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TEIL I: Kurzbericht: Ergebnisse des Projekts Poly-Implant-Druck

Urspriingliche Aufgabenstellung und Ausgangspunkt

Ziel des Projekts Poly-IMPLANT-Druck war die Entwicklung eines laserbasierten Nano-3D-Druckver-
fahrens zur Herstellung hierarchisch strukturierter Knochen-Knorpel-Implantate fur die Behand-
lung von Knorpel-Knochendefekten, die aufgrund begrenzter Regenerationsfahigkeit nicht gut
selbst abheilen kénnen. Das Gesamtziel des Verbundprojekts fokussierte die Etablierung monoli-
thischer biphasischer Implantate mit intrinsischer Heterogenitat zur Stimulation der Geweberege-
neration von Knorpel-Knochen-Defekten und die Erarbeitung eines Instrumentariums fur dessen
unversehrte Implantation in eine definierte Kavitat im Knorpel-Knochendefekt.

Der Projektpartner meidrix biomedicals hatte den besonderen Fokus auf die Erforschung kollagen-
basierter Extrazellularmatrix (ECM)-Additive gelegt. Diese biologischen Additive sollten eingesetzt
werden, um die Zellmigration in die Implantate zu verbessern. Weiterhin soll durch eine matrixge-
steuerte Selbstorganisation die Gewebeintegration verbessert werden. Ausgangspunkt war der
Stand der Technik, bei dem ECM-Materialien haufig begrenzte Biokompatibilitat und mechanische
Eigenschaften aufwiesen. Dies fihrte zu der Notwendigkeit, neue Methoden fur die Identifizierung,
Isolierung, Homogenitat, Biokompatibilitat und Sterilisierbarkeit solcher Materialien zu entwickeln.

Ablauf des Vorhabens

Das Projekt gliederte sich in mehrere Arbeitspakete (AP), darunter:

e AP.3.1Vorbereitung und Charakterisierung von Kollagenlésungen (abgeschlossen 2020),

e AP 3.2, 3.3 und 3.4 Entwicklung eines Migration-Assays zur Untersuchung der Zellwande-
rung in Kollagenmatrices (abgeschlossen 2022),

e AP 3.5 und 3.6 Optimierung der Scaffold-Flllung mit Kollagen und Zellen (abgeschlossen
2022),

e AP 3.7 und 3.8 Sterilisationstests mittels Gamma-Bestrahlung bei verschiedenen Bedin-
gungen (abgeschlossen 2022). Bereitstellung von beflllten und sterilisierten LCM3 Scaf-
folds und ACM (Ronden) fiir den Einsatz im Tierversuch (abgeschlossen 2023),

e AP 7.4 ECM-beladene Scaffolds und autologe Zytokincocktails fur in vitro und in vivo Ver-
suche konnte aus Mangel an Material nur teilweise durchgefuihrt werden.

Ein zentraler Bestandteil des Projekts war die Validierung der Materialergebnisse in Zellkultur- und
Tierversuchen. Die Zusammenarbeit mit Projektpartnern, einschliel3lich der Bereitstellung von Ma-
terialien und Durchfihrung von Tests, war dabei essenziell.

Wesentliche Ergebnisse

Das Projekt erzielte bedeutende Fortschritte in den folgenden Bereichen:

¢ Zellmigration und Biokompatibilitat: Ein speziell entwickelter Migration-Assay zeigte, dass
Chondrozyten und Osteoblasten effektiv in die hergestellten Kollagenmatrices unterschiedli-
cher Konzentrationen einwandern kénnen. Dies unterstreicht das Potenzial der Materialien fur
regenerative Anwendungen.

o Homogene Scaffold-Fullung: Die gleichmalige Verteilung von Kollagenlésungen in den Scaf-
folds wurde erfolgreich untersucht, optimiert und mittels Farbstoffanalysen validiert. Dies
fUhrte zu einer Verbesserung der mechanischen und biologischen Eigenschaften der Implan-
tate.

e Sterilisation: Gamma-Bestrahlung unter optimierten Bedingungen (4 °C, mit PBS-Uberschich-
tung) eliminierte Zytotoxizitat vollstandig und bewahrte die mechanische Stabilitat der Scaffolds.
Die Sterilitat stellt einen wichtigen, unverzichtbaren Schritt zur klinischen Anwendbarkeit dar.
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o Tierversuche: Materialien wurden fur Tierversuche hergestellt und vorbereitet, wobei eine Zy-
totoxizitat durch entsprechende Tests ausgeschlossen werden konnte. Dies legte die Grundlage
fur die weiterfiihrenden In-vivo-Studien.

e Zusammenarbeit: Das Vorhaben wurde in enger Kooperation mit den Projektpartnern, weite-
ren Forschungseinrichtungen und Firmen wie bbf Sterilisationsservice GmbH durchgefthrt.
Diese trugen ebenfalls wesentlich zur Prifung und Validierung der Ergebnisse bei.

Fazit. Das Projekt Poly-IMPLANT-Druck demonstrierte erfolgreich die Machbarkeit eines laserbasier-
ten 3D-Drucks fur biologisch und mechanisch optimierte Knochen-Knorpel-Implantate in der ge-
lenkerhaltenden Orthopadie. Die entwickelten Materialien zeigten hohe Biokompatibilitat und Sta-
bilitat sowie eine sehr gute Integration, was sie fur den klinischen Einsatz vielversprechend macht.
ZukUnftige Arbeiten kdénnten sich neben Optimierungen auf die klinische Validierung, Zulassung
und Kommerzialisierung konzentrieren.



TEIL lI: Detaillierte Darstellung der Arbeitspakete (AP)

Das Projekt Poly-IMPLANT-Druck mit dem Arbeitstitel ,Erforschung eines industriellen
laserbasierten Nano-3D-Druckverfahrens fur hierarchisch strukturierte Knochen-Knorpel-
Implantate (Poly-IMPLANT-Druck)” zielte auf die Entwicklung eines laserbasierten Nano-3D-
Druckverfahrens zur Herstellung von biphasischen Knochen-Knorpel-Implantaten fur die
regenerative Medizin. Der Fokus der meidrix lag auf kollagenbasierten ECM-Additiven fir eine
verbesserte Zellmigration und Gewebeintegration dieser Implantate. Derzeit bestehende ECM-
Materialien weisen teilweise begrenzte Biokompatibilitdt, mechanische und regenerative
Eigenschaften auf. Fir die FUllung und Verbesserung der Eigenschaften der 3 D gedruckten
Implantate wurden daher neue Methoden und Herstellverfahren fir die Optimierung der
Homogenitat, Biokompatibilitdt und Sterilisierbarkeit solcher orthobiologischen Matrices
entwickelt.

AP 3.1 Praparation, Charakterisierung Kollagenlésung

Far die Befullung von Scaffolds mit ECM wurde zunachst die Herstellung von murinem hochreinem
nativem Kollagen Typ | standardisiert, das anschlielend mittels einer Neutralisationsldsung zu
einem Hydrogel geliert werden kann. Durch diese standardisierte Herstellung des Kollagens, kann
auch eine standardisierte Beflllung und Beschichtung von diversen Scaffolds erreicht werden.

In diesem Arbeitspaket wurde eine hochkonzentrierte, native Kollagenlésung (10 mg/ml)
erfolgreich hergestellt, die mit 0,1 %iger Essigsaure verdunnt werden kann.
Zur Gelierung der sauren Kollagenlésung (pH 3,8) wurden zwei Gelneutralisationsldsungen
entwickelt:
e 5GNL: Wird im Verhaltnis 4:1 mit Kollagen gemischt, um stabile Kollagengele zu erzeugen.
e 10GNL: Wird zur Herstellung von zellbesiedelten Gelen verwendet.
Alle Lésungen wurden den Projektpartnern zur Verfigung gestellt und das Arbeitspaket 2020 er-
folgreich abgeschlossen.
Das in diesem AP beschriebene Herstellverfahren wird nicht veroffentlicht.

AP 3.2 Untersuchung der spezifischen Zellaktivitat und Zellvertraglichkeit von Chondrozy-
ten und Osteoblasten auf die unterschiedlichen Matrices

Die kollagenbasierten ECMs fur den Einsatz in Knocken-Knorpel-Implantate sind fir den Einsatz im
Gelenk und Knochen vorgesehen. Somit wurde im AP 3.2 die Effektivitat (Zellvertraglichkeit, Diffe-
renzierung) des unter AP 3.1 hergestellten Kollagens auf Zellen des Knochens und der Gelenke
untersucht. In diesem Arbeitspaket wurde die Zellaktivitdt und -vertraglichkeit von Chondrozyten
und Osteoblasten auf verschiedenen Matrices untersucht. Bovine Chondrozyten, mesenchymale
Stammzellen (MSCs), Osteoblasten und adipdse Stammzellen (ASCs) wurden aus Schlachthofma-
terial isoliert. MSCs und ASCs differenzierten nach 21 Tagen im osteogenen oder chondrogenen
Differenzierungsmedium zu Chondrozyten und Osteoblasten. Zellbesiedelte Kollagengele zeigten
eine gute Biokompatibilitat. Es wurden keine zytotoxischen Ergebnisse festgestellt. Hydrogele un-
terstutzen die Zellviabilitdt und -proliferation. Diese Ergebnisse bestatigen die Eignung der Kol-
lagenmatrix fur die Zellkultivierung und Implantatanwendungen.

Bovine Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen (MSCs), Osteoblasten und adipdse Stammzel-
len (ASCs) wurden aus Schlachtabfallen isoliert und in spezifischen Kulturmedien kultiviert. Chond-
rozyten wurden auf zellabweisenden Oberflachen gehalten, um eine Differenzierung zu
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verhindern. Fur die Differenzierung wurden MSCs und ASCs 21 Tage mit osteogenem oder chond-
rogenem Medium kultiviert. Chondrogen differenzierte Zellen bildeten knorpelartiges Gewebe mit
Aggrecan-Expression, sichtbar durch Alcianblau-Farbung (Abb. 1, A und B). Osteoblasten zeigten
extrazellulare Calciumablagerungen (Mineralisierung), nachweisbar mit Alizarinrot S. Undifferen-
zierte Zellen dienten als Kontrolle und wiesen keine charakteristischen Farbungen auf (Abb. 1, C
und D).

Abb. 1 A und B: Zellcharakte-
risierung chondrogen diffe-
renzierter boviner ASCs nach
21-tégiger  Inkubation in
chondrogenem  Differenzie-
rungsmedium (B) im Ver-
gleich zur Kontrolle nicht-dif-
ferenzierter ASCs (A) mittels
Alcianblauférbung. C und D:
Zellcharakterisierung osteo-
gen differenzierter boviner
MSCs nach 21-tégiger Inkuba-
tion in osteogenem Differen-
zierungsmedium (D) im Ver-
gleich zur Kontrolle nicht-dif-
ferenzierter MSCs (C) mittels
Alizarinrotfdrbung.

Zur Untersuchung der Zellvertraglichkeit wurden Kollagengele mit bovinen Chondrozyten (2,5 x
10* Zellen/ml) hergestellt und sieben Tage kultiviert. Die Gele (Kollagengehalt: 8 mg/ml, Mischver-
haltnis 4:1) wurden mithilfe einer Zweikammerspritze homogen gemischt und in well-Platten inku-
biert. Nach 7 Tagen wurden die Zellen aus der Kollagenmatrix isoliert und mittels Trypanblaufar-
bung untersucht. Die durchschnittliche Zellzahl betrug 1,04x10° + 1,88x10°, mit einem Wachstums-
faktor von 17,86 % und einer Zellviabilitdt von 83,97 % (Abb. 2). Es zeigte sich, dass die Kollagen-
matrix keinen zytotoxischen Einfluss auf die Chondrozyten hatte und die Zellen gut proliferierten.
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Die Ergebnisse dieses AP zeigen, 1) dass aus tierischen Schlachtabfallen Chondrozyten und Osteo-
blasten isoliert werden kdnnen und 2) dass die von meidrix hergestellte Kollagen Typ | Matrix die
Vitalitat und Proliferation von Gelenkzellen wie Chondrozyten unterstutzt.

Die Ergebnisse wurden nicht veroffentlicht. Jedoch wurden die beftliten Scaffolds in den Tierver-
suchen verwendet, deren Veroffentlichung durch die Justus-Liebig-Universitat (Frau Dr. Lips) vor-
bereitet wird.

AP 3.3 Kollagenmodifizierung zur in situ Verkapselung (meidrix)

Der pH-Wert des Hydrogels ist wichtig, um die Migration und Proliferation von Zellen zu
gewahrleisten. Das Kollagen (AP 3.1) ist flussig hat ein pH-Wert von 3,8 und ist somit ungeeignet
fur Zellwachstum. Um aus saurem Kollagen ein Hydrogel herzustellen, muss somit diese saure
Kollagenldsung neutralisiert werden. In diesem Abschnitt wurden geeignete Gelierldsungen
(Gelneutralisationslésung, GNL) untersucht.

Zusammenfassung. In diesem Arbeitspaket wurde die Modifizierung der Kollagenmatrix zur in
situ-Verkapselung von Zellen untersucht, um optimale Bedingungen fur die Zellbesiedelung zu
schaffen.

1. pH-Anpassung fiir die Gelierung: Die Gelierung der sauren Kollagenldsung erfordert eine
Neutralisation auf pH 7 durch Zugabe einer Gelneutralisationsldsung (GNL). Der pH-Wert der
Gele zeigte anfanglich Werte um pH 7 und stabilisierte sich nach 16 h Inkubation auf pH 7,6.

2. Untersuchung der Zellvertraglichkeit der GNL: Die Zellbesiedelung von Kollagengelen mit
5GNL und 10GNL wurde untersucht. 5GNL zeigte eine héhere Zellvertraglichkeit als T0GNL, die
eine maRig bis stark zytotoxische Wirkung hatte. Die optimale Inkubationszeit fir Zellen in GNL
betragt maximal 5 Minuten.

1. pH-Anpassung fiir die Gelierung

Um den pH-Wert sowie die Gelierung der sauren Kollagenlésung mit unterschiedlichen Gelneutra-
lisationslésungen zu untersuchen wurden 4:1-Kollagengele mit unterschiedlicher GNL-Konzentra-
tion hergestellt. Fur die Untersuchung der Gelierung wurden unterschiedliche Zusammensetzun-
gen von Neutralisationslosungen (5GNL oder 10GNL) in Kombination mit Zellkulturmedium mit
oder ohne Zusatz von HEPES (20 mM in Bezug auf das Medium) zur Verbesserung der Puffereigen-
schaften verwendet. Die Gele wurden mit Hilfe von Zweikammerspritzen in 6-Well-Platten-Einsat-
zen gegossen und fur 30 min bei Raumtemperatur geliert. Bei der anschlieBenden Inkubation
wurde: Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde eine pH-Wert-Bestimmung der Kollagengele so-
wie des Mediums durchgefuhrt. Es wurden insgesamt drei Kollagenchargen untersucht.

Die Ergebnisse (Zwischenbericht 2020, Abbildungen 4 und 5) zeigen, dass 5GNL die geeignetste
Gelneutralisationslosung fir zellbesiedelte Kollagene darstellt und eine schnelle, biokompatible
Gelierung ermdoglicht. Die standardisierte Herstellung von GNL ermdglicht die Produktion von
qualitativ hochwertigen Gelen, die zu Beflllung von diversen Scaffolds verwendet werden kénnen.

Die Ergebnisse werden nicht veréffentlicht. Die befullten Scaffolds wurden in Tierversuchen
verwendet, deren Verdffentlichung durch die Justus-Liebig-Universitat (Frau Dr. Lips) vorbereitet
wird.

2. Untersuchung der Zellvertraglichkeit der GNL

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung verschiedener GNL-Puffer wurde ein MTT-Prolifera-
tionsassay mit bovinen ASCs durchgefuhrt. Die optimale Zellzahl wurde mittels Zelltitration be-
stimmt, wobei der lineare Bereich der metabolischen Aktivitat als Grundlage diente. Fir den



dreitagigen Test wurden 5.000 Zellen pro Well und fur den siebentagigen Test 2x10* Zellen pro
Well eingesetzt.

Ergebnis. Die Auswertung (Abb. 3) erfolgte Uber Extinktionswerte als Proliferation im Vergleich zur
Negativkontrolle (100 % Proliferation). Die Zellen in 5GNL-Extraktionsmedium zeigten eine Prolife-
ration von 82,26 % (3 d) bzw. 87,97 % (7 d) und somit keinen zytotoxischen Einfluss. Die Kultivierung
in T0GNL-M-Extraktionsmedium zeigte eine Proliferation von 73,80 % (3 d) bzw. 67,26 % (7 d) und
somit einen schwach bzw. maRig toxischen Einfluss.
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Untersuchung der Effekte unterschiedlicher GNL-Konzentrationen

Zur Untersuchung des Einflusses von GNL-Puffern auf Zellen wurden drei Ansatze mit bovinen Os-
teoblasten und ASCs durchgefiihrt, die Proliferation und Zellvitalitat analysierten.

Ansatz 1: Zellen wurden in Suspension fur 5, 10, 20 und 40 Minuten in 5GNL, 10GNL-M oder Kulti-
vierungsmedium (Kontrolle) inkubiert, anschlieBend erfolgte eine Lebend-Totzahlung mittels
Trypanblau.

Ansatz 2: Nach der gleichen Inkubation wurden die Zellen auf Zellkulturplatten ausgesat (3 Repli-
kate), 48 Stunden kultiviert und dann eine Lebend-Totzahlung durchgefuhrt.

Ansatz 3: Zellen wurden Uber Nacht zur Adharenz auf 96-Well-Platten kultiviert (6 Replikate), dann
far 5, 10, 20 und 40 Minuten in den jeweiligen Medien inkubiert und nach 48 Stunden mithilfe des
MTT-Assays auf ihre metabolische Aktivitat getestet.

Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen grafisch dargestellt und mittels
zweiseitigem t-Test (5 % Signifikanzniveau) ausgewertet.

ASCs und GNL-Puffer-Tests

Drei Ansatze wurden durchgefiihrt, um den Einfluss von 5GNL und 10GNL-M auf bovine ASCs zu
untersuchen. Dabei wurden die Zellen mit 5GNL oder 10GNL und einer Kontrolle inkubiert, mit
oder ohne weitere Kultivierung:

Ansatz 1: Die Lebendzellzahl nahm mit steigender Zeit ab. Signifikante Unterschiede traten nach
10 min und langer auf — sowohl im Kontrollmedium als auch in den GNL-Puffern (Abb. 6, p-Werte
sind im ZB nachzuschlagen)



Ansatz 2: Zellen wurden nach Inkubation ausgesat und 48 h kultiviert. Ein signifikanter Zellzahl-
rackgang zeigte sich nur bei 5GNL zwischen 20 und 40 min (p = 0,049), wahrend 10GNL-M und das
Kontrollmedium keine signifikanten Unterschiede aufwiesen.

Ansatz 3: Signifikante Unterschiede traten bereits nach 10 min in beiden GNL-Puffern im Ver-
gleich zur Kontrolle auf, verstarkt nach 40 min.

Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der GNL auf die Proliferation sind in Abb. 4 dargestellt:
Nach 5 min zeigte sich keine zytotoxische Wirkung. Nach 10 min zeigte sich eine Schwache bis
malige Zytotoxizitat. Nach 20 min: Kein zytotoxischer Einfluss bei 5GNL aber einen maRigen Ein-
fluss bei T0GNL. Nach 40 min: MaRig bis stark zytotoxisch.
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Abb. 4: Einfluss von GNL auf bovine ASCs in den drei Ansdtzen

Ergebnisse Osteoblasten

Ansatz 1: Die Lebendzellzahl nahm mit steigender Zeit ab. Signifikante Unterschiede traten nach
10 min (10 GNL) und 20 min (5GNL) auf (Abb. 5, p-Werte sind in Zwischenbericht zu finden).
Ansatz 2: Die Ergebnisse im Ansatz 2 waren gemischt. Sowohl 5GNL als auch 10 GNL verursachten
eine Reduktion der Zellzahlen nach 20 bzw 40 min. Keine signifikanten Unterschiede wurden bei 5
und 10 min festgestellt.

Ansatz 3: Nach Inkubation der Osteoblasten in Kultivierungsmedium (Kontrolle), 5GNL und
10GNL-M sowie anschlieBender 48-stindiger Kultivierung, wurde die Zellviabilitat mittels MTT-As-
say gemessen. Bei der Anwendung von 5 GNL und 10 GNL wurden signifikante Unterschiede zwi-
schen 5 und 10 min, 5 und 40 min, 10 und 40 min sowie 20 und 40 min festgestellt. Unabhangig
von der Inkubationszeit wurde in 5GNL und 10GNL-M im Vergleich zur Kontrolle eine geringere
Zellzahl beobachtet. Bereits nach 5 min zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle
und 5GNL sowie Kontrolle und 10GNL-M. Nach 10, 20 und 40 min verstarkten sich diese Unter-
schiede, wobei auch zwischen 5GNL und 10GNL-M signifikante Differenzen auftraten.



Die Proliferation der Osteoblasten wurde durch 5GNL und 10 GNL maRig bis stark zytotoxisch be-
eintrachtigt. Schon eine 5-minutige Inkubation in 5GNL und 10GNL-M fluhrt zu einer signifikanten
Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 5: Einfluss von GNL auf bovine Osteoblasten in den drei Ansdtzen

Fazit. Eine 5-minutige Inkubation in 5GNL und 10GNL-M zeigte keinen zytotoxischen Einfluss auf
ASCs. Ab 10 min war jedoch eine zytotoxische Wirkung erkennbar. Da kein signifikanter Unter-
schied zwischen 5GNL und 10GNL-M bestand, wurden fir die Migration-Assay (AP 3.4) zellbesie-
delte Kollagengele mit 5GNL hergestellt, um mdglichst nah am angestrebten Endprodukt (4:1-Kol-
lagengel mit 5GNL) zu bleiben. Die Inkubation wurde dabei auf maximal 5 Minuten begrenzt.

Die Ergebnisse werden nicht verdffentlicht. Jedoch wurden die befillten Scaffolds in den Tierver-
suchen verwendet, deren Veroffentlichung durch die Justus-Liebig-Universitat (Frau Dr. Lips) vor-
bereitet wird.

AP 3.4 Migrations-Assay zum Nachweis der Einwanderung von Zellen

Das Ziel von AP 3.4 ist die Untersuchung der Migration von Chondrozyten zu Osteoblasten in
Abhangigkeit von der Kollagenkonzentration und Zeitdauer. Die Untersuchung der Migration von
Zellen in die Kollagenmatrix bestatigt die Effektivitat (Proliferation, Differenzierung) des unter AP
3.1 und AP 3.3 hergestellten Hydrogels auf Zellen des Knochens und der Gelenke.

In diesem Arbeitspaket wurde ein Migration-Assay (Abb. 6) entwickelt, um die Einwanderung von
Zellen in Kollagen-Scaffolds mit unterschiedlichen Kollagenkonzentrationen (4, 6, 8 mg/ml) zu
untersuchen.
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(zellbesiedeltes Kollagen)

Defekt (CF)
(unbesiedeltes Kollagen)

Abb. 6: Aufbau des in vitro-
Migrationsmodells. Zellbesiedelte
Gele in einem 6-Well-Insert.
Auffiillen der ausgestanzten Defekte
mit zellfreier Kollagenmatrix

Das Migrationsverhalten boviner Chondrozyten und Osteoblasten in Kollagenmatrices mit
verschiedenen Kollagenkonzentrationen (4, 6, 8 mg/ml) wurde mittels Migration-Assay
untersucht. Dazu wurden zellbesiedelte Gele (2,5x10* Zellen/ml, 6 mm Héhe) in Well-Platten
gegossen. Ein 8 mm groRRer Defekt wurde ausgestanzt und mit zellfreiem 4:1-Kollagengel
gefillt. Nach Gelierung wurden die Gele mit Medium Uberschichtet, (iber Nacht inkubiert und
dann Well-Platten Uberfiihrt. Die Kultivierung erfolgte tUber 1, 2, 4 und 8 Wochen mit
Mediumwechsel alle 3-5 Tage.

1,E+07

1,E+06

1,E+05

1,E+04

Lebendzellzahl

1,E+03

1,E+02

1,E+07

1,E+06

1,E+05

1,E+04

Lebendzellzahl

1,E+03

1,E+02

Gesamtzellzahl an Chondrozyten (Defekt + auBen)

m AuBen (zellbesiedelt) m Defekt (zellfrei)

4 6 8 4 51 8 4 51 8 4 6 8
mg/mL mg/mL mg/mL| mg/mL mg/mL mg/mL|mg/mL mg/mL mg/mL|mg/mL mg/mL mg/mL

Gesamtzellzahl an Osteoblasten (Defekt + auBen)

H AuBen (zellbesiedelt)

m Defekt (zellfrei)

Abb. 7: Lebend-
zellzéhlung der
Chondrozyten
und Osteoblas-
ten aus der De-
fektfiillung und
dem dufSeren
Gel des Migra-
tion-Assays nach
1,2,4,8und 10
Wochen
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Chondrozyten

Die Untersuchung der Migration von Chondrozyten in Kollagenmatrices mit unterschiedlichen
Konzentrationen (4, 6 und 8 mg/ml) zeigte, dass hohere Kollagengehalte mit einer erhéhten
Zellzahl in den urspringlich zellfreien Defektfullungen korrelierten. Besonders bei 8 mg/ml wurde
nach 4 und 8 Wochen eine signifikant héhere Lebendzellzahl festgestellt als bei den niedrigeren
Konzentrationen. Ab Woche 4 kam es zu einer deutlichen Schrumpfung der Kollagengele, die bei
den 4 mg/ml-Gelen am starksten ausgepragt war (Abb. 7).

Die Zellzahlen in den Defekten nahmen zu jedem Zeitpunkt im Vergleich zum vorherigen zu.
Wahrend sich in den ersten beiden Wochen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Konzentrationen zeigten, stiegen die Zellzahlen ab Woche 4, insbesondere zwischen den 4 und 8
mg/ml sowie den 6 und 8 mg/ml Gelen, signifikant an.

Auch im duRBeren Gel wuchs die Vitalzellzahl stetig. Hier wurde bei allen Konzentrationen zwischen
Woche 1 und 2 ein signifikanter Anstieg festgestellt, mit weiteren Zunahmen bei 4 und 8 mg/ml
zwischen Woche 2 und 4 sowie bei 6 mg/ml zwischen Woche 4 und 8. Allerdings zeigten sich
innerhalb der adulleren Bereiche der Gele keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kollagenkonzentrationen, auch nach 8 Wochen nicht.

Osteoblasten

Osteoblasten wanderten nach 2 Wochen in den Defekt ein und besiedeln Uber die Kultivierungszeit
von 8 Wochen kontinuierlich die Defektzone. Ein Trend hinsichtlich der unterschiedlichen Kolla-
genkonzentrationen im Gel war nicht ersichtlich. Insgesamt waren die Zellzahlen niedriger als bei
den Versuchen mit Chondrozyten (Abb. 7).

Fazit. Ein hoherer Kollagengehalt (8 mg/ml) férdert die Zellmigration von Chondrozyten und
erhoht die Zellzahl in den Defekten, wahrend die Zellzahl im duBeren Gel unabhangig von der
Kollagenkonzentration kontinuierlich zunimmt. Die starkere Schrumpfung bei niedrigeren
Kollagenkonzentrationen kénnte die niedrigere Zellzahl in den 4 mg/ml-Gelen erklaren.

Die zur effizienten Migration von Zellen notwendigen Kollagenkonzentration der Hydrogele erlaubt
die standardisierte Herstellung von kollagen-befullten Scaffolds.

Die Ergebnisse werden nicht verdffentlicht. Jedoch wurden die befullten Scaffolds in den
Tierversuchen verwendet, deren Verdffentlichung durch die Justus-Liebig-Universitat (Frau Dr. Lips)
vorbereitet wird

AP 3.5 Methode zum effektiven Flillen von Scaffolds mit Kollagen

AP 3.6 Nachweis der homogenen Fillung der Scaffolds

Nachweis der homogenen Fillung

Fur die Beflllung der Scaffolds wurde Kollagen Typ | und 5GNL unter kalten Bedingungen verwen-
det, so dass das Hydrogel nicht vor Abschluss der Beflllung gelierte. Fur die beflllung wurden zwei
Methoden erfolgreich getestet. Bei der ersten Methode wurde in einem Exsikkator (Abb. 8 A) Un-
terdruck angelegt (ca. 100 mBar, ca. 1 min). Die Gelierung war optisch durch die milchig-tribe
Farbe des Kollagens zu erkennen.

Weiter wurde ein Versuch mit der Perfusionskammer (Abbildung 6 B), entwickelt und bereitgestellt
durch das Institut fur Bioprozess- und Analysenmesstechnik e.V (iba), durchgefuhrt. Die Komparti-
mente in der Perfusionskammer sind getrennt anstrémbar, um gegebenenfalls in die Chondro-
phase bzw. Osteophase der Scaffolds unterschiedliche Kollagengele einbringen zu kénnen. Die
Kammern kdnnen Uber eine Luer-Verbindung mit einer Spritze einfach befullt werden (Abb. 8 B).
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Abbildung 8: A Fiil-
lung von Scaffolds
mit Kollagenlésung
mittels Unterdrucks
im Vakuumexsikka-
tor.
| B Fiillung von Scaf-
folds in der iba-Ap-
paratur mit Kol-
lagenlosung mittels
Luer-Spritzen

Eine Beflllung eines Scaffolds ist im Gegensatz zur Methode mittels Unterdrucks im Vakuumexsik-
kator relativ zeitaufwendig.

Zum Nachweis der homogenen Fullung wurden die geflllten Scaffolds mittels Azanfarbung und
Methylblau gefarbt (Abb. 9). Bei der Azanfarbung nach Heidenhain handelt es sich um eine histo-
logische Ubersichtsfarbung, welche Kollagene blau farbt und die Kollagenfiillung des Scaffolds
sichtbar machen soll. In Abbildung 9 ist die homogene Fillung der Scaffolds sichtbar. Zur weiteren
Charakterisierung mittels Rasterelektronenmikroskop wurden im Mai 2020 kollagengefillte
Ormocer-Scaffolds (4 und 8 mg/ml) an MPO versendet.

Abbildung 9: A LCM3-Scaf-
fold mit 8 mg/ml Kollagen-
ldsung befiillt, mit dem
Skalpell halbiert und mit
Methylblau geférbt. B 4
mg/ml Kollagenldsung (Az-
anférbung, 4fache Vergro-
Berung, Mafstab: 200 um,
Schnittdicke 6 um)

Die einfache Umsetzbarkeit der Befullung erlaubt die Herstellung gréRere Stickzahlen an kollagen-
Beflllung von Scaffolds. Die Ergebnisse werden nicht veréffentlicht.

AP 3.7 Scaffoldfiillung mit Kollagen in Verbindung mit Zellen und Wachstumsfaktoren

In diesem Arbeitspaket wurde die Zellvertraglichkeit mittels Medienextraktion und MTT-Assay von
LCM3-beschichteten Scaffolds untersucht, um eine Kombination aus Kollagen, Zellen und
Wachstumsfaktoren zu testen.

Um einen moglichen zytotoxischen Einfluss von LCM3 auf die Zellen zu untersuchen, wurde ein
Proliferationstest mittels MTT-Assay und anschlieBender photometrischer Quantifizierung durch-
geflihrt. Die Ergebnisse deuteten auf eine starke Zytotoxizitat auf Chondrozyten und Osteoblasten
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von LCM3 hin. Vermutlich waren nicht-auspolymerisiertes Material und Photoinitatior der Grund
fur diese starke Zytotoxizitat. FUr die nachsten Versuche wurde das LCM3-Material Uber drei Tage
mit Aceton, Ethanol und Wasser gewaschen und anschlie3end in PBS gelagert.

Die Ergebnisse weiterer Untersuchungen auf Zytotoxizitat werden in AP 3.8 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigten den Bedarf einer Spulung mit nicht-zytotoxischen Lésungsmittel (Wasser
und PBS) der Scaffolds vor der Befullung auf. Die Ergebnisse werden nicht verdéffentlicht.

AP 3.8 Optimierung geeigneter Sterilisationsverfahren

Kollagen-befullte Scaffolds mussen vor dem Einsatz im Tierversuch einer Sterilisation unterzogen
werden. Dieses Arbeitspaket untersuchte verschiedene Bedingungen, um eine schonende
Gamma-Sterilisation bei 17,5-25 kGy zu ermdglichen. Als geeignetes Sterilisationsverfahren wurde
die Sterilisation mittels Gamma-Bestrahlung ausgewahlt. Dieses Verfahren ist produktschonend,
da keine Temperaturerhdhung notwendig ist. In einem ersten versuch wurden die Temperaturbe-
dingungen fur die Bestrahlung der LCM3-Scaffolds untersucht: 2-8°C vs -78,4°C. Die Bestrahlungs-
dosis betrug 17,5-25 kGy, basierend auf der Erfahrung von meidrix biomedicals und entsprechend
der Gamma-Sterilisation des CE-zertifizierten Medizinprodukts ChondroFiller liquid. Nach der Be-
strahlung wurden die Scaffolds mittels Rheologie vermessen, die Kollagenfillung gefarbt und auf
Zytotoxizitat mittels MTT-Assay getestet.

Rheologische Untersuchung. Die rheologischen Untersuchungen bestimmten die Elastizitat der
Scaffolds durch eine Oszillationsmessung mit Frequenzsweep, wobei die elastischen Module in
Abb. 10 dargestellt sind. Die Werte des elastischen Moduls lagen bei allen vier Scaffolds im selben
Bereich. Die Lagerungs- bzw. Bestrahlungstemperaturen von 4 °C und -15 ° hatten einen nur ge-
ringen Einfluss auf dem elastischen Modul bzw. Steifigkeit der kollagengefullten LCM3-Scaffolds.

Stabilitatsuntersuchung von

kollagengefiliten L CM3-Scaffolds Abbildung 10: LCM3-Scaf-
mittels Oszillationsmessung im Frequenzensweep fO/d mit 8 mg/m/ Ko//agen/c‘j-
1.008+05 5 sung befillt, rheologische
Messung im Frequenzens-
weep.
& 4°C unbestrahlt
U
= 1.00E+04 E —a— 4°C, bestrahlt
3 ]
o]
% —— -15°C, unbestrahlt
£
]
2 —— -15°C, bestrahlt
%]
S 1.00E+03 -
b urtere Spezifikationsgrenze
Chondr oFiller
e
1.00E+02 T — T T ——TTTT T T ——T—TTT
1.00E-02 1.00E-01 1.00E+00 1.00E+01

Frequenz [Hz]

Methylfdrbung von Kollagen. Die Farbung des Kollagens mit Methylblau unter den getesteten
Bedigungen, zeigte eine gute befullung mit Kollagen (Bilder im Zwischenbericht 2021).

Zytotoxizitat mittels MTT-Assay. Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigen, dass die gamma-be-

strahlten kollagenbefullten Scaffolds an der Grenze zu einem leicht zytotoxischen Potential sind.
Die Viabilitats-Werte sind bei der Lagerungs- und Bestrahlungstemperatur von 4 °C etwas besser
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als bei - 15 °C. Im weiteren Projektverlauf soll daher bei 4 °C (2 bis 8 °C) gelagert und gamma-
bestrahlt werden (Abb. 11).

MTT-Assay mit LCM3-Scaffolds
Abbildung 11: MTT-Assay von

W 100% Extraktionsmedium LCM3-SCGﬁOId bei 4 und -
W 50% Extraktionsmedium 15 OC mit und ohne Gamma_

160
0 Bestrahlung, 100 % Extrakti-
10 onsmedium (0,2 g/ml). Das

toxische Potenzial ist mir ei-
ner roten Linie bei 70% ange-
zeigt.

Viabilitat [%]

Blindprobe
Negativkontrolle
Positivkontrolle
leer, nicht-bestrahlt
y-bestrahlt
nicht-bestrahlt
y-bestrahlt
nicht-bestrahlt

kollagengefuillt

Aufgrund der obigen Ergebnisse wurden in weiterem Projektverlauf Kollagenbefullte (8 mg/ml-Gel)
LCM3-Scaffolds bei 2 bis 8 °C gammabestrahlt. Dabei wurde untersucht, ob die Lagerung im PBS

auf die Festigkeit (rheologische Untersuchung), Befullung und dem zytotoxischen Potenzial einen
Einfluss austbte.

Rheologische Untersuchung. Es ist zu erkennen, dass LCM3-Scaffolds die in PBS gelagert wurden,
elastischer waren als solche, die ohne die Zugabe von PBS aufbewahrt wurden. Die Gamma-Steri-
lisation hat dagegen keinen Einfluss auf die Elastizitat bzw. Steifigkeit der Scaffolds (Abb. 12).

Oszillationsmessung von Scaffolds im Frequenzweep Scaffold ohne PBS, unbestrahlt

—#— Scaffold ohne PBS, bestrahlt

Scaffold mit PBS, unbestrahit
1000000.00
Scaffold mit PBS, bestrahlt
o
[
o 100000.00 & & + !
= _ — 3 - - L
3 E & = = § # I T 0 j
o IS = i -
= o - : i + I T 1
5 t - ¥ + - + L 1
< - = -
1 1
% 10000.00
L]
L i ]
=
T T L
1000.00 l
100.00 T
0.1909 Frequenz[Hz] 1.909

Abb. 12: LCM3-Scaffold mit 8 mg/ml Kollagenlésung befiillt, rheologische Messung im Frequenzensweep, Dreifache
Messung von jeweils einem Scaffold. Lagerung und Bestrahlung bei 2 bis 8 °C, mit und ohne PBS

Methylfarbung von Kollagen. Die LCM3-Scaffolds ohne PBS-Puffer-Uberschichtung zeigten eine
nur teilweise Befullung mit Kollagen. Méglicherweise kénnte das Kollagen wahrend der Lagerung

14



und Bestrahlung ohne PBS-Puffer-Uberschichtung nicht in den Scaffolds verblieben, so dass es
teilweise ausgelief.

Zytotoxizitat mittels MTT-Assay. Anhand der Ergebnisse des MTT-Assays ist keine zytotoxische
Wirkung der LCM3-Scaffolds zu erkennen. Die Extrakte zeigten sich im Gegensatz zur Blindprobe
sogar eine hohere Viabilitat aus. Ohne PBS und mit Gamma-Bestrahlung ist die Viabilitat etwas
geringer (Abb. 13).

m 100% Extraktionsmittel
MTT ASSEiy LCM3- Scaffolds m 50% Extraktionsmittel
25% Extraktionsmittel
300
250
_ 200
: al 1
- !
T 150 I I
E
©
< 100 {
50 I
6 [T1
PBS,y PBS Y PBS,y ohne PBS PBS PK NK BLIND
ohne Kollagen mit Kollagen

Probenextrakt

Abb. 13: MTT-Assay von LCM3-Scaffold mit und ohne PBS, mit und ohne Gamma-Bestrahlung (y), Lagerung und
Bestrahlung bei 2 bis 8 °C, 100 %,50 % und 25 % Extraktionsmedium.

Sterilisation von LCM3-Scaffolds fiir den Einsatz im Tierversuch
Meidrix befillte und sterilisierte die fur den Einsatz im Tierversuch verwendeten LMC3-Scaffolds.

Die idealen Bedingungen fur die Sterilisation wurden in den obigen Versuchen etabliert. Diese um-
fassten:

1. Spulen der Scaffolds und Lagerung in PBS

2. Bestimmung des Bioburdens der Scaffolds durch ein externes akkreditiertes Labor, bevor
die Sterilisation stattfinden konnte

3. Sterilisation mittels Gamma-Bestrahlung bei 17,5-25 kGy.

4. Gekuhlter Versand.

Es wurden sowohl ungefullte als auch beflllte LCM3-Scaffolds (siehe AP. 3.5 und 3.6) sterilisiert
und fur Tierversuche zur Verfugung gestellt.

Die Ergebnisse ermdglichen die standardisierte Sterilisation von kollagen-befillten Scaffolds. Die
Ergebnisse werden nicht veréffentlicht.

AP 7.4 EMC-beladene Scaffolds und autologe Zytokincocktails fiir in vitro und in vitro Versu-
che

Kollagen-befullte LCM3-Scaffolds wurden Frau Lips zur Verwendung im Tierversuch bereitgestellt.
Das Vorgehen ist in AP 3.8 beschrieben.
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TEIL 111 Erfolgskontrollbericht

Das Projekt Poly-IMPLANT-Druck hat bedeutende Fortschritte in der Entwicklung eines laserbasier-
ten Nano-3D-Druckverfahrens fur Knochen-Knorpel-Implantate erzielt. Der Fokus lag auf der Opti-
mierung kollagenbasierter Extrazellularmatrix (ECM)-Additive zur Verbesserung der Zellmigration
und Gewebeintegration. Die Arbeitspakete fihrten zu wichtigen Erkenntnissen hinsichtlich der
Herstellung, Gelierung und Zellbesiedlung von Kollagenmatrices. Besonders hervorzuheben ist die
erfolgreiche Entwicklung eines Migration-Assay zur Beurteilung von Zellmigration von Chondrozy-
ten und Osteoblasten (AP 3.3 und AP 3.4). Zudem wurde eine standardisierte Methode zur Scaf-
fold-Befullung (AP 3.5 und 3.6) und Sterilisation etabliert, die fur zukunftige Implantatanwendun-
gen vielversprechend ist (AP 3.8). Weitere Details zu den einzelnen Ergebnissen sind in Teil Il dieses
Abschlussberichtes zu finden. Obwohl viele der Ergebnisse nicht veréffentlicht wurden, sind die
wissenschaftlichen und technologischen Fortschritte dieses Projekts fur die regenerative Medizin
von grolRer Relevanz. Die erfolgreiche Integration der Kollagenmatrices in Tierversuche unter-
streicht das Potenzial dieser innovativen Ansatze fur kinftige klinische Anwendungen.

Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte, die vom Zuwendungs-
empfinger oder von am Vorhaben Beteiligten gemacht oder in Anspruch genommen wur-
den, sowie deren standortbezogene Verwertung (Lizenzen u.a.) und erkennbare weitere
Verwertungsmaglichkeiten.

Erfindungen und Schutzrechtsanmeldungen

Beflullung von resorbierbaren Scaffolds mit ei-
nem nativen Kollagen mit sehr hoher Biokom-
patibilitdt und gutem Einwachsverhalten in
vivo.

Welche neuen technischen Entwicklungen
oder Innovationen sind im Rahmen des Pro-
jekts entstanden?

Sind bereits Schutzrechte erteilt worden, und
wenn ja, von welchen Behérden (z. B. Deut-
sches Patent- und Markenamt, Europdisches
Patentamt)?

Inanspruchnahme von Schutzrechten
Haben beteiligte Unternehmen, Universitaten
oder Forschungseinrichtungen Schutzrechte | meidrix nein
genutzt oder in Anspruch genommen?

Gibt es bestehende Lizenzen oder Vereinba-
rungen zur Nutzung der Erfindungen durch | nein
Dritte?

Standortbezogene Verwertung

Wie wird sichergestellt, dass die Patente und
Schutzrechte in Deutschland oder an dem
Standort des Projekttragers wirtschaftlich ge-
nutzt werden?

Gibt es Plane fur eine kommerzielle Verwer-
tung am Standort, z. B. durch eigene Produk-
tion, Kooperationen mit Unternehmen oder Li-
zenzvergaben?

Werden lokale Unternehmen oder For-
schungseinrichtungen in die Umsetzung ein- | n.a.
bezogen?

Weitere Verwertungsmoglichkeiten

nein

n.a

Derzeit nicht
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Konnten die Innovationen in anderen Bran-
chen oder Anwendungsbereichen eingesetzt
werden?

Der Einsatz einer kollagen-basierten ECM ist
far diverse Scaffolds oder 3D Drucke moglich
und eine Bereicherung fur den Markt der rege-
nerativen Medizin.

Ist eine internationale Verwertung denkbar, z.
B. durch weltweite Patentanmeldungen oder

Kooperationen mit auslédndischen Unterneh-

men?

ja

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende z. B. auch funktionale/wirtschaftliche
Vorteile gegeniiber Konkurrenzlosungen, Nutzen fiir verschiedene Anwendergruppen/ -in-
dustrien, Umsetzungs- und Transferstrategien.

Funktionale und wirtschaftliche Vorteile gegenliber Konkurrenzlésungen

Wie hebt sich die entwickelte Technologie von
bestehenden Losungen ab?

Bestehende Scaffolds sind nicht mit nativem
Kollagen beschichtet oder befullt. Das in die-
sem Projekt entwickelte befullte Scaffolds hebt
sich durch die verbesserte Integration des
Scaffolds in den Knochen ab.

Bietet sie bessere Leistung, geringere Kosten
oder eine hdhere Effizienz

Die Einwanderung von Zellen in den Scaffolds
wird durch die Kollagenbefiillung effektiv ver-
bessert.

Gibt es Alleinstellungsmerkmale, die einen
Marktvorteil schaffen?

Der Einsatz eines nativen murinen Kollagen
Typ | ist ein Alleinstellungsmerkmal.

Nutzen fir verschiedene Anwendergruppen

und Industrien in Deutschland

Welche Branchen oder Unternehmen profitie-
ren von der neuen Technologie (z. B. Medizin-
technik, Biotechnologie, Gesundheitswesen)?

Kollagen-befullte Scaffolds haben folgende
eine Anwendungsmoglichkeit: (1) Herz-
Kreislauf-Medizin: Entwicklung von
bioresorbierbaren Gefal3prothesen oder
Herzklappen; (2) Zahnmedizin &
Kieferchirurgie: Verwendung zur
Knochenregeneration im Kieferbereich; (3)
Regenerative Therapien fur Tiere: Anwendung
in der Orthopadie bei Tieren.

Wie kann die Innovation die Wettbewerbsfa-
higkeit deutscher Unternehmen starken?

Anwendungsmaoglichkeit in der regenerativen
Medizin

Umsetzungs- und Transferstrategien

Wie wird die entwickelte Technologie kom-
merzialisiert (z. B. Lizenzierung, Firmengrin-
dungen, Kooperationen mit Industriepart-
nern)?

Meidrix kann die ECM Komponente fir 3D
Druck Implantate liefern.

Gibt es Plane fur eine Skalierung oder Weiter-
entwicklung nach Projektende?

Derzeit noch nicht.

Der Zeithorizont bezieht sich darauf, in wel-
chem Zeitraum wirtschaftliche Erfolge erwar-
tet werden, z. B. kurzfristig (1-2 Jahre nach Pro-
jektende) oder langfristig (5-10 Jahre bis zur
Marktdurchdringung).

Langfristig kann der 2-PP Druck fur verschie-
dene Implantate genutzt werden.
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Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende u.a. wie die ge-
planten Ergebnisse in anderer Weise (z. B. fiir 6ffentliche Aufgaben, Netzwerke, etc.) genutzt
werden kdnnen. Dabei ist auch eine etwaige Zusammenarbeit mit anderen Einrichtungen,
Firmen, Netzwerken, Forschungsstellen etc. darzustellen.

Weiterverwendung der Ergebnisse in der Wissenschaft und Technik

Wie konnen die erzielten Forschungsergeb-
nisse fur zukUnftige wissenschaftliche Arbeiten
genutzt werden?

Die erzielten Ergebnisse konnen fur die Erfor-
schung regenerativer Therapien im Bereich
Knorpel und Knochen verwendet werden.

Gibt es geplante Folgeprojekte oder For-
schungskooperationen

Nein.

Kénnen die Erkenntnisse als Grundlage fur
neue technologische Entwicklungen oder Pro-
duktinnovationen dienen?

Ja. Die Technologie der Befullung von Scaffolds
mit einem biologischen Material, kann aus an-
dere Scaffolds ausgeweitet werden.

Nutzung fiir 6ffentliche Aufgaben, Datenbanken und Netzwerke

Kénnen die gewonnenen Daten in &ffentlichen
oder wissenschaftlichen Datenbanken hinter-
legt werden?

Die gewonnenen Daten kdnnen in Form von
Publikationen vero&ffentlich werden.

Zusammenarbeit mit anderen Einrichtungen und Unternehmen

Gibt es bestehende oder geplante Kooperatio-

Branchen?

nen mit Universitdten, Forschungsinstituten | Noch nicht.

oder Unternehmen?

Gibt es Synergien mit anderen Projekten oder .
ynerg J Noch nicht.

Zeithorizont der wissenschaftlichen/technischen Umsetzung

Wann ist mit der praktischen Umsetzung der
Ergebnisse zu rechnen (kurzfristig: 1-2 Jahre,
mittelfristig: 3-5 Jahre, langfristig: 5+ Jahre)?

Langfristig +5

Welche weiteren Schritte sind noétig, um die
Technologie zu validieren, zu standardisieren
oder weiterzuentwickeln?

Mehr Tierstudien.

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit fur eine mogliche notwendige
néchste Phase bzw. die ndchsten innovatorischen Schritte zur erfolgreichen Umsetzung der

Ergebnisse.

Wissenschaftliche Anschlussfahigkeit

Welche offenen Forschungsfragen gibt es nach
Projektende?

Offene Forschungsfragen: 1) Das Resorptions-
verhalten der beflllten Scaffolds im Tier ist
nicht klar; 2) Es ist nicht klar welche Zellen in
den Scaffolds einwandern und ob eine Diffe-
renzierung stattfindet. Die Kldrung dieser Fra-
gen wirde die effektive Beflllung von Scaf-
folds mit zellbesiedeltem Kollagen ermogli-
chen.

Sind weitere experimentelle oder klinische Stu-
dien notwendig

Weitere Tierstudien sind notwendig, um die
molekularen Mechanismen der Zellmigration
und Differenzierung in den Scaffolds zu unter-
suchen.

Wirtschaftliche Anschlussfahigkeit
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Wie kann das Projekt wirtschaftlich genutzt
werden (z. B. Produktentwicklung, Patente, Un-
ternehmensgrindung, Partnerschaften mit
Firmen)?

Das Projekt kann zur Entwicklung eines Pro-
duktes fur die Knorpel und Knochenregeration
im human- und tiermedizinischen Bereich ver-
wendet werden.

Gibt es bereits industrielle Partner oder Inves-
toren fur eine Skalierung oder Markteinfuh-

Derzeit nicht.

rung?
Notwendige nachste Schritte

Die Beflullung der Scaffolds mit Kollagen
muUsste automatisiert werden. Da das Kollagen
ein biologisches Material hoher Viskositat ist,
ist eine innovative Technologie oder Methodik
notwendig, um eine hohe Zahl an Scaffolds be-
reitzustellen.

Welche innovativen Malinahmen sind erfor-
derlich, um die Technologie oder das Produkt
zur Marktreife zu bringen?

Mussen regulatorische Hirden Uberwunden
werden (z. B. Zertifizierungen, klinische Prua-
fungen)?

Tierexperimentelle Studien sowie Kklinische
Prufungen sind notwendig.

Angaben zu Arbeiten, die zu keiner Losung gefuhrt haben:

1. Die Untersuchung, Beflllung und Verwendung ACM Scaffolds konnte nur eingeschrankt
durchgefuhrt werden, da der Druck dieser Scaffolds sehr aufwendig und langwierig war.
Zuletzt wurde die Herstellung in Auftrag gegeben.

2. Die Untersuchung von befllite Scaffolds, denen Zytokine und Wachstumswachtoren zuge-
setzt werden sollte, konnte aufgrund der sehr geringen Anzahl an ACM Scaffolds nicht um-
gesetzt werden (AP 7.4)

Angaben Uber die Einhaltung der Ausgaben- und der Zeitplanung: Die geplanten Ausgaben wurden

eingehalten und sogar unterschritten, da nicht alle Arbeitspakete durchgefuhrt werden konnten.
Die Zeitplanung wurde im Rahmen der Verlangerung eingehalten.
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