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Diplom- /Masterthema: Histologische Untersuchungen an bioreaktorgestitzt kultivierten
Spharoiden

Einordnung der Arbeiten:

Die wesentliche Voraussetzung fir klinisch erfolgreiche Tissue Engineering-Verfahren stellt die Auf-
rechterhaltung des Differenzierungsvermdgens der im Allgemeinen aus Biopsie-Material isolierten
Zellen wahrend der praimplantativen Kultivierung auf Substratmaterialien dar. Insbesondere fur das
Knorpel-Tissue Engineering hat sich gezeigt, dass eine mechanische Zellstimulation das Differenzie-
rungspotential isolierter Chondrozyten positiv beeinflusst. Die Zellen reagieren auf die mechanische
Krafteinleitung mit einer Reihe von Signalkaskaden, die letztlich u.a. das Expressionsmuster der fir
die Produktion extrazellularer Knorpel-Matrixsubstanzen (ECM) notwendigen Gene steuern.
Sphéaroide aus Chondrocyten sind geeignete Modellsysteme zur Untersuchung von 3D-Kulturen. Die
Zellen aggregieren in High-Density-Kulturen und die Knorpelzellen fangen in einer solchen Umgebung
an, Typ-2-Kollagen sowie andere Matrixproteine zu produzieren und damit die Zwischenraume zwi-
schen den Zellen aufzufillen.

Ziel der Diplom- /Masterarbeit:

Die geplante Sudie ist Teil von Arbeiten zur Untersuchung der intrazellularen Zellmechanik und Ge-
weberegeneration mit Hilfe neuer laseroptischer Manipulations- und Visualisierungstechniken. Ziel ist
die Visualisierung der ECM-Bildung am Spharoid-Modellsystem.

Arbeitsschwerpunkte:

Folgende Schwerpunkte sollen im Rahmen der Diplom- /Masterarbeit bearbeitet werden:

e  Zellkulturtechnik
Anlegen und Pflege von Primarkulturen aus bovinem Knorpel
Anlegen und Pflege von Spharoidkulturen

e Histologie
Anfertigen von Dunnschnitten mittels Kryomikrotomie aus Knorpelpraparaten sowie aus Sphéaroi-
den
Systematische Etablierung des Nachweises von ECM-Substanzen mittels direkter oder indirekter
(immunologischer) Farbung der Markerproteine Mikroskopische Analyse der Farbungen (Lichtmik-
roskop, Fluoreszenzmikroskopie, cLSM-Analyse)

e Mechanische Stimulation von Sphéaroiden
Kultivierung von Sphéaroiden in Bioreaktoren zur hydrostatischen Stimulation
Auswertung Uber den Nachweis von ECM-Substanzen mittels direkter oder indirekter (immunolo-
gischer) Farbung der Markerproteine

Anforderungen:

Erste Erfahrungen in der Kultivierung tierischer Zellen und Grundkenntnisse in der (Fluoreszenz-)
Mikroskopie.



