dem Verfahren kann funktionales Fusionsgewebe

unterschiedlicher GroRe hergestellt werden. Einzelne Sphdroide

haben beispielsweise einen Durchmesser von ca. 750 - 1500 um,
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vorzugsweise von 800 - 1400 um, besonders bevorzugt von 1000 -

1300 um. Entsprechend der Anzahl der fusionierten Spharoide
ergibt sich daraus auch die Grdbe des funktionalen
Fusionsgewebes. Die Grdbhe des funktionalen Fusionsgewebes
hdngt neben der Anzahl auch von der Selbstanordnung (Form) der
fusionierten Einzelspharoide ab. Im bevorzugten Fall von 5
Einzelsphdroiden in der Fusion kdnnte man die Mable in etwa mit
2000 - 3000 pm x 3000 - 4000 pm angeben. Bei mehr als 5
Einzelsphdroiden sind die MaBe entsprechend gréber. Die Groke
kann beispielsweise histologisch bestimmt werden. Die

entsprechenden Methoden sind dem Fachmann bekannt.

Dabei ist die spezielle Anordnung der dedifferenzierten Zellen
an der Oberfldche von Einzelsphdroiden entscheidend sowie das
Vorhandensein mindestens eines Differenzierungsinduktors zur
Herstellung von funktionalen Fusionsgewebe. Die enge rdumliche
Anordnung von 5 oder mehr Sphdroiden stellt einen
Differenzierungsinduktor dar. Die Ndhe mehrerer Sphédroide
zueinander fithrt dabei nicht nur zur Koaleszenz
(Verschmelzung) mehrerer kleinerer Zellaggregate (Sphéroide)
sondern induziert auch die Redifferenzierung der
dedifferenzierten Zellen in den Sphdroiden und dem daraus
gebildeten Fusionsgewebe. Deshalb werden mit dem
erfindungsgemdben Verfahren nicht nur gréBere Mikrogewebe
erzeugt, sondern auch Mikrogewebe, die redifferenzierte Zellen
enthalten und in ihrer biologischen Funktionalitdt dem nativen

Gewebe ganz oder weitgehend entsprechen.

FEin erfindungswesentliches Merkmal ist deshalb die besondere
3D-Umgebung (auch besondere 3D-Kultur genannt) der Sphdroide
bei der Herstellung des funktionalen Fusionsgewebes. ,3D-
Umgebung” bedeutet, dass eine einzelne Zelle in jeder Richtung

mit einer anderen Zelle Kontakt aufnehmen kann. Die
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kugelartigen Sphédroide werden in einer besonderen ,3D-
Umgebung” auf engem Raum in Kontakt gebracht. Durch die
dadurch mégliche Kontaktaufnahme der Zellen im Randbereich der
einzelnen Sphdroide mit den Zellen im Randbereich der anderen
Sphdroide bilden sich Fusionsgewebe, d.h. es kdnnen grdlere
Gewebestiicke hergestellt werden. Die besondere 3D-Umgebung
wird erfindungsgemdl vorzugsweise dadurch erzeugt, dass die
Sphdroide sich spontan und selbststdndig in eine Position
bringen, in der sie ideal fusionieren k&nnen. Die ideale
Position ist beispielsweise dadurch gekennzeichnet, dass sich
Zell-Zell-Kontakte (Tight Junctions, Desmosomen und dhnliches)
ausbilden kénnen und die extrazelluldre Matrix-Bildung
induziert wird, wobei die gebildete EMZ die organotypischen
Figenschaften im Hinblick auf die Expressionsmuster aufweist.
Die besondere 3D-Umgebung bildet sich dann aus, wenn 5 oder
mehr Sphédroide mit einem Durchmesser von mindestens 800 uUm
fusioniert werden. Durch Fusion von 5 oder mehr Sphdroiden mit
einem Durchmesser von mindestens 800 um wird die Bildung von

funktionalem Fusionsgewebe induziert.

In einer Ausfiihrungsform werden die Einzelsphéroide,
vorzugsweise 5 Einzelsphdroide mit einem Durchmesser von
mindestens 800 um, auf eine konkave Kultivierungsoberfldache
aufgebracht, damit diese beim Aufbringen auf die Flé&che
selbstdndig (spontan) die ideale Position, d.h. Nihe
zuelinander einnehmen, um fusionieren zu kdnnen. In einer
Ausfihrungsform der Erfindung wird die konkave Oberfldche
durch ein Verfahren bereitgestellt, das die Schritte umfasst:
a) Agarose wird im Zellkulturmedium geldst und b) ein
definiertes Volumen, beispielsweise 100 ul, in ein
Kulturgefdl, beispielsweise in ein Well einer 96-Well-Platte,

mbglichst heil gegossen. Beim Abkiihlen wird die Agarose fest.
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Dies geschieht zeitlich versetzt von den Randern zur Mitte der
Kultivierungsschale hin, wodurch sich die Agaroseoberflédche an
den Seiten des Wells ,hochzieht” und sich insgesamt eine
ideale konkave Oberflédche ausbildet. Andere geeignete konkave

Fldchen lassen sich entsprechend herstellen.

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung werden die

Finzelsphdroide, vorzugsweise 5 Einzelsphdroide mit einem

Durchmesser von mindestens 800 Mm, auf eine
Kultivierungsoberfldche aufgebracht, die so strukturiert ist,
dass die Sphadroide vorzugsweise selbstdndig (spontan) die
ideale Position, d.h. N&he zueinander einnehmen, um
fusionieren zu kdnnen. Dabei ist die Kultivierungsoberflédche
so strukturiert, dass die Sphdroide nicht bevorzugt mit der
Kultivierungsoberfldche sondern bevorzugt miteinander in
Wechelswirkung treten. Eine entsprechend strukturierte,
geeignete Kultivierungsoberfldche ist beispielsweise eine

hydrophobe Oberflache wie beispielsweise Agarose.

Das erfindungsgemédBe Verfahren wird vorzugsweise in vitro
durchgefiihrt, um in vitro Mikrogewebe (funktionales
Fusionsgewebe) herzustellen. Dieses kann beispielsweise als
Transplantat, Implantat, Zubereitung, beispielsweise
Gewebezubereitung, Arzneimittel oder Nahrungsmittel oder fiir

Testsysteme verwendet werden.

Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Verfahren zur
Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe unter Verwendung
eines speziellen Kultursystems zusammen mit Faktoren, die die
Differenzierung férdern, aber ohne Zuhilfenahme von
Geriistmaterial. Das Verfahren umfasst zwei
Aggregationsschritte: Im ersten Aggregationsschritt werden aus

den isolierten Zellen, die teilweise oder ganz dedifferenziert
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sein kdnnen, einzelne isolierte Sphédroide hergestellt, die
dann im zweiten Aggregationsschritt der Fusionskultivierung in
Anwesenheit von Komponenten, die fir die Zellkondensation und
Zellkommunikation relevant sind (im Rahmen dieser Erfindung

sDifferenzierungsinduktor” genannt) weiter fusioniert werden.

Erfindungsgemdl werden im zweiten Aggregationsschritt mehrere
Schichten der Oberfldchen von in-vitro-Geweben, insbesondere
von Sphédroiden in engem Kontakt zueinander angeordnet
(erfindungsgemdl ,Kultivierung in 3D-Umgebung”) und dadurch
die mesenchymale Kondensation nachgeahmt. Der
Differenzierungsinduktor ist dabei die Zell-Zell- und/oder
Zell-Matrix-Wechselwirkung und / oder die Ausbildung von Gap

Junctions.

Erfindungsgemdl umfasst ist sowohl die Kombination wvon
mehreren einzelnen Sphédroiden mit bereits fusionierten Geweben

oder die Kombination von mehreren einzelnen Sphdaroiden.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemidbes Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens 1 x 10° Zellen / Well einer Mikrotiterplatte,
vorzugsweise 3 x 10° Zellen / Well, besonders bevorzugt 5 x 10°

Zzellen / Well oder mehr fusioniert werden.

nsDifferenzierungsinduktoren” im Sinne dieses Verfahrens sind
vorzugsweise mechanische und/oder chemische und/oder
biochemische Differenzierungsinduktoren. Als mechanische
Differenzierungsinduktoren sind beispielsweise die
Kultivierung in 3D-Umgebung mit mindestens 5 Shdroiden, die
Kultivierung in Gegenwart wvon mechanischen Stimuli wie
Druckapplikation, Kultivierung in Bioreaktoren wie Roting Wall
Vessel oder Spinner Flaschen geeignet. Als chemische

Differenzierungsinduktoren sind beispielsweise Ascorbinsdure,
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insbesondere L-Ascorbinsdure und Derivate von Ascorbinsdure
wie Ascorbat-2-phosphat geeignet. Als biochemische
Differenzierungsinduktoren sind beispielsweise Proteine wie
Proteine der TGF-R Superfamilie beispielsweise die TGF-J3
Isoformen (TGF-R1, TGF-B2, TGF-B3) und Bone Morphogenetic
Proteins (BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7), Growth
Differentiation Factor wie beispielsweise GDF-5 und GDF-10,
Insulin-like growth factor wie IGF-1 geeignet. Grundsétzlich
sind alle differenzierungsmodulierenden Substanzen als
Differenzierungsinduktoren geeignet, beispielsweise auch
Glucocorticoide wie Dexamethason. Differenzierungsinduktoren
im Sinne der vorliegenden Erfindung sind alle Komponenten und
Faktoren, die fir die Zellkondensation und Zellkommunikation
relevant sind oder die Zellkondensation und Zellkommunikation
beeinflussen. Erfindungsgemdl kdnnen ein oder mehrere
Differenzierungsinduktoren in dem Verfahren eingesetzt werden.
Die Brauchbarkeit einzelner Differenzierungsinduktoren sowie
die Eignung von Kombinationen von mehreren
Differenzierungsinduktoren kann vom Fachmann beispielsweise
anhand der Expressionsmuster von Kollagen Typ IT,
gewebespezifischen Proteoglykanen, Kollagen Typ I und/oder

S100 Protein lberprift werden.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemidbes Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass
der/die weiteren Differenzierungsinduktor(en) ausgewdhlt
werden aus den Differenzierungsinduktoren TGF-B zusammen mit
Ascorbinsdure, insbesondere TGF-B2 zusammen mit L-

Ascorbinsdure.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemdbes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass das

solide Gewebe, aus dem die Zellen isoliert werden, humanen
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oder tierischen Ursprungs ist. Das solide Gewebe kann ento-,
ekto- und/oder mesodermalen Ursprungs sein. Mesenchymale
Stammzellen (MSC) besitzen ein hohes Proliferations- und
Differenzierungspotential. Adulte mesenchymale Stammzellen
tragen zur Aufrechterhaltung und Regeneration des Stiitz- und
Bindegewebes, wie Knochen, Knorpel, Muskel, B&ndern, Sehnen
und Fettgewebe bei. Dariiber hinaus unterstiitzen sie Wachstum
und Entwicklung der Vorlduferzellen des Blutes im Knochenmark.
MSC aus unterschiedlichen Geweben (Knochenmark, Knorpel,
Fettgewebe, Muskel, Lebergewebe, Blut, Amnionfliissigkeit)
lassen sich kultivieren und in vitro in unterschiedliche

Gewebe ausdifferenzieren.

Das Verfahren zur Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe
ermdglicht, einzelne Zellaggregate zu einem grobleren
rsknorpeldhnlichen” Gewebe zu vereinen, welches dann auch
wesentlich verbesserte Eigenschaften hinsichtlich der
Differenzierung und der Gewebequalitat aufweist, was
schlieRlich eine Anwendung beispielsweise als in vitro
Testsystem filir die pharmazeutische Industrie oder als

Transplantat in der regenerativen Medizin beglinstigt.

Im Rahmen des erfindungsgemdlen Verfahrens werden vorzugsweise
tierische, insbesondere humane Zellen verwendet. Die Zellen
sind vorzugsweise adulte Zellen. Die Zellen sind
beispielsweise im Zellzvyklus arretierte Zellen. Vorzugsweise
werden frisch isolierte Zellen verwendet. Eine weitere
Ausfihrungsform der Erfindung betrifft ein erfindungsgemiles
Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen frisch
isolierte und/oder postmitotische tierische oder humane Zellen
sind. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
werden adulte humane Chondrozyten, insbesondere frisch

isolierte postmitotische Chondrozyten (Knorpelzellen)
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verwendet. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung werden adulte humane Knochenzellen, insbesondere

Osteozyten und/oder Osteoblasten verwendet.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemdbes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass
mehrere verschiedene Zellen verwendet werden, um komplexe
funktionale Gewebe herzustellen. Beispielsweise k&nnen Zellen

verwendet werden, die Chrondrozyten umfassen.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemdbes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass
dedifferenzierte Zellen durch Kultur in Monolayer hergestellt

werden.

Die Kultivierung der isolierten Zellen, beispielsweise in
Verfahrensschritt b), dient der Vermehrung der isoclierten
Zellen. Die Zellen werden dazu aus dem Gewebe isoliert und in
eine neue Umgebung gebracht, in der sie sich ideal vermehren.
Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt. Durch das
Einbringen von isolierten Zellen in die neue Umgebung kommt es
zur Dedifferenzierung der isolierten Zellen. Durch die
Dedifferenzierung verdndert sich die Funktionalitdt der
Zellen, was beispielsweise durch die verdnderten
Expressionsmuster von Kollagen Typ II, Kollagen Typ I,
gewebespezifischen Proteoglykanen und/oder S100 Protein
nachgewiesen werden kann. Eine Ausfihrungsform der Erfindung
betrifft ein erfindungsgemidles Verfahren, wobei die isolierten
Zellen dadurch vermehrt werden, dass sie in Monolayerkultur

kultiviert werden, beispielsweise fiir zwei oder mehr Passagen.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von

funktionalem Fusionsgewebe umfassend die Schritte
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a) Expansion isolierter Zellen, insbesondere von Chondrozyten

in einer Monolayerkultur unter Dedifferenzierung der Zellen,

b) Aggregation der isolierten und dedifferenzierten Zellen zu

Spharoiden,

c) Aggregation der Sphdroide unter Redifferenzierung der
Zellen durch Kultivierung in einer 3D-Umgebung
(Fusionskultivierung) gegebenenfalls in Gegenwart weiterer
Differenzierungsinduktoren wie beispielsweise TGF-B2 und /

oder L-Ascorbinsédure.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemdbes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass das
Verfahren einen weiteren Schritt umfasst, in dem die Bildung
von Sphdroiden angeregt wird. Dazu werden die isolierten bzw.
vermehrten bzw. dedifferenzierten Zellen in eine Umgebung
gebracht in der sich die Zellen bevorzugt an andere Zellen und
nicht an die Oberflidche der Umgebung anheften. Dazu kdnnen
beispielsweise Gefdle mit einer hydrophoben Oberflidche fiir die
Kultivierung verwendet werden. Eine weitere Ausfiihrungsform
der Erfindung betrifft deshalb ein Verfahren, wobei
dedifferenzierte Zellen im Anschluss an die Dedifferenzierung
auf einer hydrophoben Oberflidche, vorzugsweise auf einer
Agaroseschicht, kultiviert werden. Die Kultivierung auf

Agarose regt die Sphdroidbildung an.

FEine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein
erfindungsgemdbes Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass die
dedifferenzierten Zellen im Anschluss an die Dedifferenzierung
fiir 1 bis 5 Tage, vorzugsweise zwel Tage auf Agarose oder

einer anderen hydrophoben Oberfldche kultiviert werden.



10

15

20

25

WO 2013/190088 PCT/EP2013/062991

22

Der Nachweis der Dedifferenzierung und Redifferenzierung von
Chrondrozyten kann iber S100, Kollagen Typ II, Kollagen Typ I
und gewebespezifische Proteoglykane erfolgen. Die
Dedifferenzierung der Zellen zeichnet sich dadurch aus, dass
S100, Kollagen Typ II, gewebespezifische Proteoglykane
vermindert exprimiert werden und Kollagen Typ I verstadrkt
exprimiert wird. Die Differenzierung nativer Zellen und die
Differenzierung funktionalen Fusionsgewebes zeichnen sich
durch eine hohe Expression von Kollagen Typ IT,
gewebespezifischen Proteoglykanen, S100 Protein aus und durch

eine niedrige Expression von Kollagen Typ I.

Fiir die Kultivierung werden erfindungsgemdl {ibliche
Kulturmedien vorzugsweise ohne Zusatz von Antibiotika oder
Fungistatika verwendet. Dem Kulturmedium wird vorzugsweise
noch Serum zugesetzt, beispielsweise Humanserum in einer
Konzentration von etwa 1 % bis 20 %, vorzugsweise 5 bis 10 %.
Erfindungsgemdl geeignet sind alle iblichen Kulturmediem,
beispielsweise HAMs, Alpha-Medium, DMEM, MEM. Eine besondere
Ausfihrungsform des erfindungsgemdflen Verfahrens betrifft die
Verwendung von Alpha-Medium und HAMs F12 (1:1) als

Kulturmedium, wobei vorzugsweise L-Glutamin und Humanserum

zugesetzt werden.

Die Fusion der Sphadroide in dem erfindungsgemdBen Verfahren
erfolgt beispielsweise filir 3 bis 7 Wochen, vorzugsweise 4 oder
5 Wochen, besonders bevorzugt 6 Wochen. Die Fusion, z.B. gemal
Schritt d) des Verfahrens, wird in einer besonderen
Ausfiihrungsform mit 5 Sphéroiden / Well einer Mikrotiterplatte
und bevorzugt in Gegenwart von TGF-B2 und gegebenenfalls L-

Ascorbinsdure durchgefiihrt.
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Gegenstand der Erfindung ist auch funktionales Fusionsgewebe

erhdltlich durch ein erfindungsgemédles Verfahren.

FEine Ausfihrungsform der Erfindung betrifft funktionales
humanes Knorpelgewebe, das erhalten wird, wenn in dem
erfindungsgemdlben Verfahren humane Chrondrozyten als Zellen
eingesetzt werden. Das funktionale Knorpelgewebe ist dadurch
gekennzeichnet, dass der Kollagenanteil 50 bis 70 % und der
Proteoglykananteil 15 bis 45 % in Bezug auf das Trockengewicht
des funktionalen Knorpelgewebes betrédgt. Das funktionale
Knorpelgewebe ist weiterhin dadurch gekennzeichnet, dass der
Anteil des Kollagen Typ II 85 bis 98 % bezogen auf den
Gesamtkollagengehalt des funktionalen Knorpelgewebes

betrdgt. In einer anderen Ausfiihrungsform des Verfahrens wird
Kollagen Typ II in mindestens 80 - 95 % der
Gewebeschnittfldchen von Fusionen exprimiert, bezogen auf die
gesamte Gewebeschnittfldche des funktionalen humanen

Knorpelgewebes.

Die Erfindung umfasst beispielsweise funktionales
muskoskelletales Gewebe, funktionales Skelettgewebe,
funktionales Knorpelgewebe, funktionales Knochengewebe,
funktionales Meniskusgewebe, funktionales Epithelgewebe,
funktionales Bindegewebe, funktionales Stilitzgewebe,
funktionales Muskelgewebe, funktionale glatte Muskulatur,
funktionale Herzmuskulatur, funktionales Nervengewebe,
funktionales Funktionsgewebe (Parenchym), funktionales
Zzwischengewebe (Interstitium), funktionales Organgewebe,
beispielsweise funktionales Lebergewebe, funktionales
Nierengewebe, funktionales Nebennierenrindengewebe,
funktionales Magengewebe, funktionales
Bauchspeicheldriisengewebe, funktionales Herzgewebe,

funktionales Lungengewebe, funktionales Hautgewebe,
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funktionales Augenhornhautgewebe, funktionales subkutanes
Gewebe, funktionales Gewebes des Verdauungstrakts,
funktionales Knochenmark, funktionales Gewebe des Gehirns,
funktionales Schilddriisengewebe, funktionales Milzgewebe,
funktionales Gelenkgewebe, funktionales Sehnengewebe, das nach

dem erfindungsgemdlen Verfahren erhaltlich ist.

Beispielsweise umfasst die Erfindung nach dem Verfahren
hergestelltes funktionales Fusionsgewebe, das ein autologes,
xenogenes, allogenes oder syngenes Fusionsgewebe im Hinblick
auf den betreffenden Spender und Empfanger, Mensch oder Tier,
des fiir das Verfahren eingesetzten Gewebes bzw. der
eingesetzten Zellen ist. Die Erfindung umfasst insbesondere
autologes, xenogenes, allogenes oder syngenes funktionales

Knorpel- und Knochengewebe.

Die durch das erfindungsgemile Verfahren erhaltenen
Fusionsgewebe sind im Vergleich zu den im Stand der Technik,
insbesondere in DE 100 13 223 beschriebenen, nicht nur grober,
sondern auch in ihrer Funktionalitdt verschieden. Die
erfindungsgemdlben Fusionsgewebe sind aus redifferenzierten
Zellen aufgebaut, sie sind funktional und in ihrer Struktur
den nativen Geweben, aus denen die verwendeten Zellen isoliert

wurden, &dhnlicher bzw. sehr &dhnlich bzw. identisch.

Im Gegensatz zu dem in US 7 887 843 B2 erzeugten Gewebe werden
in dem erfindungsgemdlen Verfahren mehr Zellen {iber einen
kiirzeren Zeitraum kultiviert, um Sphdroide herzustellen. Die
dadurch erhalten Sphdroide sind grdBer und liberraschenderweise
in ihrer Funktionalitdt den nativen Geweben &dhnlicher. Das
nach dem erfindunggemdfen Verfahren aus Chrondrozyten
hergestellte Fusionsgewebe besteht aus 0,1 bis 10 % EZM-

Q

produzierenden Zellen und somit aus 90 bis 99,9 % EZM. Die mit
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dem in US 7 887 843 B2 beschrieben Verfahren hergestellten
Fusionsgewebe unterscheiden sich von den erfindungsgemélen
Fusionsgeweben hinsichtlich ihrer Funktionalitdt und der

Expressionsmuster von Kollagen Typ I, Kollagen Typ II und

gewebespezifischen Proteoglykanen.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung von
funktionalem Fusionsgewebe das nach dem erfindungsgemélen
Verfahren erhdltlich ist, beispielsweise als Implantat,
Transplantat, funktionales Ersatzgewebe, zur in vitro
Gewebekultivierung, zur Herstellung von gr&leren
transplantierbaren Geweben, zur Herstellung von in vitro und
in vivo Geweben, zum Tissue Engineering. Insbesondere betrifft
die Erfindung die Verwendung bzw. spezifische Anwendung des
erfindungsgemdlben Fusionsgewebes als autologes, xenogenes,
allogenes oder syngenes Implantat, Transplantat oder

Gewebezubereitung.

Gegenstand der Erfindung ist ein Implantat, Transplantat und
funktionales Ersatzgewebe erhdltlich nach dem
erfindungsgemdben Verfahren. Das in vitro oder in wvivo
hergestellte Implantat, Transplantat oder funktionale
FErsatzgewebe kann in das umliegende native Gewebe des
Empfdngers eingebracht werden. In dem nach dem
erfindungsgemdben Verfahren hergestellten funktionalen
Fusionsgewebe, d.h. auch in dem Implantat, Transplantat oder
funktionalem Ersatzgewebe findet keine Zellteilung statt. Wird
das funktionale Fusionsgewebe in natives Gewebe eingebracht,
dann heften sich die Zellen des funktionalen Fusionsgewebes an
das native Gewebe an (Adhdsion) und wandern in die Liicken ein
(Migration) ohne sich jedoch zu teilen. Dadurch ist eine

optimale Versorgung/Wiederherstellung gewdhrleistet, jedoch
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ohne das Risiko einer unkontrollierten Proliferation des

funktionalen Ersatzgewebes.

Alternativ kOnnen die mindestens 5 Sphéroide mit einer Grdohe

von mindestens 800 Um an die Stelle gebracht werden, wo das
Implantat, Transplantat oder funktionale Ersatzgewebe im
Empfanger lokalisiert sein soll und die Fusion in vivo
durchgefiihrt werden. Idealerweise wird dazu eine entsprechende

konkave Stelle an der Empfangerstelle vorbereitet.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung / spezifische
Anwendung des erfindungsgemédfBen funktionalen Fusionsgewebes

zusammen mit Sphéroiden.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Zubereitung,
insbesondere eine pharmazeutische Zubereitung oder eine
Gewebezubereitung, ein Arzneimittel, ein Transplantat oder ein
Implantat bestehend aus oder enthaltend funktionales
Fusionsgewebe, dass nach dem erfindungsgemdlen Verfahren
erhdltlich ist und gegebenenfalls weitere Hilfs- und

Zzusatzstoffe.

Gegenstand der Erfindung sind auch pharmazeutische
Zubereitungen, Gewebezubereitungen und Arzneimittel,
insbesondere Suspensionen und Ldsungen, insbesondere
Injektionsldsungen, die das erfindungsgemdle funktionale
Fusionsgewebe und ggf. weitere Hilfs- und Zusatzstoffe

enthalten.

Gegenstand der Erfindung ist auch die spezifische
therapeutische/pharmazeutische Anwendung einer
erfindungsgemdben pharmazeutischen Zubereitung, einer
Gewebezubereitung, eines erfindungsgemdlen Arzneimittels,

eines erfindungsgemdfien Transplantats oder Implantats zur
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Behandlung von Knorpeldefekten und / oder Knochendefekten,
insbesondere traumatischen Knorpeldefekten und / oder
Knochendefekten, Lasionen, insbesondere traumatischen
Lisionen, bei Knorpeldegenerationen, Knochendegenerationen,
Osteoarthritis, zur therapeutische Knorpel- und / oder

Knochenregeneration in vivo.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur in vitro
Herstellung von Nahrungsmitteln umfassend die Fusion wvon

mindestens 5 Sphdroiden mit einem Durchmesser von mindestens

800 Mm. Gegenstand der Erfindung ist auch das dadurch

erhdltliche Nahrungsmittel.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung des
erfindungsgemdblen Fusionsgewebes zum Testen von Wirkstoffen,
beispielsweise um neue Wirkstoffe zu Screenen, bekannte
Wirkstoffe zu verbessern oder zu validieren oder um filir einen
bekannten Wirkstoff neue Indikationen und Anwendungsgebiete zu
erschlielen oder im Rahmen der vorklinischen und klinischen
Priifung zur Datengenerierung und Prifung von Wirkstoffen oder

zur Testung von Schadstoffen.

Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem umfassend
funktionales Fusionsgewebe und gegebenenfalls weitere Zusatz-
und/oder Hilfsstoffe. Gegenstand der Erfindung ist ein

Testsystem, beispielsweise ein Test Kit, umfassend

a) funktionales Fusionsgewebe, eine entsprechende
Zubereitung, ein entsprechendes Arzneimittel, ein

entsprechendes Transplantat oder Implantat,

b) gegebenenfalls weitere Hilfs- und Zusatzstoffe und

c) Mittel zum Nachweis.
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Gegenstand der Erfindung ist beispielsweise auch ein in vitro
Testsystem filir die experimentelle Pharmakologie. Mit einem
solchen Testsystem kdnnen neue Wirkstoffe identifiziert und
neue und bekannte Wirkstoffe getestet werden, beispielsweise
der Effekt eines Arzneimittels auf Knochen und/oder Knorpel.
Desweilteren kann der Effekt von Substanzen, kiinstlichen oder
natiirlichen Ursprungs auf beispielsweise Knochen und/oder
Knorpel getestet werden, beispielsweise von Lebensmitteln,
Naturstoffen, LOsungsmitteln, Polymeren etc.. Ein solches
Testsystem kann damit beispielsweise AufschluB iiber die
Toxizitat und mdgliche Nebenwirkungen liefern und auch zur
Bestimmung von Grenzwerten und synergistischen Effekten wvon

Substanzen verwendet werden.

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch ein Verfahren zum

Testen von zu untersuchenden Substanzen umfassend die Schritte

a) Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe oder eines

Testsystems, das funktionales Fusionsgewebe umfasst;

b) das Inkontakt bringen einer zu testenden Substanz mit dem

funktionalen Fusionsgeweben aus a),

c) Bestimmung/Nachweis des Effekts der zu untersuchenden

Substanz auf das funktionale Fusionsgewebe.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zum Testen wvon

zUu untersuchenden Substanzen dadurch gekennzeichnet, dass

a) funktionales Fusionsgewebe, eine entsprechende
Zubereitung, ein entsprechendes Arzneimittel, ein

entsprechendes Transplantat oder Implantat,

b) mit einer oder mehreren zu untersuchenden Substanzen 1in

Kontakt gebracht wird,
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c) der Effekt von der/den zu untersuchenden Substanz (en) auf
das funktionales Fusionsgewebe, die Zubereitung, das
Arzneimittel, das Transplantat oder Implantat

nachgewiesen wird.

Im Stand der Technik ist der Einsatz der
Fusionskultivierungstechnik zur gezielten, verstérkten
Stimulation der Differenzierung von menschlichen Zellen
verschiedensten Ursprungs, vor allem Zellen samtlicher
muskoskelettaler Gewebe (nicht nur Knorpelzellen) nicht
bekannt. In DE 100 13 223 und Anderer und Libera, 2002 wurde
die Vereinigung von zweili einzelnen Sphdroiden zu einem
grdBeren Aggregat offenbart, jedoch nicht die Aggregation von

vorzugsweise 5 oder mehr Sphédroiden mit einer Grdbe von

mindestens 800 Um (besondere 3D-Umgebung der erfindungsgemilen
Fusionskultivierungstechnik) mit dem Hintergrund, dadurch die
Redifferenzierung der Zellen zu erreichen, die mit einer
gesteigerten Produktion knorpelspezifischer extrazellulédrer
Matrixbestandteile wie Kollagen II und Proteoglykanen
einhergeht. Die im Stand der Technik offenbarte Aggregation
diente vielmehr dazu, die Generierung eines groberen

Zellaggregates zu ermdglichen.

Die vorliegende Erfindung zur Herstellung von Geweben durch
Koaleszenz (Verschmelzung) von mindestensb5 kleineren
Zellaggregaten stellt gezielt groéBere, klinisch anwendbare
Gewebe zur Verfiligung, deren Struktur und charakteristische
Proteinausstattung dem menschlichen Originalgewebe sehr
dhnlich ist. Die spezielle Anordnung der Zellen an der
Oberflédche von Einzelsphdroiden und die resultierenden Zell-
Zellkontakte bei BReriihrung mit benachbarten Sphdroiden werden
dabei als neue Differenzierungsindukturen (Verstérker)

genutzt. Dabeil besteht ein wesentlicher Anspruch dieser neuen
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Technik zur in vitro Gewebekultivierung in der Bereitstellung
von grdleren transplantierbaren Geweben die sich am Vorbild
des jeweiligen natiirlichen Korpergewebes (beispielsweise am
Gelenkknorpel) orientieren. Diese Technik ist auf alle anderen

Gewebe ilibertragbar und damit universell einsetzbar.

Die vorliegende Erfindung ermdglicht es, Knorpeldefekte
verschiedener Gr&hle z.B. im Kniegelenk mit einer geringeren
Anzahl grdbBerer, besser differenzierter und funktionaler in
vitro Gewebe auszukleiden und so zu regenerieren. Ein weiterer
wichtiger Aspekt des erfindungsgemédfBen funktionalen
Fusionsgewebes ist, dass mit dem erfindungsgemidlen Verfahren
der Fusionskultur eine M6glichkeit gefunden werden konnte,
ohne den Einsatz differenzierungsfdrdernder Faktoren wie TGF-
R, beachtliche Knorpeleigenschaften des nativen Gewebes in den
funktionalen in vitro Geweben zu erzeugen. Zum Nachweis wurde
die Fusionskultur mit biochemischen Stimuli kombiniert, um
einen synergistischen Effekt hinsichtlich der
knorpelspezifischen Differenzierung zu zeigen. Die
Fusionskultur induziert im Basalmedium ohne jeglichen Zusatz
von Wachstumsfaktoren, Ascorbinsdure oder den Einsatz
synthetischer Gerilistmatrices die Differenzierung der
Knorpelzellen im funktionalen Fusionsgewebe effektiv und ist
deshalbden einzelnen Zellaggregaten (einzelnen Sphdroiden)
deutlich tiberlegen. Das erfindungsgemdle Verfahren ermdglicht
die Herstellung einer neuen Generation transplantierbarer
Gewebe fiir eine therapeutische Anwendung mit und ohne

zusdtzliche Wachstumsfaktoren.

FEine andere Anwendungsmdglichkeit betrifft die Verwendung der
in vitro hergestellten funktionalen Fusionsgewebe als Basis
fiir eine Plattformtechnologie zum Testen von Substanzen

beispielsweise in der pharmazeutischen Industrie, der
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chemischen industrie, der Lebensmittelindustrie.
Beispielsweise k&nnte damit im Bereich der rheumatischen
Erkrankungen ein Testsystem bereitgestellt werden um die
Physiologie von Knorpelzellen in gesunden und in arthrotisch-
induzierten Gewebeimitaten zu analysieren und zu vergleichen,
insbesondere auch im Hinblick auf das Ansprechen auf

vermeintlich therapeutische Substanzen.

Die Generierung kdrperahnlicher Gewebe durch die Fusion
einzelner Zellaggregate ist in vitro mit dem erfindungsgemidlen
Verfahren méglich. Es konnte gezeigt werden, dass die
isolierten Chondrozyten aus verschiedenen Patienten nach der
De-Differenzierungsphase im Monolayer allein durch die
Fusionskultur ohne den Zusatz bicaktiver Stimulanzien wieder
re-differenzieren. Dadurch erdffnet sich auch ein
L&sungsansatz fiir das vielfach auftretende Problem der
Donorabhangigkeit, so dass Gewebe mit replizierbaren
Figenschaften und &hnlicher Qualitdt aus Zellen verschiedener

Spender generiert werden kdnnen.

Die Verschmelzung mehrerer Zellaggregate (Sphéroide)
ermdglicht zu verschieden grolen Geweben eine deutlich
vielfdltigere Formmodellierung, so dass die vorzugsweise in
vitro gebildeten funktionalen Fusionsgewebe beispielsweise
ideal auf die entsprechende Gr&hke und Form des jeweiligen
Defekts angepasst und auch spezielle Formen wie z.B.
Meniskusgewebe konstruiert werden kdnnten. Um die
Gewebefunktionalitdt und die Qualitdtsmerkmale des
funktionalen Fusionsgewebes weiter zu verbessern, k&nnen
andere bekannte Methoden zur Stimulation der Differenzierung
ggf. zusdtzlich eingesetzt werden. Dazu zahlt, insbesondere
fiir Knorpelgewebe, die mechanische Stimulation z.B. iber

Druckapplikation (Kompression und Dekompression) oder die
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Kultivierung in speziellen Bioreaktoren und Spinner Flaschen,
um so die natilirlichen Vorgadnge und wirkenden Kridfte im Korper,
beispielsweise beim Laufen, zu simulieren. Dies sollte
einerseits das funktionale Fusionsgewebe optimal mit
Nahrstoffen versorgen und andererseits auch eine Weiterleitung
externer Signale (Mechanotransduktion) gewahrleisten, was
wiederum die Synthese extrazelluldrer Matrixkomponenten

anregt.

Besonders in einer Gesellschaft in der die Lebenserwartung der
Menschen stetig steigt, sieht sich das Gesundheitswesen
zunehmend mit degenerativen Erkrankungen der Gelenke und des
gesamten Bewegungsapparats, z.B. durch arthrotische
Abbauprozesse, konfrontiert. Somit besteht in Klinik und
Forschung ein groBler Bedarf an im Labor hergestellten
funktionalen Ersatzgeweben. Im bisherigen Stand der Technik
haben sich auf diesem Gebiet die erwdhnten Zellaggregate in
Form von Sphdroiden etabliert, die jedoch in ihrer
Regenerationskapazitdt und der behandelbaren DefektgrdBe klar
eingeschrédnkt sind. Die nun mit der Fusionskultivierung
herstellbaren funktionalen Fusionsgewebe stellen unter den
Techniken des ,Tissue Engineering”eine Verbesserung gegeniiber
einzelnen Zellaggregaten (Sphédroiden) und Fusionen mit nur 2
Sphdroiden dar. Mit dem erfindungsgemidlien Verfahren ist es
moéglich differenzierte, formbare Kdrpergewebe verschiedener
Grohke zu generieren. Die Verwendung des funktionalen
Fusionsgewebes zur Entwicklung von anwendbaren Geweben zur
Nachbildung von K&rpermaterialen verschiedenen
muskoskelettalen Ursprungs z.B. flir den Einsatz in der
regenerativen Medizin und in der pharmazeutischen Industrie,

zur Untersuchung und zum besseren Verstédndnis von
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Erkrankungsmechanismen und als Plattform zum Testen neuer

Medikamente.

Im Rahmen dieser Erfindung wurden ein Modell fiir die In-vitro-
Chondrogenese mit Implikationen fiir sowohl die
Grundlagenforschung als auch klinische Ansdtze erstellt. Es
wurden humane Chondrozyten verwendet, um knorpelartige
dreidimensionale In-vitro-Mikrogewebe unter Verwendung der
erfindungsgemdben Fusionskultur zusammen mit die
Differenzierung férdernden biocaktiven Molekiilen, jedoch ohne
Zuhilfenahme jedweden Geriistmaterials zu erzeugen. Nach der
Expansion isolierter Chondrozyten in einer Monolayerkultur,
begleitet von der Dedifferenzierung der Zellen, waren addquate
chondrogene Stimuli zur Redifferenzierung erforderlich.
Einerseits durch Kultivieren wvon Chondrozyten in einer 3D-

Umgebung und andererseits durch Zugabe von Wachstumsfaktoren,

wie transformierendem Wachstumsfaktor-beta-2 (TGF-f2) und L-
Ascorbinsdure, als Antioxidans fiir die Prolylhydroxylase, die

fiir eine einwandfreie Kollagensynthese wichtig ist.

Da die mesenchymale Kondensation einer der friihesten Schritte
wdhrend der Entwicklung vieler Gewebe, wie Knochen, Muskeln,
Nieren oder Knorpel, ist, ahmt die Kultivierung wvon humanen
Chondrozyten in einer 3D-Umgebung in vitro in Form von
Sphdroiden diesen Aggregationsprozess von mesenchymalen Zellen
als den ersten Schritt der embryonalen Chondrogenese nach.
Dariiber hinaus stellt die Kombination von mehreren einzelnen
Sphdroiden mit fusionierten Geweben als ein zweiter
Aggregationsschritt eine neue Methode bereit, die iiberraschend
die Differenzierung von knorpelartigen In-vitro-Geweben
fordert. Um die Qualitdt der erzeugten knorpeligen Konstrukte
zu evaluieren, wurden Differenzierungsmarker verwendet. Von

diesen Markern ist Kollagen Typ II das kennzeichnende Protein
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fiir hyalinen Knorpel, wohingegen die Expression von Kollagen
Typ I dazu verwendet wird, dedifferenzierte Regionen, die
fibr&sem Bindegewebe dhneln, in den In-vitro-Geweben
nachzuweisen. Dariiber hinaus ist ein hoher Gehalt an
Proteoglykanen fiir funktionalen Knorpel wichtig und auch das
kleine intrazelluldre Protein S100 ist ein Indikator fiir
differenzierte Knorpelzellen. Obwohl S100 eher selten als
Marker fir Chondrozyten verwendet wird, kann es Knorpel- und
Chondrozytendifferenzierung demonstrieren, da bekannt ist,
dass eine verminderte S100-Expression in humanen
Gelenkchondrozyten mit kumulativen Populationsverdopplungen
korreliert. Die verschiedenen S100-Proteine, z. B. S100A1 und
S100B, sind an einem breiten Spektrum von intrazellulédren
Prozessen, wie Zell-Zell-Kommunikation, Zellform, Zellstruktur
und —-wachstum, jedoch auch an der intrazelluléren
kalziumabhdngigen Signaltransduktion beteiligt und sie

verhalten sich Zytokinen &dhnlich.

Die Chondrozyten wurden filir etwa 40 Tage in einer 3D-Umgebung
kultiviert, die partiell mit Differenzierungsfaktoren
angereichert war. Die konstruierten knorpeligen Mikrogewebe
wurden histologisch und immunhistochemisch analysiert, um die
Menge und Verteilung von gewebespezifischen Matrixkomponenten
zu bestimmen. Da das Vorliegen von Knorpelmatrixmolekiilen und
wichtigen Markern auf der Proteinebene fiir die
Qualitédtsbeurteilung der erzeugten Mikrogewebe von Bedeutung
ist, wurden in situ histologische und immunhistochemische
Nachweistechniken verwendet. Es wurde die In-vitro-
Chondrogenese durch gealterte humane Chondrozyten in der
erfindungsgemdlen dreidimensionalen ,Zwei-Schritt”-
Fusionskultur sowie die Bildung von knorpelartigen

Mikrogeweben ohne Verwendung jedweden Geriists oder tragenden
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Gelmaterials demonstriert. Die erfindungsgemdlen Fusionsgewebe
sind ein Modellsystem fiir das Studium sowohl des Metabolismus
der betreffenden Zellen, z.B. von Chondrozyten und deren
Aktivitdt in einer dreidimensionalen Konfiguration. Dariiber
hinaus sind die erzeugten Fusionsgewebe, z.B.
Knorpelmikrogewebe bei einer autologen Anwendung als

Transplantate geeignet, insbesondere fir traumatische Defekte.

Im Zellzyklus arretierte Chondrozyten, die aus Knorpelgewebe
isoliert worden waren, begannen erneut, sich in einer
Monolayerkultur zu vermehren. Wenn sie als Monolayer
serienkultiviert wurden, hdrten sie auf, knorpelspezifische
Makromolekiile zu synthetisieren und ersetzten sie durch
Molekiile, die normalerweise von mesenchymalen Zellen von

anderen Bindegeweben exprimiert werden.

Im Stand der Technik ist bekannt, einen
chondrozytenspezifischen Phédnotyp in verschiedenen
Kultursystemen zu konservieren. Gute Ergebnisse wurden
erzielt, indem humane Chondrozyten auf biologisch abbaubaren
Gerilisten (Scaffolds) geziichtet wurden. Die meisten
synthetischen Polymermatrizes neigen jedoch dazu, sich bei
einem deutlich sauren pH-Wert zu zersetzen, was sich als
schadlich fiir implantierte Zellen und umliegende Gewebe
bewiesen hat. Des Weiteren ist der Einfluss des
Gerlistmaterials auf das Chondrozytenverhalten und die Zell-
Zell-Wechselwirkungen oftmals schwer zu unterscheiden. Im
Gegensatz zu diesen Ansdtzen basiert das erfindungsgeméle
Verfahren und die erhaltenen funktionalen Fusionsgewebe auf
einer gerilistfreien Induktion von knorpelartigen In-vitro-
Geweben, wobei die Nachahmung des ersten Schritts der In-vivo-
Chondrogenese ausgenutzt wird. Die Zellen werden nicht in eine

feststehende Geriiststruktur gezwdngt, was eine bessere
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FEinpassung in einen gegebenen Gelenkknorpeldefekt ermdglichen
kann. Im Stand der Technik wird nur die Redifferenzierung wvon
tierischen Chondrozyten durch 3D-Kultursysteme beschrieben.
Die Erzeugung von dreidimensionalen Knorpelgewebestrukturen
aus adulten humanen Chondrozyten ist jedoch schwieriger. In
enormen Zahlen aus gesunden Gelenken von Tieren isolierte
Chondrozyten kénnen direkt fiir 3D-Kulturen verwendet werden,
wohingegen In-vitro-Studien mit humanen Chondrozyten in den
meisten Fdllen Monolayer-Expansionsschritte erfordern.
Chondrozyten von verschiedenen Kniegelenken von Tieren
unterscheiden sich bereits in Bezug auf ihre In-vitro-Bioclogie
von Zellen, die aus der entsprechenden Oberfldche von Gelenken

vom Menschen isoliert wurden.

Die resultierenden einzelnen Sphédroide oder Fusionen bei
Verwendung von humanen Chondrozyten stellen eine allmdhliche
Redifferenzierung von Zellen in diesen Mikrogeweben dar.
Dieser Redifferenzierungsprozess wurde biochemisch
beeinflusst, indem das Medium mit TGF-32 supplementiert wurde.
In Bezug auf Knorpel wird TGF-B funktional freigesetzt und die
entsprechenden Rezeptoren werden ebenfalls in Chondrozyten
exprimiert. Eine Reihe wvon Studien hob die Rolle von TGF-B und
insulin-dhnlichem Wachstumsfaktor-I (IGF-I) als wichtige
Mediatoren bei der F&rderung der Gewebereparatur durch erhdhte
Produktion von Hauptkomponenten der Gelenkknorpelmatrix
hervor. Die Auswirkung von TGF-R auf den Matrixmetabolismus in
Chondrozyten ist jedoch umstritten. Widerspriichliche Berichte
haben Anstiege und Abnahmen der Proteoglykansynthese, eine
Verstdrkung der Differenzierung und eine starke Zunahme oder
eine Hemmung des Wachstums demonstriert. In der vorliegenden
FErfindung stellte sich TGF-f2 als ein wirksamer Promotor der

chondrogenen Differenzierung in den 3D-Kultursystemen heraus.
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FEine Kombination von TGF-B2 mit L-Ascorbinsdure in dem
Kulturmedium fiihrte in Bezug auf die chondrogene
Redifferenzierung in Mikrogeweben zu dhnlichen Ergebnissen.
Von der Supplementierung mit Ascorbat wird haufig berichtet,
dass sie die Differenzierung beglinstigende Effekte im Hinblick
auf die chondrogene Zelllinie vermittelt. Die Auswirkung von
Ascorbinsdure auf die Proteoglykansynthese durch Chondrozyten
wird kontrovers diskutiert. Die Ergebnisse der vorliegenden
FErfindung zeigen, dass Ascorbinsdure allein die PG-Synthese
nicht stimulieren konnte. Safranin-O-Positivitat wurde in
Fusionen nachgewiesen, die mit oder ohne Ascorbinséure
kultiviert wurden, was darauf hindeutet, dass nicht Ascorbat,
sondern die erfindungsgemdle Fusionskultur als Stimulus
induzierend wirkt. Es wird allgemein angenommen, dass Ascorbat
die Kollagenproduktion durch seine Auswirkung auf die
Prolylhydroxylierung moduliert. Interessanterweise wurde
Kollagen Typ II durch Zugabe von L-Ascorbinsdure allein weder
in einzelnen Sphdroiden noch in Fusionen vermehrt. Im
Gegensatz dazu wurde Kollagen Typ I in einzelnen Spharoiden,
die in ascorbathaltigem Medium kultiviert wurden, im Vergleich
zu den in Basalmedium kultivierten, stidrker exprimiert. Dieses
Phédnomen deutet darauf hin, dass L-Ascorbinsdure die
Kollagensynthese oder -assemblierung im Allgemeinen anstelle
von Kollagen Typ II im Besonderen stimulierte und Ascorbat die
Produktion von dem Kollagentyp fdrdert, auf dessen Expression
die Transkriptionsmaschinerie der Zellen programmiert ist. Da
in einer Monolayerkultur expandierte, dedifferenzierte
Chondrozyten in dem erfindungsgemdlen Verfahren verwendet
wurden, kann es sein, dass die Zellen zur Synthetisierung von
Kollagen Typ I neigen, die wiederum von der Gegenwart von L-
Ascorbinsdure begiinstigt wurde. Die Kombination mit TGF-32

schien diesen Prozess umzukehren, da TGF-32 die Genexpression
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von Kollagen Typ II selektiv ausldsen kann. Die
Proteinexpression in einzelnen Sphdroiden und fusionierten
Mikrogeweben verdnderte sich in Richtung einer verbesserten
chondrogenen Differenzierung, was durch eine erhdhte
Expression von Kollagen Typ II und S100 dargestellt wurde, die
von einer Herabregulation von Kollagen Typ I begleitet wurde,
das auf die Ré&nder der Mikrogewebe beschrdnkt war. Ein
zusdtzlicher die Differenzierung verstédrkender Effekt wird
durch das erfindungsgemidle Verfahren erreicht. Die
erfindungsgemdbe Fusionskultivierung verbesserte in jeder
Medienbedingung die Knorpelgewebebildung im Vergleich zu
einzelnen Sphdroiden. Der die Differenzierung fdrdernde Effekt
in Fusionen ist die Zellkondensation, die das Schliisselstadium
bei der Entwicklung von Skelettgeweben ist und die selektive
Regulation von fiir die Chondrogenese spezifischen Genen
erleichtert. Fibronektin und TGF-f sind an der
Kondensationsbildung beteiligt, insbesondere wahrend der
Inititierungsphase. TGF-B reguliert eine Reihe wvon Molekiilen
hinauf, die mit pré&chondrogenen Kondensationen assoziiert
sind, einschlieBlich Tenascin, Fibronektin, N-CAM und N-
Cadherin. Zell-Zell-Wechselwirkungen und von Gap Junctions
abhdangige Kommunikation sind ausschlaggebend an der
chrondrogenen Differenzierung beteiligt. Adulte
Gelenkknorpelchondrozyten existieren als einzelne Zellen, die
in der extrazelluldren Matrix eingebettet sind, und direkte
intrazelluldre Kommunikation {iber Gap Junctions findet
vorwiegend unter den abgeflachten Chondrozyten statt, die der
duberen Knorpelschicht zugewandt sind. Chondrozyten, die aus
adultem Gelenkknorpel extrahiert und in einer Primdrkultur
gezlichtet wurden, exprimieren jedoch Connexin 43 (Cx43) und
bilden funktionale Gap Junctions, die die Ausbreitung von

interzelluldren Kalziumwellen aufrechterhalten kdnnen. Diese
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Mechanismen und Komponenten, die fiir die Zellkondensation und
—kommunikation relevant sind, erkldren den {iberlegenen
chondroinduktiven Effekt der erfindungsgemidlen Fusionskultur.
Beim Starten des Fusionsprozesses wurden mehrere Schichten der
Oberflédchen von In-vitro-Geweben in engem Kontakt zueinander
angeordnet, wodurch Zell-Zell-Wechselwirkungen und die von Gap
Junctions vermittelte Kommunikation ermdglicht und dadurch
damit verbundene Prozesse beeinflusst werden, wie verdanderter
Austausch von Ca’’ oder sekunddrem Messenger, was zur Fdrderung
der Knorpeldifferenzierung fiihrt. Im Hinblick auf die
mesenchymale Kondensation als einen der frilhesten Schritte
wahrend der Knorpelentwicklung in vivo ahmen die einzelnen
Sphdroide diesen Prozess in vitro nach. Die Kombination von
mehreren einzelnen Sphéroiden mit fusionierten Mikrogeweben
als zweitem Aggregationsschritt fordert die Nachahmung dieses

Entwicklungsstadiums der embryonalen Knorpelbildung weiter.

S100 ist ein Marker in humanen Chondrozyten. Die Uberfiihrung
von frisch isolierten postmitotischen Chondrozyten in eine
Monolayerkultur fiihrt zu einem Neustart der Proliferation,
begleitet von einer Verringerung und dem Stopp der Kollagen-
Typ-II-Expression in den ersten Passagen, wohingegen S100-
Protein nach 4 Populationsverdopplungen oder sogar bis zu mehr
als 22 PD nachgewiesen werden konnte. Parallel dazu wurde
Kollagen Typ I progressiv exprimiert, was bereits in Zellen
der Passage 2 begann. Die Selbstaggregation wvon
dedifferenzierten, proliferierenden Zellen fiihrte zu einem
Proliferationsstopp und der anschlieRenden Expression des
S100-Proteins, unabhdngig von der Medienzusammensetzung und
der Kulturbedingung. Die Expression von S100 war in Gegenwart
von TGF-B und in allen mit der erfindungsgemdilen

Fusionstechnik erzeugten Mikrogeweben noch hdher. Im Gegensatz
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dazu waren Antikdrper gegen Kollagen Typ II kaum dazu in der
Lage, dieses Protein in einzelnen Sphéroiden in Basalmedium
und in mit Ascorbat angereichertem Medium nachzuweisen. Um
Kollagen Typ II in Mikrogeweben zu exprimieren, war eine
erweiterte Stimulation des Differenzierungsprozesses
erforderlich, d. h. durch Fusionsbildung und/oder biochemisch.
Das beschriebene sequentielle Auftreten der Chondrozyten-
Markerproteine S100 und Kollagen Typ II in differenzierenden
Mikrogeweben stimmt auch mit dem Kontext {iberein, dass S$S100-
Proteine Ziele des Trios der SOX-Transkriptionsfaktoren (SOX9
und dessen Koaktivatoren SOX5 und S0X6) sind und dass der
Transkriptionsfaktor S0OX9 wichtige Rollen in aufeinander
folgenden Schritten des Chondrozyten-Differenzierungswegs
spielt. Das S100-Protein wird als frither chondrospezifischer
Zellmarker verwendet, der zur Qualitdtskontrolle von Zellen in
Kultur und sogar in In-vitro-Geweben geeignet ist. Dariliber
hinaus ist S100 zur Unterscheidung von Chondrozyten von
anderen mesenchymalen Zellen in Bindegeweben, wie Osteocoblasten
oder Fibroblasten, geeignet, was ein Ausschlielen einer
Verunreinigung der Zellen in konstruierten knorpelartigen
Gewebekonstrukten ermdglicht. Die Koexpression von Kollagen
Typ II und S100 auf der Proteinebene in bestimmten Regionen
von Mikrogeweben wurde in einzelnen Sphédroiden und Fusionen,
die in TGF-R2-haltigem Medium kultiviert worden waren,
deutlich sichtbar, was durch Immunfluoreszenz nachgewiesen
wurde. Mittels Immunfluoreszenz wurde der markante, filir
Kollagen Typ I positive AuBRenrand in Kryoschnitten wvon
einzelnen Sphdroiden und Fusionen in Gegenwart von TGF-BR2
nachgewiesen. In diesen Regionen fehlte Kollagen Typ II
praktisch, was eine kleine Oberfldchenschicht, die fibrdsem
Bindegewebe &hnelt, darstellt und was Ahnlichkeiten zur

Zusammensetzung von nativem Gelenkknorpel widerspiegelt, die
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wiederum mithilfe einer immunhistochemischen Technik

nachweisbar war.

Die Kultivierung von expandierten und dedifferenzierten
humanen Gelenkchondrozyten in der erfindungsgemdBen 3D-
Umgebung fihrte zur Bildung von Mikrogeweben in Form von
einzelnen Sphdroiden oder Fusionen und hat die
Redifferenzierung von Zellen in jenen knorpelartigen In-vitro-
Gewebekonstrukten zur Folge. Die Relevanz von S100 als Marker
flir die friihe Chondrozytendifferenzierung wurde durch eine zum
ersten Mal beschriebene ,Expressionsverschiebung” im Vergleich
zu Kollagen Typ II offenbart, d. h. spé&te Herabregulation der
S100-Expression wahrend der Dedifferenzierung in einer
Monolayerkultur, aber frihe und einfachere (nur durch
Aggregation in Abwesenheit von Stimulationsfaktoren)
Hinaufregulation wdhrend der Redifferenzierung in einer 3D-

Kultur, bevor Kollagen Typ II ilberhaupt reexprimiert wurde.

Die vorliegende Erfindung stellt Daten bereit, die zeigen,
dass das erfindungsgemédfBe Verfahren (,Fusionskulturtechnik”)
die chondrogene Differenzierung in vitro fdrdert, wodurch die
Einrichtung einer selbst hergestellten extrazelluldren Matrix
eingeleitet wird, die sich vorwiegend aus Kollagen Typ II und
Proteoglykanen zusammensetzt. In einzelnen Sphdroiden lag nur
eine geringfiigige Expression dieser Knorpelmarker in
Basalmedium und in Gegenwart von L-Ascorbinsdure vor. Diese
FEinschrankung der Matrixproduktion konnte durch die Bildung
von funktionalem Fusionsgewebe iiberwunden werden. Das
erfindungsgemdle Verfahren zusammen mit geeigneten
stimmulatorischen Wachstumsfaktoren induzierte synergistisch
die Reexpression des Knorpelphédnotyps und stellt eine
Plattformtechnologie zur Erzeugung von geriistfreien

Transplantaten, Implantaten und Gewebezusammenstzungen fur
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Menschen in vitro bereit, die klinisch beispielsweise auf die
Regeneration von traumatischen Knorpeldefekten, Ostecarthritis

und rheumatische Erkrankungen anwendbar sind.

Die nachfolgenden Figuren und Beispiele dienen der Erlauterung
der Erfindung ohne die Erfindung jedoch auf die Figuren und

Beispiele einzuschrénken.

Figur 1: Darstellung der Qualitdtssteigerung durch Herstellung
von Fusionsgewebe aus humanen Chondrozyten anhand der Bildung
einer knorpelspezifischen extrazelluldren Matrix. Der Nachweis
von fir Knorpelgewebe charakteristischen Proteoglykanen in
Einzelsphdroiden und Fusionsgeweben erfolgte mittels Safranin

O-Farbung (rot = Proteoglykane).

A: Einzelsphédroid im Basalmedium zeigt keine
Proteoglykansynthese (keine Rotfdrbung). B: Fusionskultur wvon
5 Einzelsphdroiden in Basalmedium induziert die Produktion von
Proteoglykanen und Einbau in die extrazelluldre Matrix des
Fusionsgewebes (Rotfadrbung). C: Einzelsphdroid in Basalmedium
angereichert mit TGF-B2 fdrdert Proteoglykanbildung. D:
Fusionsgewebe in Gegenwart von TGF-B2 stimuliert die Synthese
und Sekretion von Proteoglykanen noch deutlich starker

(intensive Rotféarbung).

FEinzelsphdroide (A und C) wurden mit einer hoéheren

Vergrdhlerung aufgenommen; Durchmesser ca. 1000 - 1300 pm.

Fusionsgewebe wurden mit einer geringeren Vergrdberung

aufgenommen;

MaBe: ca. 2000 x 3000 pm.

Beispiele
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Beispiel 1: Zellquelle und Monolayerkultur von humanen

Gelenkchondrozyten

Gelenkknorpel wurde von humanen Femurkondylen von Patienten
bezogen, die einer Knieoperation unterzogen worden waren. Die
FErgebnisse wurden durch Durchfiihrung von drei unabhdngigen
Versuchen mit Knorpel von drei unterschiedlichen Patienten
erreicht. Knorpelgewebe wurde mit einem scharfen Skalpell von
den Kondylen abgeschalt und Chondrozyten wurden durch
mechanische Zerkleinerung des Gewebes mit einem Skalpell,
gefolgt von enzymatischer Behandlung von der umgebenden Matrix
isoliert. Danach wurde das gewlirfelte Gewebe in Alpha-Medium
und HAMs F12 (1:1) mit Kollagenase Typ II (350 E/ml) gegeben.
Das geschlossene R&hrchen wurde in einen Schiittler unter
Intervall-Mischen mit 300 U/min gestellt und wurde fir 20 h
bei 37 °C inkubiert. Die extrahierten Chondrozyten wurden bei
300 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und das Pellet wurde mit 10 ml Alpha-Medium plus HAMs F12
resuspendiert, das mit 1 % L-Glutamin und 10 % Humanserum
(Serumpool von freiwilligen Spendern) angereichert war und im
weiteren als Basalmedium bezeichnet wird. Die Chondrozyten

wurden in einer Zelldichte von 2 x 10* Zellen/cm’ ausplattiert.

oe

Die Zellen wurden in einer Monolayerkultur bei 37 °C und 5

CO, fiir zwel Passagen expandiert.
Beispiel 2: Erzeugung von knorpeligen Mikrogeweben

Um die Mikrogewebebildung zu induzieren, wurden Chondrozyten
in mit Agarose beschichteten Wells von 96-Well-Platten in
einer Konzentration von 3 x 10° Zellen/Well in 200 pl
Basalmedium pro Well gesdt. Nach zwei Tagen hatten sich

bereits stabile Chondrozytenaggregate gebildet, die dann unter
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anderen Bedingungen kultiviert wurden, um die

Redifferenzierung zu fdrdern.

Beispiel 3: Erzeugung von Fusionsgeweben und Bedingungen fiir

die chondrogene Redifferenzierung

Neben den speziellen Kultivierungsbedingungen, die das
Fusionieren von einzelnen Sphdroiden miteinander ermdglichen,
wurden aulberdem bestimmte biocaktive Substanzen verwendet, um
die Redifferenzierung zu verstdarken. Die Induktion wvon
fusionierten Aggregaten wurde durch Kombinieren wvon finf
einzelnen Sphdroiden in einem Well einer 96-Well-Platte
erzielt. Die einzelnen Sphadroide und die Fusionsgewebe wurden
unter vier unterschiedlichen Bedingungen hinsichtlich des
Vorliegens von bicaktiven Molekilen kultiviert. Die In-vitro-
Aggregate wurden entweder in Basalmedium, das im Weiteren als
BM abgekiirzt wird, in mit 50 pg/ml L-Ascorbinsédure
supplementiertem BM, in BM plus 5 ng/ml TGF-B2 oder in mit 50
ng/ml L-Ascorbinsdure und 5 ng/ml TGF-R2 supplementiertem BM
kultiviert. Die Gesamtkultivierungszeit fiir alle Mikrogewebe
in den erwdhnten Bedingungen war sechs Wochen, wobei das
Medium im Fall der einzelnen Sphédroide dreimal pro Woche und
im Fall der fusionierten Mikrogewebe jeden Tag ausgetauscht

wurde.
Beispiel 4: Analyse von In-vitro-Knorpelgewebe

Nach 6 Wochen wurden die In-vitro-Gewebekonstrukte geerntet
und fiir die weitere Analyse préapariert. Der
Konstruktdurchmesser wurde mittels Bildanalyse aus dem flachen
Bereich berechnet. Dieser wurde mit einem inversen Mikroskop
mit Phasenkontrast CKX 41, einer Digitalkamera DP 71 und der
Bildanalysesoftware Cell” beurteilt. Die Gewebekonstrukte

wurden in PBS gespiilt, in Neg-50-Gefrierschnitt-Medium
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eingebettet und unter Verwendung eines Kryomikrotoms
geschnitten. Die 7-um-Kryoschnitte auf Glasobjekttrdgern
wurden an der Luft getrocknet und direkt analysiert oder bei -

20°C gelagert.

Beispiel 5: Histologie und Immunhistochemie

Vor den Analysen wurden die Monolayer-Chondrozyten von Passage
2 und die Gewebekryoschnitte auf den Glasobjekttridgern in
einem Zwei-Schritt-Verfahren fixiert. Zundchst wurden sie mit
4%-1igem Formaldehyd bei 4 °C fir 10 min fixiert. Anschlielend
wurden die Objekttrédger in einem 1l:1-Gemisch von Methanol und
Aceton bei -20 °C fir 10 min inkubiert. Nach diesem
Fixierungsvorgang wurden die Objekttrdger fiir 3 bis 5 min in
PBS gespililt. Eine histologische Farbung mit H&matoxylin und
Fosin wurde zur morphologischen Analyse der Zellen und Gewebe
und mit Safranin O-Fast Green zum Nachweis von
Glykosaminoglykanen (GAG) durchgefiihrt. Die fixierten
Chondrozyten und Kryoschnitte wurden immunhistochemisch fiir
humanes Kollagen Typ I, Typ II und S100 gefarbt. Die
Objekttrdger wurden mit PBS gespilt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur (RT) mit Ziegennormalserum, das 1:50 in
PBS/0,1%-igem BSA verdiinnt worden war, inkubiert, um
unspezifische Bindungen zu blockieren. Primdre Antik&rper
wurden wie folgt in PBS/0,1%-igem BSA verdiinnt: Anti-Kollagen-
Typ-I (1:1000), Anti-Kollagen-Typ—-II (1:1000) und Anti-S100
(1:400) . Die Zellen und die Kryoschnitte wurden mit den
primdren Antikdrpern {iber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Die Objekttridger wurden dreimal mit PBS gewaschen
und dann fir 1 h im Dunkeln bei RT in einer Feuchtkammer mit
Cy3-konjugiertem Ziege-Anti-Maus-Antikdrper (Kollagen Typ I
und II) und Ziege-Anti-Kaninchen-Antikdrper (5100), die 1:600

in PBS/0,1%igem BSA mit DAPI (1 pg/ml) verdiinnt worden waren,
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inkubiert, um die Zellkerne zu fdrben. Die Objekttridger wurden
dreimal mit PBS gewaschen, und die Zellen und Gewebeschnitte
wurden anschlieBend in fluoreszierendem Eindeckmedium
eingedeckt und mit einem Deckglas abgedeckt, um
Fluoreszenzbleichung zu verhindern. SchlieRlich wurden die
Objekttrédger bis zur Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie im
Dunkeln bei 4 °C gelagert. Kryoschnitte von nativem humanem
Gelenkknorpel wurden als Positivkontrolle fiir Kollagen Typ II
und S100 und als Negativkontrolle fiir Kollagen Typ I
verwendet. Dariiber hinaus umfassten alle Versuche als
Negativkontrolle den Austausch der primdren Antikd&rper durch
PBS als Kontrolle auf unspezifische Bindung des sekunddren

Antikdrpers.

Beispiel 6: Phasenkontrastmikroskopie fir

Zellkulturdokumentationen

Fotos der einzelnen Sphédroide und der Fusionen wurden in
Schwarzweil mit dem Lichtmikroskop CKX 41 aufgenommen, das mit
der Kamera DP 71 ausgestattet war. Die Dokumentation erfolgte

mit der Cell"-Bildanalysesoftware fiir die Mikroskopie.
Beispiel 7: Farbmikroskopie fiir histologische Proben

Die Ergebnisse der histologischen Analysen wurden unter
Verwendung des Mikroskops BX 41, das mit der Kamera Color View
I ausgestattet war, und der CellD—Bildanalysesoftware

dokumentiert.

Beispiel 8: Fluoreszenzmikroskopie fir immunhistochemische

Analysen

Die Fluoreszenz der Cy3-konjugierten Antikdrper und von DAPI
der immunhistochemisch gefdrbten Zellen und Kryoschnitte wurde

mit dem computergestiitzten Fluoreszenzmikroskopsystem IX81 mit
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einem Xenonbrenner MT20 sichtbar gemacht. Die
Bilddokumentation und -—-auswertung wurde mit der Digitalkamera
F-View II und der Cell®-Bildanalysesoftware filir die Mikroskopie

durchgefihrt.
Beispiel 9: Zusammenfassung der Ergebnisse
Beispiel 9.1: Analyse von humanem Gelenkknorpelgewebe

Proben von humanem hyalinem Knorpel, die von drei
verschiedenen Spendern isoliert worden waren, wurden mittels
Histologie und Immunhistochemie analysiert. Die Analysen einer
Probe sind reprédsentativ fiir alle Spender im Folgenden
beschrieben. Die HE-Farbung zeigt die typische Struktur wvon
humanem hyalinem Knorpel mit ladnglichen abgeflachten Zellen in
der oberfldchlichen Zone und abgerundeten Zellen, die haufig
in kleinen isogenen Gruppen (Lakunen) in der mittleren Zone
des Gewebes angeordnet sind. Es zeigte sich, dass die
Chondrozyten (dunkelblaue Punkte stellen die Zellkerne dar)
von der extrazelluldren Matrix, die hellblau dargestellt ist,
voneinander getrennt werden. Die SO-Fast-Green-Farbung stellt
den Gehalt von Proteoglykanen im Gewebe dar. Rot gefdrbte
Bereiche sind Safranin-O-positiv (SO-positiv) und deuten auf
Glykosaminglykane (GAG) hin. Insgesamt war die Intensitdt der
SO-Farbung noch immer ziemlich hoch, was auf das Vorliegen von
Proteoglykanen in mindestens 70 % des Gewebes hindeutet.
Oberflédchenregionen des Knorpelgewebeschnitts wurden jedoch
von Fast Green griin gefarbt, was impliziert, dass die

Proteoglykane abgebaut wurden.

Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigten eine liberwiegende
Expression von Kollagen Typ II. Die Expression dieses hyalinen
Knorpel-Kennzeichens war insbesondere in den

Oberflédchenregionen verringert, was eine Veradnderung der
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Matrixzusammensetzung in dieser Zone bestdtigt. S100-Proteine
wurden von den meisten der Zellen exprimiert, was als eine
positive rote Farbung zu sehen war, die auf das Zytoplasma der
Zellen beschrankt war. Wie erwartet, wurde Kollagen Typ I in
nativem hyalinem Knorpel nicht exprimiert, mit Ausnahme einer
sehr diinnen Schicht auf der Oberfldche. Vergleichbare
histologische und immunhistochemische Ergebnisse wurden mit

den Knorpelproben von zwei anderen Spendern erhalten.

Beispiel 9.2: Dedifferenzierung der als Monolayer kultivierten

humanen Chondrozyten

Wahrend der Zellexpansion in der Monolayerkultur
dedifferenzierten die Chondrozyten und erlangten eine
Fibroblastenzellform. Immunhistochemische Analysen
offenbarten, dass humane Chondrozyten in Passage 2 (p2) einer
Monolayerkultur, d. h. nach etwa 4 Populationsverdopplungen
(PD), Kollagen Typ II nur in seinem sehr geringen Ausmal oder
Uberhaupt nicht exprimierten. Im Gegensatz dazu wurde das
Protein S100 noch immer in allen Zellen als typische
punktierte Farbung exprimiert. Des Weiteren wurde das
atypische Kollagen Typ I von dem Grolteil der Zellen bereits

nach einer solch kurzen Zeit in Kultur exprimiert.

Beispiel 9.3: Erzeugung von In-vitro-Knorpelmikrogeweben durch

spezielle 3D-Kultursysteme

Bedingungen einer dreidimensionalen Kultivierung fiihrten zur
Bildung von Mikrogeweben in Form von einzelnen Spharoiden oder
Fusionskulturen. Im Allgemeinen wurden stabile Sphédroide
unabhdngig von der Gegenwart von L-Ascorbinsdure und/oder TGF-
B2 innerhalb von zwei Tagen gebildet und wurden in den
folgenden 2 - 3 Wochen der Kultivierung kompakter, blieben

jedoch in Bezug auf die Grdhke konstant, bis sie nach 6 Wochen
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geerntet wurden. Gewdhnlich lag der Durchmesser der einzelnen
Sphdroide im Bereich von etwa 800 - 1400 um. Abgesehen wvon
GrohRenunterschieden zeigten die einzelnen Sphdroide keine
erkennbaren morphologischen Verdnderungen aufgrund von
unterschiedlichen Mediensupplementen. Im Gegensatz dazu schien
die Gegenwart von TGF-f2 und/oder L-Ascorbinsadure bei der
Bildung der fusionierten Mikrogewebe einen Einfluss auf den
Fusionsgrad zu haben, da in jeder Medienzusammensetzung, mit
Ausnahme des Basalmediums, die einzelnen Sphédroide sich zu
einem ziemlich kompakten Mikrogewebe verbanden, das ein
kohdrentes Aggregat darstellte. Obwohl die Sphdroide in dem
Basalmedium an einigen Oberfldchenregionen verschmolzen,
bildeten die fusionierten Mikrogewebe ein eher lockeres
Aggregat, in dem alle einzelnen Sphdroide wohl definiert und

voneilnander unterscheidbar blieben.

Beispiel 9.4: Zell-/Matrixmorphologie und Proteoglykansynthese

der In-vitro-Knorpelmikrogewebe

Die HE-Farbung von Kryoschnitten einzelner Sphdroide und der
fusionierten Mikrogewebe (funktionales Fusionsgewebe) wurden
analysiert. Im Fall des Basalmediums waren die Zell- und
Matrixverteilungen in den einzelnen Sphdroiden und den
Fusionen recht &dhnlich, obwohl in den Fusionen Regionen mit
erhdhter EZM-Produktion sichtbar waren, was durch einen
grdBeren Abstand zwischen den Chondrozyten widergespiegelt
wurde. Die Zugabe von L-Ascorbinsdure allein fiihrte zu
unglinstigen schwachen Gewebekonstrukten, was durch rissige
Kryoschnitte widergespiegelt wurde. Die fusionierten
Konstrukte waren jedoch wiederum kompakter, wie durch die
gesteigerte EZM-Synthese zu erkennen war. Beide
Medienzusammensetzungen, TGF-32 allein oder in Kombination mit

L-Ascorbinsédure, fihrten zu einer gesteigerten Matrixsynthese;
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insbesondere die Fusionen entwickelten jedoch eine
Morphologie, die nativem Knorpel dhnlich war. Sehr
bemerkenswert ist der duBere Ring mit hohem Matrixgehalt und
ziemlich flachen Zellen in den einzelnen Sphdroiden und den
Fusionen in Basalmedium, das mit TGF-B2 und L-Ascorbinsdure
angereichert war. Die Gegenwart des Zytokins TGF-$2 in dem
Kulturmedium induzierte unabhdngig von der
Fusionskulturtechnik eine gesteigerte Synthese wvon
Proteoglykanen. Die Zugabe von TGF-R2 zusammen mit L-
Ascorbinsdure fiihrte zu den besten Ergebnissen in Bezug auf
Safranin-0O-Positivitdt. Im Gegensatz dazu schriankte die
Wirkung von L-Ascorbinsdure allein die Proteoglykansynthese in
den einzelnen In-vitro-Geweben eher ein, da nahezu keine GAG
unter diesen Kulturbedingungen nachweisbar waren. Andererseits
ermbglichte die Kultivierung von mehreren Sphédroiden als
fusionierte Mikrogewebe die Induktion der Proteoglykansynthese

unabhdngig von den Differenzierungsfaktoren.

Beispiel 9.5: Immunhistochemische Analysen der In-vitro-

Knorpelmikrogewebe

Das Zytokin TGF-B2 allein oder in Kombination mit L-
Ascorbinsdure forderte die Redifferenzierung von Chondrozyten
in 3D-Kulturen, was zu einer erhéhten Kollagen-Typ-I1-
Expression fiihrte. Insbesondere induzierte die
Fusionskultivierung selbst im Vergleich zu einzelnen
Gewebekonstrukten eine verstdrkte Synthese von Kollagen Typ
II, selbst in dem Basalmedium. Die Fusionskultivierung in
Kombination mit TGF-B2-Supplementierung zeigte eine sogar noch
weiter erhdhte Kollagen-Typ-II-Expression, wohingegen die
Supplementierung mit L-Ascorbinsdure allein im Vergleich zum
Basalmedium keine sichtbare Hinaufregulation von Kollagen Typ

IT induzierte.
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Ahnlich der Expression von Kollagen Typ II wurde auch die
S100-Expression nur aufgrund der Kultivierung von einzelnen
Sphdroiden als fusionierte Mikrogewebe erhdht. Wiederum trugen
die Differenzierungseffekte von TGF-R2 allein oder in
Kombination mit L-Ascorbinsdure zu einer Hinaufregulation der
S100-Expression bei. Es ist bemerkenswert, dass die $S100-
Expression korrekt mit der Lokalisierung von Kollagen Typ II
in den Schnitten der einzelnen Sphadroide und der Fusionen
korrelierte, insbesondere in Gegenwart von TGF-R2 allein oder
plus L-Ascorbinsdure. Wahrend Kollagen Typ II im inneren Teil
der Mikrogewebe stark exprimiert wurde, war seine Expression
in den &uBeren Zonen sehr schwach. Ahnliche Expressionsmuster
wurden fiir S100 beobachtet, insbesondere in
Medienzusammensetzung von TGF-32 + L-Ascorbinsdure, d. h.
starke Signale in den Zentren der Gewebe, aber schwache oder

sogar fehlende Signale in den &uberen Ringen.

Im Hinblick auf Kollagen Typ I als einem Marker fir
dedifferenzierten Knorpel wird eine verminderte Expression
dieses Proteins in Gegenwart von TGF-$2 und TGF-$2 plus L-
Ascorbinsdure beobachtet. In sowohl den einzelnen Sphédroiden
als auch den fusionierten Mikrogeweben war die Kollagen-Typ-I-
Expression auf die &duRere Zone der In-vitro-Gewebe beschrankt.
Dariiber hinaus ist es nennenswert, dass Kollagen Typ II in
Regionen, in denen Kollagen Typ I hinaufreguliert wurde,

nahezu fehlte und umgekehrt.
Beispiel 9.5: Quantitative Analyse zur Qualitédtsbestimmung
9.5.1. Gehalt an Kollagen Typ II

Kollagen Typ II als eines der wichtigsten Bestandteile der
extrazelluldren Matrix im Gelenkknorpelgewebe wird in

mindestens 80 bis 95% der Gewebeschnittfldche von Fusionen
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exprimiert. Die prozentualen Anteile ergeben sich nach
computergestiitzter Auswertung/Berechnung der positiven
Immunfluoreszenz fiir das Protein Kollagen Typ II bezogen auf

die gesamte Gewebeschnittfldche der Fusionsgewebe.

5 Im Gegensatz dazu wurde in der Verdffentlichung von Anderer et
al., 2002 eine Kollagen Typ II Positivitdt von maximal 10 %

der Gewebeschnittfldche erzielt.

9.5.2. Gehalt an Proteoglykanen, quantitative Bestimmung

Der Proteoglykangehalt der Fusionsgewebe betrdgt nach
10 gquantitativer Bestimmung durchschnittlich 300 pg pro mg
Fusionsgewebe. Die Einzelmessungen ergaben Werte im Bereich

von 170 - 460 pg Proteoglykane pro mg Fusionsgewebe.

Im Gegensatz dazu wurden in der Verdffentlichung von Anderer
et al., 2002 keine Angaben zur Menge der Proteoglykane gemacht

15 (keine quantitativen Daten).
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe

dadurch gekennzeichnet, dass Sphédroide hergestellt und
Sphdroide mit einem Durchmesser von mindestens 800 Uum
ausgewadhlt werden und wobeil mindestens 5 Sphdroide mit
einem Durchmesser von mindestens 800 um fusioniert

werden.

Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass
Zellen aus Gewebe humanen oder tierischen Ursprungs
isoliert werden und aus den isolierten Zellen Sphdroide

hergestellt werden.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass die isolierten Zellen vermehrt und

aus den vermehrten Zellen Sphdroide hergestellt werden.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass Sphédroide durch Kultivierung von
mindestens 3 x 10° Zellen pro Well einer 96-Well-Platte

hergestellt werden.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass Sphédroide durch Kultivierung der

Zellen fiir 1 bis 3 Tage hergestellt werden.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass die Fusion durch gemeinsame
Kultivierung von 5 oder mehr Sphdroiden fiir einen

Zeitraum von 3 bis 7 Wochen erfolgt.

PCT/EP2013/062991
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Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass die Sphdroide fir die Fusion auf

eine konkave Oberfldche aufgebracht werden.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass die Sphéroide in Gegenwart von einem
oder mehreren Differenzierungsinduktor (en) fusioniert
werden und wobel der/die Differenzierungsinduktor (en)
ausgewdhlt werden aus mechanischen, chemischen oder

biochemischen Differenzierungsinduktoren.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen aus Gewebe endodermalen,
ektodermalen oder mesodermalen Ursprungs isoliert werden,
beispielsweise aus muskoskelletalem Gewebe,
Skelettgewebe, Knorpel, Knochen, Meniskus, Epithelgewebe,
Bindegewebe, Stiitzgewebe, Muskelgewebe, glatter
Muskulatur, Herzmuskulatur, Nervengewebe, Funktionsgewebe
(Parenchym), Zwischengewebe (Interstitium), Organgewebe,
beispielsweise von Leber, Niere, Nebennierenrinde, Magen,
Bauchspeicheldriise, Herz, Lunge, Haut, Augenhornhaut,
subkutanem Gewebe, Verdauungstrakt, Knochenmark, Gehirn,

Schilddriise, Milz, Gelenk, Sehne.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche dadurch

gekennzeichnet, dass die Zellen Chrondrozyten umfassen.

Funktionales Fusionsgewebe erhdltlich durch ein Verfahren

nach einem der Anspriiche 1 bis 10.

Zubereitung, beispielsweise Gewebezubereitung oder
pharmazeutische Zubereitung, bestehend aus oder umfassend
funktionales Fusionsgewebe nach Anspruch 11 und

gegebenenfalls weitere Zusatz- und Hilfsstoffe.
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Arzneimittel, Transplantat oder Implantat umfassend
funktionales Fusionsgewebe nach Anspruch 11 und

gegebenenfalls weitere Zusatz- und Hilfsstoffe.

Funktionales Fusionsgewebe, Zubereitung, Arzneimittel,
Transplantat oder Implantat nach einem der Anspriiche 11
bis 13 zur spezifischen Anwendung zur Behandlung von
rheumatischen Erkrankungen, Knorpeldefekten,
Knochendefekten, insbesondere traumatischen
Knorpeldefekten und/oder Knochendefekten, Lasionen,
insbesondere traumatischen L&sionen, bei
Knorpeldegenerationen, Knochendegeneration,
Ostecarthritis, zur therapeutische Knorpelregeneration

und / oder Knochenregeneration in vitro oder in vivo.

Mittel, beispielsweise Kit oder System, zur in vitro oder
in vivo Herstellung von funktionalem Fusionsgewebe

umfassend mindestens 5 Sphédroide mit einem Durchmesser

von mindestens 800 um und gegebenenfalls weitere Zusatz-

und Hilfsstoffe.

Verfahren zur Herstellung von Nahrungsmitteln umfassend

die Fusion von mindestens 5 Sphédroiden mit einem

Durchmesser von mindestens 800 um.

Nahrungsmittel erhd&ltlich durch ein Verfahren nach

Anspruch 16.

Testsystem, beispielsweise Test Kit, umfassend

a) funktionales Fusionsgewebe, eine Zubereitung, ein
Arzneimittel, ein Transplantat oder Implantat nach

einem der Anspriiche 11 bis 14,

b) gegebenenfalls weitere Hilfs— und Zusatzstoffe und
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Mittel zum Nachweils.

Verfahren zum Testen von zu untersuchenden Substanzen

dadurch gekennzeichnet, dass

a)

funktionales Fusionsgewebe, eine Zubereitung, ein
Arzneimittel, ein Transplantat oder Implantat nach

einem der Anspriiche 11 bis 14,

mit einer oder mehreren zu untersuchenden Substanzen

in Kontakt gebracht wird,

der Effekt von der/den zu untersuchenden
Substanz (en) auf das funktionale Fusionsgewebe, die
Zubereitung, das Arzneimittel, das Transplantat oder

Implantat nachgewiesen wird.
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