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Das Tissue-Engineering (TE),[1–6] d.h. die Besiedlung von
Ger�stmaterialien mit lebenden Zellen in vitro, die dann in
einen Defektbereich implantiert werden, ist inzwischen f�r
die Rehabilitation einer Vielzahl von Gewebedefekten vor-
geschlagen worden. Vielf*ltige Strategien wurden f�r die
Regeneration von Knochen und anderen Geweben entwi-
ckelt, die Techniken und Entwicklungen auf molekularer und
zellul*rer Ebene sowie auf Materialebene umfassen. Auf
zellul*rer Ebene haben sich mesenchymale Stammzellen
(MSC) unterschiedlichen Ursprungs als Zellquelle durchge-
setzt.[7–9] Verfeinerte Bioreaktoren werden verwendet, um
Besiedlungsprozesse zu unterst�tzen. Einen entscheidenden
Punkt aber stellt die Verf�gbarkeit geeigneter Ger�stmate-
rialien mit ausreichender Biokompatibilit*t, Bioabbaubarkeit
und mechanischer Festigkeit dar, die dar�ber hinaus die
Gewebeintegration und eine Vaskularisierung im Sinne der
Einsprossung von Gef*ßen erlauben. Mangelnde Erfolge bei
bisherigen klinischen Anwendungen k8nnen ihre Ursache
auch in den Unzul*nglichkeiten gegenw*rtig verf�gbarer
Ger�stmaterialien haben.[8,10]

Ger�stmaterialien f�r das TE haben in erster Linie als
Tr*ger f�r die Transplantation der Zellen in den Defektbe-
reich zu fungieren. Offene, großporige Strukturen sind er-
w�nscht, um die Integration des k�nstlichen Gewebes in der
Empf*ngerregion zu erm8glichen.[7] Die Morphologie des
Ger�stmaterials soll dazu beitragen, den Aufbau und die
Struktur des neuen Gewebes[11] hinsichtlich Gr8ße, Form und
Vaskularisierung zu steuern.[12] Dabei haben bioabbaubare
Polymere f�r das TE einige grunds*tzliche Vorteile.[13] Im

Vergleich zu biologischen Materialien bedeutet die Verwen-
dung von Polymeren ein geringeres Risiko f�r Immunreak-
tionen, und nach vollst*ndiger Resorption verbleibt im Ide-
alfall das neu gebildete Gewebe. Das Design und die maß-
geschneiderte Synthese von bioabbaubaren Polymeren mit
geeigneten mechanischen Eigenschaften ist daher eine der
besonderen Herausforderungen beim TE. Unser Ziel war es,
in einem interdisziplin*ren Ansatz Materialien f�r das TE
von Knochen undWeichgeweben f�r plastisch-rekonstruktive
Problemstellungen zu entwickeln.

Auf der Suche nach geeigneten Ger�sten f�r das TE
konzentrierten wir uns auf monolithische Tr*germaterialien.
Monolithische Materialien sind einheitlich strukturierte Ma-
trizes mit großen, untereinander verbundenen Poren, deren
Durchmesser �blicherweise im unteren Mikrometerbereich
liegt. In den letzten 15 Jahren wurden monolithische Tr*ger-
materialien auf Polymerbasis f�r Trenntechniken sowie f�r
die Organo- und Biokatalyse entwickelt. Signifikante Bei-
tr*ge kamen dabei von FrDchet und Ŝvec et al. , die monoli-
thische Medien f�r diese Zwecke durch radikalische Poly-
merisation herstellten.[14] Wir trugen zu diesem Forschungs-
gebiet bei, indem wir einen Syntheseansatz auf der Basis der
ring8ffnenden Metathesepolymerisation (ROMP) entwi-
ckelten, der in einer Stufe zu funktionalisierten monolithi-
schen Polymeren f�hrt. Mithilfe dieses Syntheseansatzes
konnten bereits zahlreiche monolithische Systeme realisiert
werden.[15–18] K�rzlich erweiterten wir unser Verfahren um die
Elektronenstrahl(ES)-basierte Synthese hoch por8ser mo-
nolithischer Materialien.[19]

Gber die Verwendung monolithischer Materialien f�r das
TE wurde noch nicht berichtet. Bisherige Tr*germaterialien
umfassten beispielsweise Gl*ser oder Keramiken auf Basis
der Sol-Gel-Chemie und gesch*umte oder durch Elektro-
spinnen hergestellte Polymere; auch Template, strukturierte
Polymere und Drucktechniken wurden eingesetzt.[20–23] Ein
wesentlicher Vorteil monolithischer Materialien ist dabei,
dass sie im Zuge eines Abformprozesses in jegliche geome-
trische Form gebracht und dadurch ganze K8rperteile nach-
gebildet werden k8nnen.

F�r Anwendungen beim TE muss ein Ger�stmaterial
bestimmte Kriterien erf�llen. Erforderlich ist eine hoch
por8se Struktur, wobei die Porendurchmesser mindestens
150 mm betragen sollten. Nur bei ausreichenden Poren-
durchmessern wird ein substanzielles Einwachsen von Zellen
und die Vaskularisierung erm8glicht. Eine weitere Forderung
ist die Biokompatibilit*t, und hierzu geh8rt, dass Zellwachs-
tum und Zelldifferenzierung durch das Material nicht beein-
tr*chtigt werden, sei es durch zelltoxische Substanzen im
Material selbst oder durch im Zuge des Abbauprozesses
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entstehende Substanzen. Eine weitere Voraussetzung f�r
ungest8rte Proliferation und Differenzierung bildet eine
Oberfl*che, die Zellkontakt und Adh*sion beg�nstigt. An-
gepasste mechanische Belastbarkeit und Bioabbaubarkeit
sind essenziell. Die beim Abbauprozesses entstehenden Po-
lymerfragmente sollten vorzugsweise mittlere Molmassen
unter 40000 gmol�1 aufweisen, um renal ausgeschieden
werden zu k8nnen.

Unter Ber�cksichtigung dieser Anforderungen syntheti-
sierten wir monolithische Tr*germaterialien durch Elektro-
nenstrahl(ES)-initiierte radikalische Polymerisation. 2-Me-
thyliden-4-phenyl-1,3-dioxolan (M1) wurde als Monomer,
Trimethylolpropantriacrylat (CL1) als Vernetzer verwendet.
Als L8sungsmittel diente eine Mischung aus Toluol (Mi-
kroporogen), 2-Propanol und Dodecan-1-ol (Makroporoge-
ne). Die optimale Mischung ist in Tabelle S1, Nr. 11 be-
schrieben (siehe die Hintergrundinformationen).[19,24] Das
resultierende vernetzte monolithische Copolymer hatte
Poren mit einem Durchmesser �50 mm. Seine Synthese und
chemische Struktur sind in Schema 1 (links) zusammenge-
fasst. Da CL1 ein Triester ist und das DioxolanderivatM1 im
Zuge der radikalischen Polymerisation ebenfalls in einen
Ester umgewandelt wird,[25] handelt es sich bei dem Copoly-
mer um einen reinen Polyester, der als bioabbaubar angese-
hen werden kann. Eine elektronenmikroskopische Aufnahme
ist in Abbildung 1 (oben) dargestellt.

Die spezifische Oberfl*che des monolithischen Materials
wurde mit N2-Adsorption bestimmt und betrug 12 m2g�1, was

eine makropor8se Struktur nahelegt. Die Lagerung des Ma-
terials in einem Phosphatpuffer (pH 7.2, 200 ppm NaN3) bei
37 8C resultierte nach einem Monat in einer Volumenzunah-
me durch Quellen (+5%) und in einem Massenverlust
(�5%). Diese beiden Befunde sind kennzeichnend f�r einen
langsamen Abbau des Materials. Hervorgehoben werden
sollte auch, dass die ES-basierte Polymerisation direkt sterile
Matrizes liefert.

F�r Biokompatibilit*tsstu-
dien, In vitro-Wachstums- und
Differenzierungstests mit dem
Tr*germaterial wurden
Stammzellen aus humanem
Fettgewebe (adipose tissue de-
rived stem cells, ATSC) ver-
wendet. Aus klinischer Sicht
haben diese Zellen im Ver-
gleich zu den aus Knochen-
mark gewonnenen MSC den
Vorteil, dass sie leichter in
großer Menge durch minimal
invasive Entnahme zug*nglich
sind, sich aber gleichermaßen
f�r das TE von Knochen und
Weichgewebe (Fettgewebe)
eignen. Beide Gewebe haben
große Bedeutung f�r die Re-
konstruktion kraniofazialer
Defekte und ihre Regeneration

damit hohe klinische Relevanz. Die Kultivierung von ATSC
auf den sterilisierten monolithischen Polyestertr*gern ergab
eine rasche Zellproliferation auf der Materialoberfl*che.
Allerdings konnte ein Einwachsen der Zellen in die monoli-
thische Struktur innerhalb von 20 Tagen nicht beobachtet
werden, hingegen l8ste sich der Zellverband von der Unter-
lage. Diese Befunde wurden auf den hydrophoben Charakter
und die Struktur der Oberfl*chen zur�ckgef�hrt. Entspre-

Schema 1. Durch ES-initiierte radikalische Polymerisation hergestellte monolithische Polyestermatrix
(links); durch ROMP hergestellte monolithische Matrix (rechts).

Abbildung 1. Durch ES-initiierte radikalische Polymerisation erhaltene
(oben) und durch ROMP erhaltene (unten) monolithische por9se Ge-
r!stmaterialien. Maßst*be: 100 mm (oben), 400 mm (unten) und 4 mm
(Einschub im unteren Bild).
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chend wurde f�r diese Materialien ein vergleichsweise hoher
Wasserrandwinkel von 1428 gemessen.

Um die Zelladh*sion und damit das Einwachsen der
Zellen zu verbessern, wandten wir uns polareren Monomeren
und einem ROMP-Syntheseprotokoll zu. Unter Verwendung
einer Mischung aus Norborn-2-en (M2) und Pentaglycerol-
bis(7-oxanorborn-5-en-2-ylcarboxylat)monoacrylat (CL2) in
unterschiedlichen Mengen eines Mikroporogens (Toluol) und
eines Makroporogens (2-Propanol) in Gegenwart von
[RuCl2(Py)2(IMesH2)(CHPh)] (1, Py=Pyridin, IMesH2 =

1,3-Dimesitylimidazolin-2-yliden) als Initiator und unter-
schiedlichen Mengen an Pyridin als Regulator (Tabelle S2 in
den Hintergrundinformationen) konnten verschiedene mo-
nolithische Strukturen realisiert werden. Wie bereits bei
*hnlichen Systemen gezeigt wurde,[26] gelingt in Gegenwart
von sehr geringen Mengen Pyridin (70 ppm) ein Durchstim-
men der monolithischen Struktur. Es muss erw*hnt werden,
dass die Acrylatgruppe in CL2 als Ketten�bertragungsrea-
gens fungiert und somit die durchschnittliche Kettenl*nge der
von Norborn-2-en abgeleiteten
Polymerbl8cke reduziert.
Schema 1 (rechts) illustriert die
Synthese; eine typische mono-
lithische Struktur mit Poren
von 200 mm Durchmesser ist in
Abbildung 1 (rechts) gezeigt.
Wie durch inverse Gr8ßenaus-
schlusschromatographie be-
stimmt,[27] resultieren diese
großen Poren in einer Inter-
partikelporosit*t von 77%. Die
Zusammensetzung der letztlich
verwendeten Polymerisations-
mischung, die Monolithe mit
den gr8ßten Porendurchmes-
sern ergab, wurde aus 13 ver-
schiedenen Kompositionen er-
mittelt (Tabelle S2 in den Hin-
tergrundinformationen). Um
etwaige toxische Wirkungen
von Katalysatorresten zu ver-
meiden, wurde die monolithi-
sche Struktur sorgf*ltig mit
einer Mischung aus Dimethyl-
sulfoxid, Ethylvinylether und
THF gewaschen, was de facto
zu einer quantitativen Entfer-
nung des Gbergangsmetallin-
itiators und zu Ru-Konzentra-
tionen im Monolithen unter
0.1 ppm f�hrte (die Messwerte
lagen unterhalb der Nachweis-
grenze der induktiv gekoppel-
ten Plasmaemmissionsspektro-
skopie, ICP-OES).

N2-Adsorptionsmessungen
ergaben eine spezifische Ober-
fl*che von 4 m2g�1 und best*-
tigten somit die hoch por8se

Struktur des Monolithen. Die Lagerung des Materials in
einem Phosphatpuffer �ber 13 Wochen f�hrte zu einer star-
ken Verkleinerung des Wasserrandwinkels (urspr�nglich
1428). Tats*chlich konnten keine verl*sslichen Werte mehr
ermittelt werden, da der Wassertropfen rasch durch das Ma-
terial aufgesogen wurde. Dieses Verhalten wird sowohl auf
den stark hydrophilen Charakter von CL2 als auch auf die
hohe Oxidationstendenz der Poly(norborn-2-en)-Bl8cke zu-
r�ckgef�hrt (Oxidation in allylischer Position). Durch-
schnittlich (f�r n= 4), betrug der Young-Elastizit*tsmodul
dieser Materialien 1 MPa, die Druckfestigkeit betrug 7.4 MPa
und die Martens-H*rte betrug 0.3 Nmm�2. Diese Werte
waren hinreichend f�r Anwendungen beim TE von Fettge-
webe. Der Polymerabbau wurde �ber 240 Tage beobachtet.
Die Monolithe wurden dabei zunehmend kr�melig, und Po-
lymerfragmente mit mittleren Molmassen von 3000–
28000 gmol�1 wurden beobachtet. Es ist auch wichtig fest-
zuhalten, dass keine freie Acryls*ure nachgewiesen wurde.

Abbildung 2. Lichtmikroskopische Abbildungen histologischer Schnitte von Monolithen, die mit Fettge-
websstammzellen besiedelt und dann einer adipogenen (obere Reihe) oder osteogenen Differenzierung
(untere Reihe) unterworfen wurden. Es handelt sich immer um senkrechte Querschnitte, sodass die
Durchwachsung der Ger!ste in zentrale Bereiche beurteilt werden kann. A) Der histologische Querschnitt
in geringer Vergr9ßerung zeigt die Durchwachsung des Ger!stmaterials (graue Granula) nach adipogener
Differenzierung. Kernhaltige Zellen (Zellkerne violett) sind bis in den zentralen Bereich des Ger!sts an
diesem Querschnitt erkennbar (HE-F*rbung). B) Region mit differenzierten, reifen, univakuol*ren Adipozy-
ten aus einem Pr*parat der adipogenen Differenzierungsgruppe bei st*rkerer Vergr9ßerung (HE-F*rbung)
und C) eine *hnliche Region nach S-100-Markierung (DAB, braun, zum Teil sichtbar als Braunf*rbung im
Zytoplasmasaum der vakuolierten Adipozyten). Sterne in B) und C) markieren einzelne reife univakuol*re
Adipozyten. D) Von-Kossa-F*rbung zeigt massive Mineralisationen (braunschwarz, siehe Pfeile) nach
osteogener Differenzierung innerhalb des monolithischen Ger!sts (Gegenf*rbung der Kerne und Zellen
mit HE). Das Ger!stmaterial (hellgraue Granula) ist sichtbar mit Zellen durchwachsen (linker Bildteil).
E) Region mit geringerer Zelldichte und lockerer Mineralisation (Kerngegenf*rbung mit Kernechtrot). Mi-
neralisationen sind als braune K9rner erkennbar (Pfeile), wenige rotgef*rbte Kerne, das Ger!stmaterial als
hellgraue, doppelbrechende Granula. F) Markierung mit Osteocalcin-Antik9rper (Visualisierung mit BCIP/
NBT, blau, Gegenf*rbung mit Kernechtrot); Pfeile zeigen Mineralisationskerne. Alle Maßst*be entsprechen
100 mm.
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Im n*chsten Schritt wurden die durch ROMP erzeugten
Ger�stmaterialien mit ATSC besiedelt. Innerhalb von 12
Tagen vervierfachte sich die Zahl der Zellen auf der Ober-
fl*che. Adh*sionsfaktoren wie Fibronektin, RGD-Peptid
oder andere wurden nicht verwendet (abgesehen von Diffe-
renzierungsfaktoren und �blichen Mediumsupplementen).
Um das Einwachsen und die Differenzierung in einem drei-
dimensionalen Kontext im Sinne von „Gewebe*quivalenten“
zu �berpr�fen, wurde die Kultivierung in rotierenden Kul-
turgef*ßen durchgef�hrt. Mediumwechsel erfolgten w8-
chentlich. Unter diesen Bedingungen konnte ein Einwachsen
der Zellen in die Poren desMaterials beobachtet werden, zum
Teil auch eine vollst*ndige Durchwachsung und Durchdrin-
gung bis in die zentralen Bereiche des Ger�sts (Abbil-
dung 2A). Nach der Proliferationsphase konnten die erfolg-
reiche osteogene und adipogene Differenzierung nachge-
wiesen werden (Abbildung 2). Die Differenzierung der ATSC
in Adipozyten oder Osteoblasten wurde durch Supplemen-
tierung des Kulturmediums mit Isobutylmethylxanthin bzw.
durch Zusatz von b-Glycerolphosphat und Dexamethason
ausgel8st. Abbildung 2B zeigt typische reife, univakuol*re
Adipozyten nach adipogener Differenzierung in einem sol-
chen dreidimensionalen „Fettgewebs*quivalent“. In Abbil-
dung 2D und E sind Mineralisationen 6 Wochen nach Beginn
der osteogenen Differenzierung zu erkennen. Diese geht von
Zellen aus, die in das por8se Ger�st eingewandert sind. Somit
kann gezeigt werden, dass eine Biomineralisation erfolgreich
auf und in diesen Materialien durchgef�hrt werden kann und
unter Umst*nden durch die im Zuge des Hydrolyseprozesses
gebildeten freien Carboxylatgruppen unterst�tzt wird. Der
Nachweis der linienspezifischen Induktion und Differenzie-
rung der ATSC auf den Monolithen wurde zus*tzlich zu den
histomorphologischen Darstellungen durch immunhistoche-
mischen Nachweis der Osteocalcin-Expression nach osteo-
gener Differenzierung (Abbildung 2F) und den Nachweis der
S100-Positivit*t nach adipogener Differenzierung (Abbil-
dung 2C) gef�hrt. S100-Positivit*t im Zytoplasma ist typisch
f�r Adipozyten und liefert einen Nachweis neben der univa-
kuol*ren Morphologie.

Zusammenfassend haben wir neue polymere monolithi-
sche Ger�stmaterialien f�r den Einsatz in der Zellkultur und
beim Tissue-Engineering entwickelt. Unsere gegenw*rtigen
Arbeiten konzentrieren sich auf die Verbesserung der me-
chanischen Stabilit*t der Ger�ste, auf Langzeituntersuchun-
gen zur Bioabbaubarkeit sowie auf die Biokompatibilit*t in
vitro und in vivo.

Eingegangen am 22. April 2008,
ver*nderte Fassung am 26. Juli 2008
Online ver8ffentlicht am 16. Oktober 2008
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