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Entwicklung eines Durchfluss-Bioreaktorsystems zur Testung
von Zelltragerstoffen und Herstellung gro8dimensionierter
Tissue Engineering Produkte

Maik Stiehler
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Aufbau von Knochengewebe
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Rho JY et al., Med Eng Phys, 1998
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Aufbau von Knochengewebe
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Umbau von Knochengewebe
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www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm

Julius Wolff (1892)
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Knochendefekte

e 6 Mio. Frakturen jahrlich (USA)!
e 10% Komplikationen?

e 1 Mio. Extremitatenfrakturen = 26 mia. USD?

- hohes Kosteneinsparungspotential

ILogeart-Avramoglou et al., J Cell Mol Med, 2005
2HCUP, Agency for Healthcare Research and Quality, 2006
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Osteoporose
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Knochendefekte durch Infektion

03/2012 09/2012
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Knochentumoren
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... ,Metall versus Biologie“

www.linkorthopaedics.com
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Kunstgelenke
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Cobelli et al., Nat Rev Rheumatol, 2011



Z\ TECHNISCHE
II ] UNIVERSITAT

Knochendefekte durch Abriebpartikel

Wear debris

Giant cell

Dendritic
cell

Bone

Osteoclast

Inflammatory cytokines and chemokines

= Recruitment of circulatory monocytes,
dendritic cells, T cells and B cells

= Increased osteoclastogenesis

Cobelli et al., Nat Rev Rheumatol, 2011
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Knochendefekte durch Abriebpartikel
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Kunstgelenk-OPs

Hunderttausende neue Huft- und Kniegelenke

Krankenhausbehandlungsfalle mit Erstimplantationen {Hochrechnung fiir Deutschland)

Anzahl in Tausend
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Quelle: BARMER GEK Report Krankenhaus 2010
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Kunstgelenk — Wechseleingriffe
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Knochen Tissue Engineering

TISSUE ENGINEERING: Part B
Volume 17, Number 4, 2011

@ Mary Ann Ligbert, Inc.

DOI: 10.1088ten.teb.2010.0612

Bioreactor Systems for Bone Tissue Engineering

Juliane Rauh, Ph.D.]? Falk Milan, M.Eng.!? Klaus-Peter Ginther, M.D.]? and Maik Stiehler, M.D., Ph.D!#
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Zellen
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Mesenchymale Stromazellen (MSZ2)
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Mesenchymale Stromazellen (MSZ2)
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Mesenchymale Stromazellen (MSZ)

Isernatonstsaciety e Colllar Thengy 8 Cytatherapy (2005) Vol, 7, Na. §, 393 30§ Taylar & Francis
[SCT e ’ k Tl feeci

POSITION PAPER
Clarification of the nomenclature for MSC: The
International Society for Cellular Therapy position
statement
EM Horwitz', K Le Blanc’, M Dominici’, I Mueller®, I Slaper-Cortenbach’,

FC Marini®, R]J Deans’, DS Krause® and A Kmtingu

! Divisions of Stem Cell Transplantation and Experimental Hematology, 5t Tude Childvens Resewrch Hospital, Mempbis, Tennessee, USA,

Center for Allogeneic Stem Cell Transplantation, Department of Laborarory Medicine, Kavolinska University Hospital, Karolinsba Instirute,
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a, Modena, ftaly, *University Childrew's Haspital, Deparnment of Hematology and Oneology, Tuehingen, Germany, "Department
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Ja Cyratherapy (2006) Vol. 8, No. 4, 315-317 @Tayla.r&anas
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POSITION PAPER
Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International
Society for Cellular Therapy position statement

M Dominici', K Le Blanc®, I Mueller’, 1 Sl:lpcr—Cm'mnhnch", FC Marini’,
DS Krause”, R] Deans’, A Keating®, D] Prockop” and EM Horwitz'

"er-mmu_; of Cell Biology and Advanced Caneer Therapy, Oweology- Hematology Departwent, University of Modewa and Reggio Emilia, Modews,
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We propose that the plastc-adherent cells currenty
described as mesenchymal stem cells be termed mulu-

potent mesenchymal stromal cells, while the term me-

)

EE————

Table 1. Summary of criteria to identfy MSC

1 Adherence to plastic in standard culture conditions
2 Phenotype  Positve (=95% +) Negauve (< 2% +)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 or CD11b
CD79 or CD19
HLA-DR
3 In virro differentiadon: osteoblasts, adipocytes, chondroblasts

(demonstrated by staining of in vifre cell culture)
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Alizarin Red (28d) Alcian Blue (14d) Lipid vacuoles (21d)

Stiehler et al., Nordic Orthopaedic Federation Congress, 2010
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Konzepte der klinischen MSZ-Anwendung

einzeitig’ :
(in situ) 5
E
3
] ] . ;
Zweizeitig?
(ex vivo)
Scaffold material
Growth Bone
Factors Cells

1. Kasten et al., Eur Cell Mater, 2008

2. Stiehler et al., Adv Exp Med Biol, 2006



Tragerstoffe
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Knochentransplantate
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Bundesinsgitu1 fie Impracoffe und biomedizinkche Areneimitte! @ . At
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Universititsklinikum Carl Gustay Carus Az: 2.01.047261 2267
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D-01307 Dresden

mittel wird nach § 21a Abs. 1 des Arzneiminelgeselzes
o in der geltenden Fassung genehmigt und erhalt die

Genehhiigungsnummer: PELG.03831.01.1

BEZEICHNUNG DES ARZNEIMITTELS

Human-Femurkopf, th 1, gefrierk dart, UKD
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Knochenersatzmaterialien — Kostenvergleich

Femurkopf Dresdner Knochenbank (50cc) 250 €
Femurkopf, kommerziell bezogen (50cc) 800 €
Actifuse 5g 550 €
Calcibon 20g e 677 €
Calcibon Granulat 50mL 349 €
Endobon 20 x 20 x 10mm 214 €
Endobon Granulat 10mL 214 €
Coloss E 20mg 440 €

Jerosch et al., Knochentransplantation, Deutscher Arzteverlag, 2012
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Der ideale Tragerstoff...

ausreichend verflugbar

osteoinduktiv

nicht- toxisch / biokompatibel
biodegradierbar

individualisierbare Form & Geometrie



TECHNISCHE
@ UNIVERSITAT
DRESDEN

Tragerstoffmaterialien

synthetisch natirlich
organisch biodegradierbare & Kollagen
bioresorbierbare Polymere Fibrin

(Polyglycolide, Polylactide,
Polycaprolactone)

Hyaluronsaure

anorganisch

Hydroxylapatit
Kalziumphosphat-Komposite
Glasskeramiken

Koralline
Hydroxylapatit

Wiesmann et al., Int J Oral Maxillofac Surg, 2004



Cancellous bone allograft

Stlehler et al., Cytptherapy 2010.

Tricalcium phosphate-based scaffolds
“‘Lw 'Eﬁ‘:?f

WWW. synthes com www.curasan.de
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Stlehler et aI J Blomed Mat Res A, 2008.
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Tissue Engineering: Zellkultivierung!
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Vitalisierung von Knochenersatzmaterialien
mit Stammzellen

Macro CLSM (Calcein/EthD-1)

Milan et al. (unpubliziert)
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Vitalisierung von Knochenersatzmaterialien

mit Stammzellen

Hg total protein / scaffold

Stiehler et al., Cytotherapy, 2010
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Vitalisierung von Knochenersatzmaterialien
mit Stammzellen

2 Jahre postoperativ

praoperativ
..— :

o

49 Jahre, w Harris Hip Score 78 Punkte

HGft-TEP 1998, Pfannenwechsel 2006 arbeitsfahig ~ ¢

Harris Hip Score 30 Punkte \ -

Paprosky lllb Defekt N
18F-PET

Abb. 3 & a\Vitalisierte Sponglosachips (Kantenlange ca. S mm) 12 h nach Besiedlung, unmittelbar vor £
Implantation. b MSC auf humaner Spongiosa in fluoreszenzmikrokopischer Darstellun

Bernstein et al., Orthopade, 2009



Zellbesiedlung von
Tragerstoffen
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Peristaltic

Milan et al. (eingereicht)
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Zellbesiedlung von Tragerstoffen

Gene Expression

Milan et al. (eingereicht)
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Zellbesiedlung von Tragerstoffen
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Milan et al. (eingereicht)



Dynamische
Zellkultivierung
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Dynamische Zell-Kultivierung: Konvektion

Spinner Flask Bioreaktor

PLGA Scaffold , _
Stiehler et al., ) Biomed Mater Res A, 2009
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Dynamische Zell-Kultivierung: Konvektion
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Dynamische Zell-Kultivierung: Rotation
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Rauh et al., Tissue Eng Part B Rev, 2010
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Kultivierung groBer Tragerstoffe
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Dynamische Zell-Kultivierung: Perfusion
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Dynamische Zell-Kultivierung: Perfusion
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Dynamische Zell-Kultivierung: Perfusion

Bovine B-TCP
cancellous bone (B-Tricalcium-
(Tutobone®, Tutogen phosphate)
Medical GmbH) (Cerasorb®,

Curasan AG)

3DFiow
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Dynamische Zell-Kultivierung: Perfusion
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FIOW Milan et al. (eingereicht, Tissue Eng Part C)



Scaffold 2 Scaffold 1

Scaffold 3
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Dynamische Zell-Kultivierung: Perfusion
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Milan et al. (eingereicht, Tissue Eng Part C)
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Kommerzialisierung?
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Flexibilitat Echtzeitmessung Wiederverwendbarkeit

3DFIsw
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Zielmarkte

Klinischer Markt

Forschungsmarkt

Translations- und
Grundlagenforschung
(Regenerative Medizin)

Herstellung von
Tissue Engineering Produkten
zur Geweberegeneration
Kunden:
universitare und private
Forschungseinrichtungen

Marktvolumen (BRD):
500 Mio. €

3DFIsw



Entnahme von MSC, Expansionim Labor
und Riickiibertragung im Rahmen kli-
nischer Priifungen

Entnahme von MSC und Riicktibertra-
gung (.ohne Anderung ihrer stofflichen
Beschaffenheit® gemaR 15. Novelle)
innerhalb eines Behandlungsvorgangs
individueller Heilversuch

(keine klinische Studie)

Vertrieb von biotechnologisch
bearbeiteten Gewebeprodukten

0 EUROPEAN MEDICINES AGENCY

SCIENCE MEDICINES HEALTH

Rechtlicher Rahmen
AMG

AMG nicht anzuwenden nach §4 3,
Satz 1 Nr. 3 AMG (,unmittelbare
Rickubertragung® [15. AMG])
AMG nicht anzuwenden

EG-Verordnung Nr. 1394/2007
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Regulatorische Barrieren

Einzuholen

VA LY BYA RV BYA RYA LY LY

W AYA AYA LY.

Paul-Ehrlich-Institut A

Herstellungserlaubnis fiir das Priifpraparat
Genehmigung der klinischen Priifung durch das PEI
Genehmigung der lokalen Ethikkommission

Meldung der Studie bei der Landesbehdrde
Patienteneinverstandnis

Genehmigung der lokalen Ethikkommission empfohlen
Patienteneinverstandnis

Meldung bei der Landesbehorde

Patienteneinverstandnis

fakultativ Ethikkommission bei hohem Risiko durch die Therapie
Herstellungserlaubnis nach § 13 AMG fiir das Priifpraparat

Zulassung der EMEA fiir europaweiten Vertrieb, unter Voraussetzungen
des §4b AMG (15. Novelle) Genehmigung des PEl ausreichend
Patienteneinverstandnis

Kasten et al., Z Orthop Unfall 2010
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Aussicht

Kultivierung komplex-geformter Tragerstoffe

. Vaskularisiertes Tissue Engineering Produkt

. Kombination mit weiteren phys. Stimuli

klinische Anwendung (GMP-grade Plattform)
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Zusammenfassung

. Knochendefekt = soziookonomisches Problem,
Ursachen: Trauma, Tumor, Prothesen, Infektion

. Knochenregeneration mittels Tissue
Engineering (Zellen, Faktoren, Tragerstoffe)

. Bioreaktorkonzepte fur dynamische
Kultivierung: Konvektion, Rotation, Perfusion

. regulatorische Barrieren fur klinischen Zielmarkt
(AMG)
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