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Einleitung

3 Einleitung

Gelenkbeteiligende Knochenbriiche heilen nach aiiederherstellung der Form, Stellung
und GroRRe des verletzten Gelenks kndchern sehwigaker zusammen. Im Gegensatz dazu
verbleibt in der Regel ein Gewebsdefekt mit mangdein Uberbriickung der
Gelenkknorpelflache des Uber dem Knochen liegen@etenkknorpels [19,118]. Solch
verletzungs- und heilungsbedingte Gelenkknorpeldef&onnen im weiteren Verlauf zu
einem vorzeitigen Gelenkverschleil3, einer Arthrigeen [20]. Diese bekannt dramatische
Entwicklung eines gelenkbeteiligenden Bruches #ihrtund fuhrt zu regen
Forschungsaktivitaten, die Wundheilung des Geleakt@ls zu analysieren und therapeutisch
zu verbessern. Die vorliegende Studie fuhrt Entluicgen weiter, die sich bisher entweder
mit der Integration des Gelenkknorpels [86] oder meuen Techniken der Gewebsziichtung
(Tissue Engineering) beschaftigt haben [38,64,12iH. dieser Arbeit war es, ein Modell zu
entwickeln mit dem die Integrationseigenschaften n vokinstlich gezichteten
Knorpelkonstrukten mit nativem Gelenkknorpel staddaert untersucht und verbessert

werden kdnnen.
3.1 Der Gelenkknorpel

3.1.1 Aufbau und Eigenschaften des Gelenkknorpels

Knorpelgewebe ist ein wichtiger Bestandteil dest&tiund Bewegungsapparates. Es
Uberzieht die Enden von Skelettknochen und ermidigiic;n nahezu reibungsfreies Gleiten der
Gelenkflachen.

Durch seinen verbundartigen Aufbau, bestehend ameme Bindegewebsnetz, das
mehrheitlich aus Kollagen Typ Il und Proteoglykandresteht, kann der hyaline

Gelenkknorpel sowohl Zug- als auch Druckkraften giderstehen. Die Kombination von

Proteoglykanen, die Wassermolekile binden, mit demgen Maschenwerk des

Kollagennetzes, das durch seinen porigen Aufbau\Waesserverlust zusatzlich verringert,
fuhrt zu einem sehr hohen Wassergehalt des Gelenb&is.

Die beiden wesentlichen Eigenschaften des Gelemgki® sind somit eine sehr hohe
Druckbelastungsfahigkeit durch den hohen Wasseligehd eine gute Widerstandsfahigkeit
gegen Zugbelastungen durch die Struktur der Kofiagern.
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Die Chondrozyten, die Zellen des hyalinen Knorpékgen eingebettet in extrazellularer

Matrix (ECM) und machen ungefahr 1 — 10 % des gésarknorpelvolumens aus. Sie sind

fur den belastungsabhangigen Umbau und die stafdigeuerung der ECM verantwortlich,

die von einem Netzwerk aus Kollagenen und Protdaglgn gebildet wird und fur die

Aufrechterhaltung der mechanischen Eigenschaften Glelenkknorpels verantwortlich ist

[93]. Der Gelenkknorpel wird durch Diffusion der rigyialflissigkeit, in der sowohl neu

synthetisierte Molekile und Wachstumsfaktoren alshaAbfallprodukte enthalten sind,

ernahrt. Chondrozyten haben einen Uberwiegend anaeroberiw8tbisel, da ein relativ
groBer Abstand zu den Kapillaren besteht, was diedion von Sauerstoff und Nahrstoffen

erschwert [47].

Der Gelenkknorpel lasst sich histologisch in viemg&n unterteilen, die sich in GroRe und

Form der Zellen, der Orientierung zur Gelenkflached in der metabolischen Aktivitat

unterscheiden [21]:

I. Die sogenanntdangentialzonewelche die oberste Schicht des Kollagennetzwerkes
darstellt, weist parallel zueinander ausgerichitetbagenfibrillen des Typs Il auf. Diese
ist von einer Mikrometer dicken Schicht, der Lamsmpdendens, bedeckt. Kollagen Typ
| und spezifische Protein- wie auch Phospholipiddtiren sind in dieser Schicht erhoht
und vermindern die Reibung der Gelenkflachen zuelaa Das darunter liegende
Kollagennetzwerk in der Tangentialzone ist den 8mlastungen entsprechend
ausgerichtet [34,112].

Il. In derUbergangszonaverden die Knorpelzellen runder und lagern siciChondronen
zusammen. Der Gehalt an Proteoglykanen ist im ¥alglzur ersten Zone erhoht.

lll. Die Radiarzoneist die breiteste Schicht des hyalinen Knorpels,der sich die
Chondrozyten séaulenférmig anordnen. Zwischen diesggulen“ verlaufen starke
Kollagenfaserbindel und die Konzentration an Pigitd@nen ist hier am hochsten.

Die Chondrozyten in der Radiéarzone sind bis zu medirsynthetisch aktiver als in den
oberflachlichen Zonen des hyalinen Knorpels [117].

IV. Der Ubergang zum subchondralen Knochen wirdZalse des mineralisierten Knorpels
bezeichnet, da sich in der ECM bereits Calciumphatpistalle befinden. Diese ist von
der Radiarzone durch die sogenannte ,Tidemark® eget; die einen hohen
Kalziumgehalt besitzt und sich in der Histologies d&asophile Linie darstellt. Die
Tidemark ist nicht vollig geschlossen, so dass Awstausch von erndhrenden
Substanzen zwischen dem Kkalzifizierten und demtrkalzifizierten Knorpel méglich

ist.
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Der Gelenkknorpel besteht aus einer Zellart, degestannterChondrozyten, die fir den
Auf- und Abbau der Bestandteile der ECM verantwditisind. Der Metabolismus der

Knorpelzellen ist an die jeweilige Belastungssitatngepasst und wird von verschiedenen
Parametern wie zum Beispiel dem mechanischem Diachstumsfaktoren und dem Alter

beeinflusst [112]. Bei einer Knorpeldegenerationrsuehen die Chondrozyten die

entstandenen Schaden an der ECM durch vermehrtifeRrtion und Steigerung der

metabolischen Aktivitdt zu kompensieren. Durch eihohte Mitoserate kommt es zu

Zellnestern, die von neu synthetisierten Matrix-dkillen umgeben sind. Diese Strukturen
konnen oft im osteoarthrotischen Knorpel nachgesviesverden [14]. Dieser aktivierte

Zustand kann Uber Jahre anhalten, bis dann imetet&tadium des degenerativen
arthrotischen Prozesses die Chondrozyten den Kivenhgst nicht mehr ausgleichen kénnen
und selbst zugrunde gehen [17]. Von den untergedrer¢horpelzellen werden Enzyme

freigesetzt, die die Matrixstruktur weiter zerstorend die mechanische Stabilitat verringern.
Durch die weitere Belastung des geschwéachten Kiomped der degenerative Prozess
beschleunigt [83].

Die Chondrozyten sind eingebettet in dé&xtrazellularen Matrix (ECM) , deren

Hauptaufgabe in der Aufrechterhaltung der mechaeiscEigenschaften des Knorpels
besteht. Sie setzt sich etwa aus 60% Kollagener, Z®% Proteoglykanen und 10 — 25% aus
nicht — kollagenen Proteinen und Glykoproteinenarusien. Der Aufbau der ECM ist nicht
homogen, sie besteht aus einer territorialen undreperizellularen Matrix, die sich um die
Chondrozyten anordnet und diese bei Deformation Kiesrpels schitzt. Zwischen den
Knorpelzellen liegt die interterritoriale Matrix,ied fir die mechanischen Eigenschaften
verantwortlich ist. Fir die Aufrechterhaltung derndfpelzusammensetzung und den
Austausch von Nahr- und Abfallstoffen ist Bewegumgd eine wechselnde Be — und
Entlastung unerlasslich [16]. Bei der Belastungdvder Gelenkknorpel komprimiert, was zu
einem Flussigkeitsausstrom aus der Matrix fuhrt ued einen Austausch von

Stoffwechselprodukten und Metaboliten ermdglicht.

Der Hauptbestandteil der faserartigen ECM giallagene, die fur die Zugfestigkeit des
hyalinen Knorpels verantwortlich sind, wahrend dReoteoglykane die viskoelastischen
Eigenschaften und die Druckfestigkeit ausmachen. [Dje Zusammensetzung des
Kollagennetzwerkes héngt von der Belastungszoneumath ist fur die gleichméaRige

Kraftibertragung auf den Knochen wichtig.

-11 -
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Den Hauptbestandteil bildet mit 90% das Typ Il lagkn, dessen Fibrillen extrem stark sind
und einen enormen Belastungswiderstand aufweiseiteW¥ Kollagene sind Typ VI, IX, X

und XI, die zur Stabilisierung des Kollagennetzvesrkeitragen [93]. Durch unphysiologisch
hohe Druckbelastungen, wie zum Beispiel bei eingmmui®y aus grol3er Hohe, kann das
Kollagennetzwerk zerreil3en. Dies fuhrt zu einem t#gs des Wassergehalts und
Steifigkeitsverlust des Gelenkknorpels. Der Gesaimff an Typ Il Kollagen andert sich

nicht, allerdings werden die Querverbindungen datagenen Netzwerkes beschadigt, was

einen Verlust der mechanischen Stabilitat zur Folyg62].

Die  Proteoglykane sind  Zuckereiweil3strukturen und haben eine  hohe
Wasserbindungskapazitat, wodurch sie wesentlictiezuviskoelastischen Eigenschaften und
der Druckfestigkeit des hyalinen Gelenkknorpels trbgen. Sie werden von den
Chondrozyten gebildet und bestehen aus einem Kaeipr an das multiple

Polysaccharideinheiten, die Glykosaminoglykane (Af&bunden sind.

Die Proteoglykane besitzen Carboxyl- und Sulfatgarp durch die sie negativ geladen sind
und sehr gut mit kationischen Farbungen (z.B. @afr®range) quantitativ als auch
histologisch bestimmt werden kdnnen. Ein Verlush ¥@roteoglykanen und eine daraus
resultierende mangelhafte Anfarbung korreliert miem Verletzungsausmald des
Gelenkknorpels [68].

Fur den hyalinen Gelenkknorpel ist das ProteoglyRayrecan charakteristisch, das aus
zwei Glykosaminoglykanketten, dem Chondroitinsulfatd dem Keratansulfat, besteht.
Hyaluronsaure bindet viele Aggrecanmolekile und ibéwso den typischen Aufbau der
Proteoglykane [112]. Die Elastizitat der ECM wirdorvallem durch den enormen
Quellungsdruck aufrechterhalten, der einerseitslddie hohe Wasserbindungskapazitat der
Proteoglykane und andererseits durch deren ladbhgsgige Abstol3ung zustande kommt.
Dadurch kdnnen enorme Druckkrafte, die auf den i@ddeorpel einwirken, gleichmafiig auf

die Gelenkflache Ubertragen werden.
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3.1.2 Traumatische Gelenkknorpelverletzungen

Gelenkknorpelverletzungen kann man in drei Kategoeinteilen [18]:

l. Mikroverletzungen der Gelenkoberflache, die keirstbaren Unterbrechungen
der Oberflache zeigen, aber mit einer SchadigungMigtrix und der Zellen
einhergehen

. Partielle Gelenkknorpeldefekte, die Schadigungen@eenkknorpelflache ohne
Einbeziehung der subchondralen Knochenplatte dizrste

[l Osteochondrale Defekte, die eine Miteinbeziehunglademark und des darunter

liegenden subchondralen Knochens aufweisen

Repetitive Belastungen konnen llikroverletzungen der Gelenkoberflachefiihren und zu
einer Uberlastung des Gelenkknorpels. Im Verlaufmkd es dadurch zu einem
Ungleichgewicht zwischen dem mechanischen Abbau Mtrixmolekile und dem
Matrixaufbau durch die Chondrozyten. Die faserartigExtrazellularmatrix des
Gelenkknorpels lockert sich auf und der Proteogigehalt nimmt ab, so dass der
Gelenkknorpel mechanisch weich wird. Dieser ersthri@ der Degeneration wird als
Chondromalazie bezeichnet. Durch die vermindertguisartige mechanische Ubertragung
der Druckbelastung entwickelt sich zuerst eine Megung der subchondralen Lamelle. In
den weiteren Stadien der Gelenkknorpeldegenerdmnmt es zu einer Verdickung der
subchondralen Lamelle, was radiologisch ein sicheteichen von Gelenkverschleil3, der
Arthrose, ist [106].

Partielle Gelenkknorpeldefekte sind als reine Knorpelgewebsverluste definiert, €liee
Beteiligung der subchondralen Lamelle ausschli®@&t. der adulte Gelenkknorpel keine
BlutgefalRe besitzt und Uber die Gelenkflissigkeitdkrt wird, kann sich kein typisches
Hamatom der Wundflache bilden. Hunziker konnte w#es), dass sich Zellen aus der
Gelenkschleimhaut an der Oberflache eines solchrenpg€ldefektes anlagern kénnen und zu
einem minderwertigen fibrokartilaginaren Narbengeevéihren [48]. Die am Wundbereich
befindlichen Zellen kbnnen Extrazellularmatrix l@fdund bis zu einer Entfernung von 75 pum
die Gewebsstruktur verandern [27]. Eine Zellteilungd Wanderung ist den ortsstandigen
Chondrozyten aber nicht moglich, so dass es auckemem vollstandigen Gewebsaufbau

durch diese Zellen kommen kann [12, 93].
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Die Belastung des Gelenkknorpelwundrandes an demé@enorpeloberflache fuhrt zu einer
Spannungskonzentration, da die Last nun Uber esnminderte Flache Ubertragen werden
muss. Die hochste mechanische Druckbelastung bhtsbtenit an der Wundrandecke. Dies
fuhrt zu den typischen Riesenzellen, wenn die Betegsdas physiologische Mal3 von 20 MPa
Uberschreitet. Die Ecke flacht ab und aus der Tigfel in begrenztem MalRe Gewebe
nachgebildet, so dass es zu einer Nivellierungidektes kommen kann [67].

Osteochondrale Knorpeldefekte sind tiefe Verletzungen des Gelenkknorpels, die die
subchondrale Knochenplatte perforieren und dadansth Gefal3e des Endosts verletzen.
Dadurch kommt es zu einer Einblutung in den Defaktder Bildung eines Fibrinkoagels,
welches sich gut mit den kndchernen Randern deskiief, aber nicht mit dem umliegenden
Knorpel verbindet. Im Bereich des Knochenmarks tsstisieren viele aktive Osteoblasten
neuen Knochen. AnschlielBend kommt es zu einer Eisspng von Blutkapillaren in den
Knochendefekt. Entlang der gebildeten Fibrinstrangandern nun mesenchymale
Stammzellen in den Defekt ein und beginnen dasriiar resorbieren. Innerhalb von etwa
zwei Wochen differenzieren sich die Stammzellen @bondrozyten aus, die dann
proteoglykanhaltige ECM bilden. In einem weitereaitaum von vier bis acht Wochen
bildet sich ein knorpelartiges Reparaturgewebe mach etwa einem halben Jahr ist eine
klassische Knorpelschichtung mit Tidemark zu erleenin den meisten Fallen zeigen sich
degenerative Verdnderungen des neu entstandeneeb@gwvie Fissuren und Risse in der
Oberflache und Abbau von Proteoglykanen [98].

Klinisch ist die mangelnde Gelenkknorpelwundheiluags gelenkbeteiligenden Brichen
bekannt. Diese Briiche weisen zum Beispiel am Tdpékach knécherner Heilung eine
Fissur des Knorpels auf [11]. Durch die Unterbrechder Kontinuitat der Gelenkoberflache
gelangt Gelenkflussigkeit, unter anderem bestelsrsl Proteoglykan 4 (PRG 4), in den
Knorpelwundspalt. Dies behindert die Integration nvo gegeniberliegenden
Knorpeloberflachen und somit eine Selbstheilund.[Bdirch weitere mechanische Belastung
vergroRert sich der Knorpelspalt und es kommt zueiteken Degeneration des
Gelenkknorpels, die dann im Vollbild der Arthroselen kann [20, 35,57].

3.1.3 Degenerative Veranderungen des Gelenkknorpels

Im Laufe eines Lebens ist der Gelenkknorpel extremmeechanischen Beanspruchungen

ausgesetzt, die zu Defekten der Oberflache un&azarpeldegeneration fihren kbénnen.
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Bei physiologischer Belastung sind die ChondrozytanGleichgewicht von anabolen und
katabolen Reizen, wodurch die strukturelle und fiomelle Integritdit der ECM
aufrechterhalten wird. Wenn dieses Gleichgewichh maehrheitlich zum Katabolismus
verschoben wird, hat dies die Degeneration der EXOMFolge. Daflir gibt es mannigfaltige
Grinde. Zu den wichtigsten Mechanismen gehoérenedieorbenen oder altersbezogenen
Verdnderungen des Stoffwechsels, vor allem des Hosmoffwechsels und der
Alterungsprozess der Zellen. Trotz gleich bleibendeechanischen Belastungen wird die
Widerstandsfahigkeit des Korpers durch diesen RBeor@t dem Altern schwécher, was eine
Arthrose zur Folge hat [39]. Besteht zusatzlicheestatische Verdnderung des Achsskeletts,
so kann die chronisch mechanische Uberlastung Behme einer Arthrose fiihren

Die rheumatoide Arthritis gehort zu einer der hgstén Erkrankungen meist alterer
Menschen und geht mit einer Degeneration des Gletemgels einher. Die nattrliche
Barriere des Gelenkknorpels fur Gefal3e ist durcte ainnattrliche Entzindungsreaktion
aufgehoben. Die Repellentfaktoren, die Botenstatfe, das Uberwuchern der Gelenkhaut
Uber den Gelenkknorpel verhindern und auch der ldostoffwechsel sind gestért. Dies sind
aber nur zwei bekannte Mechanismen aus einem kampléseschehen, welches die

rheumatoide Arthritis beschreibt.
3.2 Integrationsmechanismen von Gelenkknorpelwunden

3.2.1 Elastizitatsmodul des Gelenkknorpels

Sowohl die biochemische und mikroskopische Strukies Ersatzknorpels als auch die des
verletzten Gelenkknorpels ist eng mit deren medwuein Eigenschaften verbunden.
Deshalb kénnen durch die Messung von mechanischeamfetern des Gelenkknorpels und
des Reparaturgewebes etwaige Verletzungen und PegmEmsprozesse diagnostiziert
werden [6,41,59,110]. So konnte Broom aufzeigenssdanikro- und makroskopisch
unauffalliges Gelenkknorpelgewebe im ersten Stadi@mDegeneration schon einen bis zu
vierhundertfachen Festigkeitsverlust erleidet [15].

Die Festigkeit des Gelenkknorpels wird maf3geblioh der geladenen Extrazellularmatrix
mit ihren funktionellen Carboxylgruppen beeinfluddte Carboxylgruppen sind in der Matrix
gebunden und elektrostatisch geladen, wodurch \Was$ekille angezogen werden. Durch
das Collagennetzwerk mit Interkonnektionen entwlickeich Poren, durch die die
Wassermolekule perfundieren missen. Die mechamsEélgenschaften des Gelenkknorpels
werden zum einen durch die Ladungsdichte der fanktlen Gruppen und zum anderen
durch die Verbindungen des Kollagennetzwerkes inesti
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Klinisch findet sich bei verminderter Ladungsdichteer funktionellen Gruppen und

Auflockerung des Kollagennetzwerkes das Korrelat@leondromalazie.

Welche Ursachen die Festigkeitsverdnderung des ndeterpels und ggf. eines

Regeneratgewebes haben, wird weiterhin in der afiberdiskutiert. Festzuhalten bleibt, dass
knorpeliges Narbengewebe durch die bisher angewemdshirurgischen, medikamentdsen
oder experimentellen Methoden nicht die mechaniséhigenschaften erreicht wie originéres
Gelenkknorpelgewebe, welches in seiner Dicke undese Elastizitdtsmodul ortsabhangig

ist.

3.2.2 Einfluss der extrazellularen Matrix auf die Integration

Auch die extrazellulare Matrix, die reich an Praganen ist, konnte die
Integrationsprozesse beeinflussen. Von einigenedié¥oteoglykane, wie zum Beispiel
Biglykan und Decorin, ist bekannt, dass sie antiadre Eigenschaften besitzen [91], was
integrationsbehindernd wirken kdnnte [46].

Hills argumentierte dagegen, dass die Schmieretlpafien der Phospholipide in der
Gelenkflissigkeit die Integration vermindern, wasdgch nur mechanisch und nicht
biologisch in einem Integrationsmodell dargesiglitde [43].

Der verminderte Einfluss der originaren Zellen alie Wundheilung wie auch das
Einwandern von synovialen Zellen in oberflachlidkeorpelwunden oder das Einwandern
von mesenchymalen Stammzellen Uber ein Einbluten gedenkflachenfrakturierenden
Verletzungen muss bei der Interpretation der obamagntenn vitro undin vivo Versuche
bertcksichtigt werden. FiUr dien vitro Integration des Gelenkknorpels ist die
Collagenapposition mafgeblich [27]. Eine Inhibitioker Collagensynthese durch Beta-
Aminopropionitrile fihrt zu einem vollstandigen $agen dein vitro Integration [1].

Ein Wachstumsfaktoreneinsatz sollte flr eimeivo Anwendung zwei Ziele verfolgen: Zum
einen ware eine erhohte Collagensynthese der ériggn Zellen und zum anderen eine

Differenzierung der einwandernden Zellen anzustrebe

3.3 Aktuelle Therapiemoglichkeiten von Knorpelverletzurgen

Gelenkknorpelschadigungen gehéren zu den Hauptgnintlir die Invaliditat von
Erwachsenen, wobei die haufigsten Ursachen trasaofeiVerletzungen, Osteoarthritis und
Osteochondrosis dissecans sind. Eine der groReausferderungen der letzten Jahre war die
Entwicklung einer Behandlungsstrategie zur Wiedestlelung einer Knorpeloberflachen-
kongruenz, die eine normale Gelenkfunktion mit dreund schmerzloser Beweglichkeit

ermoglicht und eine weitere Knorpeldegeneratiomiwglern soll.
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Bisher konnte bei fortgeschrittener Arthrose nue dmplantation einer Endoprothese
durchgefuhrt werden, die allerdings bei jungen #igben Patienten keine lebenslange
Therapie darstellt.

Die Arthroskopie dient der Diagnostik und bietet clau die Moglichkeit einer

minimalinvasiven Therapie.

3.3.1 Lavage, Shaving und Debridement:

Eine der Aaltesten und einfachsten Methoden zur aprervon Knorpeldefekten ist die
arthroskopische Lavage, bei der das Gelenk mit iplogischer Kochsalzlésung von

Entziindungsmediatoren und Zelldedritus frei gespiitd [65].

Bei einer Gelenkknorpelschadigung kommt es oft 2loelosen von freien Gelenkkdrpern
und zur Fransenbildung des Defektes, was dannrealdive Synovitis ausldsen kann. Durch
Abfrasen der Knorpelwunde und Entfernung der Syamdv@ann bei einem Grof3teil der
Patienten eine Beschwerdefreiheit auch fur einegdéen Zeitraum erreicht werden. Diese
arthroskopischen Techniken stellen allerdings noe ¢emporare symptomatische Therapie
dar und fuhren nicht zur Regeneration des Knorpekte [22]. Dartber hinaus ist der Effekt
der arthroskopischen Lavage sehr kontrovers diskutin einer prospektiv randomisierten
Studie wurden 180 Patienten mit Osteoarthritis imnee Placebo-Gruppe mit
Scheinarthroskopie und eine Gruppe mit durchgediih&rthroskopie mit Debridement und
Lavage eingeteilt. Nach 24 Monaten konnte kein thot@ed zwischen beiden Gruppen
bezuglich der Schmerzreduktion oder der Funktiormsserung festgestellt werden [74].

3.3.2 Pridie-, Beck’sche Bohrung und Mikrofrakturierung

Penetration des subchondralen Knochens

Durch die Mikrofrakturierung des Knorpels und dieb®hrung des subchondralen Knochens
wird eine Blutung aus dem Markraum induziert, watures zur Einwanderung von
mesenchymalen Stammzellen in den Defekt kommtsutle dann zu chondrogenen Zellen
ausdifferenzieren und eine extrazellulare Matrixddn [89]. In einer umfangreichen
Nachuntersuchung von 1400 Patienten Uber einerradeit von 2-8 Jahren wurde eine
Verbesserung der Schmerzsymptomatik nachgewie<#?]. [Histologisch zeigte sich, dass
der Reparaturknorpel aus hyalinem und aus Fasgr&hbestand. Diese Technik eignet sich
vor allem fir junge, sportlich aktive Patienten mginem isolierten herdférmigen
Knorpeldefekt, der von gesundem Knorpel umgebeninsbesondere dann, wenn dadurch

der Einbau einer Endoprothese verzégert werden Knn
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3.3.3 Osteochondrale Transplantation

Die Osteochondrale Transplantation sowohl autolog als auch allogen, ist eine sclamgé
angewandte Technik, bei der Knorpelknochenzylinden weniger belasteten Zonen des
Gelenkes in die Hauptbelastungszone mit dem Kndebekt transplantiert werden [71]. Die
Indikationen fir diese Technik sind fokale Lasiondie traumatisch oder durch aseptische
Knochennekrosen entstanden sind. Bei Arthrose muBftichigen Knorpeldefekten kann
dieses Verfahren nicht angewendet werden [53].

Ein Problem bei dieser Methode bleibt die mangelddegration an der Knorpel-
Knorpelgrenze, die zur Spaltbildung und weitererfeRien fluhrt. Es zeigt sich in den
Verlaufskontrollen sowohl klinisch als auch expeirtell [58] keine Integration der
Knorpelwundrander.  Die  histologische  Untersuchunger d Verbindung des
Reparationsgewebes zum umliegenden artikuldaren pgéhorzeigt regelméafiig eine
Diskontinuitat. Auch an Stellen der gewebsartigaretbriickung besteht keine mechanisch
stabile Integration des Reparations- zum Gelenlelgewebe, da die Kollagenfibrillen in
den einzelnen Kompartimenten sich nicht miteinanabinden [60]. Experimentell ist die
Integration von Gelenkknorpelgewebe in einem baviModell sowohl fir adultes als auch
juveniles Gelenkknorpelgewebe nachgewiesen wordieh [

Die Technik der osteochondralen Transplantation distheute klinische Relevanz, wobei
man immer noch wenig uber die Mechanik an der Gelearflache der Transplantate weil3.
So beschaftigt sich Kleemann mit der Frage, obndexhanische Stabilitat der Knorpel-
Knochenzylinder nach der Transplantation einenl&ssfauf die Langzeitergebnisse hat.

In der Histologie traten degenerative Prozesse Bbimo Bereich des Knorpels als auch im
Bereich des Knochens auf, was an guten Langzeliriggen dieser Methode zweifeln lasst
[54].

3.3.4 Perichondrium und Periostlappenplastiken

Bei der Transplantation von Perichondrium aus esternumnahen Rippe oder von Periost
aus der medialen Tibiaflache geht man von der Amealaus, dass diese Gewebe die
biologische Potenz zur Chondrogenese haben [8@. ®ewebe werden in den Defekt
eingenaht oder mittels Fibrinkleber eingeklebt umiden dann hyalinartigen Knorpel aus.
Diese Methode ist auch nur fur die Behandlung varsahriebenen Defekten, nicht aber zur
Arthrosetherapie geeignet. Klinische Nachuntersngea zeigten, dass es mittelfristig zu
einer Ossifikation und arthrotischen Veranderunkgm [36].
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3.3.5 Tissue Engineering bei Knorpeldefekten

Bei der Technik des Tissue Engineering werden léberChondrozyten aus dem
Gelenkknorpel gewonnen, durch enzymatischen Verdam der extrazellularen Matrix
getrennt und in einer Zellkultur mit Wachstumsfakto zur Proliferation gebracht. Danach
werden die Chondrozyten von der Zellkultur auf vhisdene biokompatible
Tragermaterialen tUbertragen und so eine Besieddungpglicht. Nach der Verbindung mit
der Matrix findet keine weitere Proliferation dehdhdrozyten statt. In einem weiteren
Kultivierungsabschnitt wird die typische extraz&he Matrix des hyalinen Knorpels,
bestehend aus Glykosaminoglykanen und Kollagenijldggbund dabei die Tragermatrix
abgebaut. Danach wird das entstandene Gewebskinstittunterschiedlichen Techniken in
den Knorpeldefekt des Patienten implantiert [88]100

Grande et al. fuhrte 1989 in einem Tierversuch drste Autologe Chondrozyten
Transplantation (ACT) durch und lautete damit die Ara des Tissue Engingen der
Knorpelforschung ein [40]. Er entnahm eine Knorpmibkie, isolierte die Chondrozyten und
vermehrte sie in einer Zellsuspension, die dannerurdinen Periostlappen in den
Knorpeldefekt eingespritzt wurde. Der Autor konrdee Auffillung des Defektes mit
knorpelahnlichem Gewebe feststellen. 1994 wendetehBrg et al. diese Methode erstmals
bei 23 Patienten an und konnte bei einem Teil @ggieRten hyalinartigen Knorpel in dem
Defekt nachweisen [13]. Petterson et al. therapi#®l Patienten mit der ACT und auch hier
konnte hyalinartiger Knorpel nachgewiesen werdet). [8

Knutsen et al. propagierte 2004 sogar, dass diesthdde keine makroskopischen,
histologischen oder klinischen Vorteile gegenibar Technik des Microfracturing hatte und
zudem einen erheblich groReren Aufwand darstell@rdev[55]. Mit der Methode der ACT
kann keine ,restitutio ad integrum* erreicht werdaeta es sich um ein Narbengewebe,
mehrheitlich aus Faserknorpel handelt.

Eine Alternative zur ACT ist die Verwendung viMesenchymalen Stammzellen (MSC),
um  Knorpeldefekte aufzufullen. Bei dieser Methode erden durch eine
Knochenmarkspunktion multipotente Stammzellen animen. Danach wird durch
unterschiedliche Faktoren (TGF-31, Hyaluronsdusmo$ialflissigkeit) eine chondrogene
Ausdifferenzierung induziert [89].

Die in vivo Reimplantation kann im Anschluss daran auf feSt@germaterialien oder mittels
Injektion unter einen Periostlappen durchgefihntdea. Wakitani et al. fihrte 2002 die erste
autologe humane MSC Implantation in einen Knorgekieam medialen Femurkondylus
durch.
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Die mesenchymalen Stammzellen waren in ein Kollggeeingebettet und wurden unter
einem Periostlappen implantiert [114]. Die Implaiaia fihrte zwar histologisch zu einem
verbesserten Gewebeaufbau, im Vergleich zur Kdgtigipe konnte aber keine Besserung

der Kklinischen Symptomatik festgestellt werden.

Tragermaterialien beim Tissue Engineering

Dreidimensionale Tragermaterialien bieten den zuwueolierten Chondrozyten die
Mdoglichkeit, sich anzuhaften, zu differenzieren WMdtrix zu produzieren, um so komplexe
Gewebestrukturen zu schaffen. Die Tragermateriad@iien dabei biokompatibel sein und
sich mit zunehmender Matrixbildung selbst abbawahei die Abbauprodukte nicht toxisch
sein durfen. Fur den Einsatz im Gelenk missen aissiKukte mechanisch stabil sein, um
einem gro3en Druck oder Druckveranderungen statethau konnen. Materialien, die diese
Voraussetzungen erfillen, sind injizierbare Gelerauf Kollagen und Glycosaminoglycanen
basierende Polymere, wie zum Beispiel PLA (Polyita@cid) oder PGA (Poly-glykolic
acid). Freed et al. publizierte 1993 die Verwenduag bioresorbierbaren Polymerstrukturen

als Tragermaterialien fur humane Knorpelzellen [36]

3.4 Stand der Forschung:In vitro Integration von Regeneratknorpel/
Tissue Engineered Cartilage

Fur die Behandlung von Gelenkknorpeldefekten wemaldnell verschiedene Techniken des
Tissue Engineering eingesetzt, wobei die Integnaties Gewebskonstruktes mit dem nativen
Knorpel an der Knorpel-Knorpelgrenze ein bis heubeh nicht geléstes Problem darstellt
[2,109].

Bei in vivo Versuchen wird haufig die unvollstandige Integmtvon gegeniberliegenden
Knorpelwundflachen beschrieben [76,82]. Deshallch@igen sich vielen vitro Versuche
mit der Analyse und Ldsung dieser FragestellungisEbekannt, dass eine Integration von
Gelenkknorpelin vitro mdglich ist und diese vor allem von der Kollagesyernetzung
abhangt [1,27]. Ferner weild man, dass die Kollagenegrnetzung und damit die Integration
von Gelenkknorpel durch Bestandteile der Synovia#figkeit, wie zum Beispiel
Proteoglykan 4, behindert wird [34].

Obradovic entwickelte als erster ein Modell miteemfiinf Wochen lan@n vitro gezlchteten
TE-Knorpelstiick, das zu einem Zylinder zugeschmitterd, der dann in einen nativen
Knorpelring eingepasst wird. In dieser Kombinatiovird die TE-Scheibe mit dem

Knorpelring weitere ein bis acht Wochen lang kudrt
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Die mechanische Integration wird durch ein Herailskien der Scheibe aus dem Ring
untersucht und die gemessene Kraft bezogen auflrdegrationsflache in Kilopascal
quantifiziert [77]. In dieser Arbeit kann gezeigémlen, dasm vitro gezichteter TE-Knorpel,
bestehend aus juvenilen bovinen Chondrozyten umeérePGA Matrix, eine starkere
Integration aufweist als TE-Knorpel aus adulteniben Chondrozyten mit der gleichen
Matrix. Durch eine Vorbehandlung der Integratiomszanit Trypsin wird die mechanische
Integration noch weiter verbessert.

Hunter, der ein &hnliches Modell wie Obradovic vemdet, zeigt, dass die Integration der
TE-Knorpelscheibe im Vergleich zu einer Gelenkkmispheibe schwacher ist [45].

Tognana et al. zeigt, dass das Wachstum und degritionseigenschaften von TE-Knorpel
sich durch eine langere Kultivierung verbesseri.d&®m TE-Knorpelstiicken, die angrenzend
an devitalisierten Knochen mit hoher Durchlassigkeint Wochen lang kultiviert wurden,
zeigten sich neben dem groéfRten Wachstum auch diterbéntegrationseigenschaften im
Disc-Ring-Modell [108].

Zhang verwendete ein &hnliches Modell und untertgugbr allem die Zellvitalitat an der
Integrationszone. Nach zwei Wochen Integrationdamiinte zwischen dem TE-Knorpel und
dem nativen Knorpelgewebe eine azellulare Zoneem#ém Kollagennetzwerk nachgewiesen
werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dassntiegration von der Zellvitalitat in der
Integrationszone beider Gewebearten abhangigij[1

Moretti untersuchte an dem von Obradovic einge&ihriDisc-Ring-Modell, ob die
Gewebsscheibe, die an Volumen wahrend der Kult@érdaunimmt, zu einer Verfalschung
der wahren mechanischen Integration fuhrt. Der hpust® Test konnte durch ein
Verklemmen der gréReren Gewebsscheibe im Gewebgtiniglsch hohen Werten flhren.
Darlber hinaus stellte er fest, dass sich durchkdikivierung von Knorpelgewebe die
oberste Grenzschicht verandert und vermehrt Katlaggp | aufweist. Er kam zu dem
Ergebnis, dass nach einer Entfernung dieser Kajisaghechanischen Integrationswerte viel
geringer sind [73].

In den vorangestellten Untersuchungen wird ein {Rsgy-Modell verwendet, um mittels
eines ,push-out” Tests die mechanische Integrasi@nse zu bestimmen. Obwonhl all diese
Arbeiten wertvolle Daten und Einblicke in die Intatjonsprozesse van vitro gezlichtetem
Knorpel mit nativem Gelenkknorpel liefern, haber sloch alle einen entscheidenden
Nachteil: Das in den Knorpelring eingebrachte Gesvdtann durch Wachstum und

Wasseraufnahme seinen Durchmesser vergrol3ern unddtanisch stecken bleiben.
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Dieser Zustand fuhrt zu einer Uberschatzung deregsanen Integration und lasst nur
bedingt Ruckschlisse auf die stattgefundene Iniegrau.

Aus diesem Grund ist der Scherbruch — oder Zugelrseine alternative Methode zur
mechanischen Bestimmung der Integration, ohne diassben beschriebenen Begleiteffekte
auftreten wirden [73]. In der physiologischen GklbeEwegung wirken nicht ausschliellich
Druckkrafte, sondern auch Zug- und Scherkraftedeuf Knorpel ein, wie zum Beispiel bei
der Roll-Gleit-Bewegung des Kniegelenkes. Deshadlbnke das hier verwendete Modell
wichtige Daten fir die spatere klinische Anwenduley Knorpeltransplantation ins Gelenk
bringen.

Es ist bekannt, dass eine Integration zwiscimeritro gezichtetem Knorpel und nativem
Knorpelgewebe prinzipiell moglich ist. Wenig hingegweild man tGber den Einfluss von
Hormonen, Zytokinen und Neurotransmittern, der ieser Arbeit, im Vergleich zur

Integration zweier nativer Knorpelscheiben untensugerden soll.

3.5 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf Entziindungs- und

Vernarbungsprozesse

3.5.1 Gelenkknorpel

Die Unversehrtheit des Gelenkknorpels wird durck @éeichgewicht zwischen anabolen und
katabolen Prozessen aufrechterhalten, die wiedevom Botenstoffen, den Zytokinen,
gesteuert werden. Man nimmt an, dass eine Fehl-dderregulation dieser Mediatoren fir
die Entstehung von vielen Gelenkerkrankungen verantlich ist.

Westacott konnte zum Beispiel nachweisen, dasZgain IL-1 (Interleukin) und der TNF
alpha (Tumor Nekrose Faktor) bei Osteoarthritis tmeimatoider Arthritis erhdht sind [116].
Billinghurst behandelte bovinen Knorpel mit IL-1phA und kam zu dem Ergebnis, dass
dieses Interleukin fUr die Denaturierung von Tydllagen und fir einen Verlust von
Proteoglykanen verantwortlich war [9].

Temple untersuchte die Auswirkung von IL-1alpha digf mechanischen Eigenschaften des
bovinen Gelenkknorpels. Es zeigte sich, dass soda$lKollagennetzwerk geschwacht wird
als auch der Gehalt an GAG (Glykosaminoglykanerngruder Einwirkung von IL-lalpha
abnimmt, was dann zeitabhangig zu einer relevamMerschlechterung der mechanischen
Eigenschaften fuhrt [107].

Da Silva untersuchte an einem vivo Modell den Einfluss von Steroidhormonen auf
Entzindungsreaktionen sowie die Produktion von Kigen und deren Einfluss auf die

Knorpeldegeneration.
-22 -



Einleitung

Er fand heraus, dass ein Mangel an Estradiol, Agelraund Progesteron zu einem Anstieg
von IL-1, gefolgt von Entziindung und Knorpeldegatien, fiihrte. Dieser Effekt war aber
bei Gabe der Hormone teilweise reversibel und Béston hatte sogar antagonistische
Effekte zu IL-1, bezogen auf die Proteoglykansgeth[25].

Straub untersuchte die Wechselwirkungen von Cateroiden und Norepinephrinen
beziglich deren entzindungshemmenden Effekten heunratoider Arthritis in einer
kombiniertenin vivo und in vitro Studie. In derin vivo Studie wurden Patienten mit
rheumatoider Arthritis mit Corticosteroiden behadhded im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf die Entzundungsreaktion im Gelenk untersuchas DErgebnis war, dass die IL
Konzentration sowie die T-Zellen- und Makrophagedpiktion verringert waren und es
damit zu einer Verminderung der Entziindung im Geleam.

Bei derin vitro Studie wurden Zellen aus der Synovia von Patiemtein rheumatoider
Arthritis und von Patienten mit Osteoarthritis enwtrmen, um die Effekte von
Corticosteroiden und Norepinephrinen getrennt umdeambination zu untersuchen. Bei den
Synoviozyten von den Patienten mit rheumatoidehwitrs kam es durch den Einsatz beider
Hormone zu einem additiven Effekt beziglich derzindungshemmung [103].

Der Effekt von Hydrocortison wurde auch von Wanghamanen Chondrozyten in einem
vitro Modell untersucht. Er konnte zeigen, dass durah elnwochige Einwirkung von
Hydrocortison die Interleukinkonzentration herugtegelt wurde, wohingegen die ECM
Produktion, vor allem Aggrecan, Typ Il Kollagen urébronektin, signifikant zur
Kontrollgruppe zunahm [115].

Unabhangig von dem neuroendokrinen Einfluss aufesyischer Ebene, kann auch eine
lokale Steroidhormonproduktion durch deren Inaktivng und durch deren Umwandlung
eine entscheidende Rolle bei der Regulation vorniewlichen Prozessen spielen [95].

Wie oben beschrieben, konnte vielfach gezeigt werdéass Hormone sowohl die
Entzindungsreaktionen als auch den Stoffwechsel wanel Matrixproduktion von
Knorpelgeweben entscheidend beeinflussen. Uber wigarstiitzenden oder hemmenden

Effekt von Hormonen auf die Knorpelintegration reggn weil3 man bis heute relativ wenig.

3.5.2 TE-Knorpel (tissue engineered cartilage / Regenerinhorpel)

Es konnte in vielen Veroffentlichungen nachgewieseerden, dass Zytokine und
Steroidhormone einen entscheidenden Einfluss aufSteffwechsel des Gelenkknorpels und

des TE-Gewebes haben.
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So zum Beispiel untersuchte Kellner in einenvitro Modell den Einfluss von Insulin bei der
Zichtung von TE-Knorpelgewebe (tissue engineeretilage).

Es wurden dafir bovine Gelenkknorpelzellen isoliemnd auf eine abbaubare
Polyglycolsdurematrix (PGA) aufgetragen. Danach dear sie sieben Wochen lang mit
unterschiedlichen Insulinkonzentrationen (0,05 —us@ml) kultiviert. Es stellte sich heraus,
dass sich bei allen Insulinkonzentrationen das \&tach des TE-Knorpelgewebes, der GAG—
Gehalt zum Volumen und die mechanischen Eigensamaftler TE-Knorpelstiicke
verbesserten.

Es zeigte sich eine typische glockenférmige Dosigkwigsbeziehung des Insulins mit einem
Konzentrationsoptimum bei 2,5 pg/ml [51].

Auch Moretti untersuchte an einem kombinieritewitro undin vivo Modell, wie Insulin und
verschiedene Wachstumsfaktoren kinstlich geziuchi&dnorpelstiicke beeinflussen. Er
bestatigte die voraus gegangenen Ergebnisse vamelK§Er2].

Rotter untersuchte mit einem vivo Schweinemodell, in welcher Weise Interleukin-lalph
TE-Knorpelgewebe beeinflusst. Er kam zu dem Ergebndass die lokalen
Entzindungsreaktionen mit Expression von IL-lalpha einer Verschlechterung der
mechanischen Eigenschaften des Knorpelkonstrudtesii [92].

In der Publikation von Cortial werden Chondrozytesgesamt vier Wochen lang auf einer
Kollagenmatrix kultiviert. Einem Teil der Proben rde nach 14 Tagen Interleukin-lbeta
zugesetzt und eine Genexpressionsanalyse mittaldime PCR durchgefiihrt. Auch hier
zeigte sich eine vermehrte Bildung von EntzUnduregiatoren und eine Reduktion von
Kollagen Typ Il und Aggrecan unter dem Einfluss Voribeta [24].

IL-1 scheint somit auin vitro geziichteten TE-Knorpelstiicken dhnliche Wirkungemaben
wie auf einen nativen Gelenkknorpel (siehe 3.9ri)der Veréffentlichung von Appel wird
eine Lipidmatrix verwendet, die mit Wachstumsfaktotbeladen werden kann, um sie dann
im Kultivierungsprozess dosiert wieder abzugebeut. der Matrix wurde mit verschiedenen
Insulinkonzentrationen Uber vier Wochen ein kinok#r Knorpel gezichtet. Man konnte
damit belegen, dass das freigesetzte Insulin kdret@nsabhangig die Entwicklung der
Knorpelregenerate stimulierte, was man an einebliirhg am GAG- und Kollagen-Gehalt
erkennen konnte [5].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass InsulinSterdidhormone einen wesentlichen
Einfluss auf TE-Knorpelgewebe haben. Die Integratimn TE-Knorpelgewebe zu dem

Gelenkknorpelgewebe ist dagegen wenig untersucht.
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Eine der wenigen Arbeiten stellt die Veroffentlidguvon Petersen dar, der in eimervivo
Studie die Integration vomn vitro geziuchteten TE-Knorpel mit nativem Gelenkknorpel
untersuchte. Es wurden 26 und 52 Wochen nach Ingilan von TE-Knorpel in
Femurkondylen von Minipigs Proben entnommen. Ddminte ein hyalinartiger Knorpel
nachgewiesen werden.

Ein Spalt zwischen dem TE-Knorpel und dem nativerorigel stellte sich nicht dar. Der
hyaline Aufbau konnte auch durch eine hohe SyntkeseKollagen Typ Il in dem Gewebe
nachgewiesen werden [81].

Neben diesemn vivo Studie sind nur die 5 oben genanniewitro Studien bekannt, die sich
mit der Integration von TE-Knorpel zum Gelenkkndrpeschaftigen. Diese Modelle leiden
unter einer mangelhaften mechanischen Analyse. \Rasendete push-out Modell kann
zwischen wahrer Integration und Verpressung nichtengcheiden. Der Einfluss von

Botenstoffen auf die Integration von TE-Knorpel zGalenkknorpel ist gar nicht untersucht.
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3.6 Fragestellung

In dieser Arbeit werden folgende Fragestellungdmhbdelt:

1) Etablierung desn vitro Integrationsmodells nach Reindel fur TE-Knorpel rzativen

2)

3)

4)

Gelenkknorpelblocken.

a) Vergleichende Untersuchungen der Integration vorKh&rpel/Gelenkknorpelin
vitro zu Gelenkknorpel/Gelenkknorpel vitro.

b) Einfluss von Ascorbinsaure auf die Integration vbB-Knorpel/Gelenkknorpeln
vitro zu Gelenkknorpel/Gelenkknorpel vitro.

c) Einfluss der Kulturperiode auf die mechanisch massbintegration von TE-
Knorpel/Gelenkknorpeh vitro zu Gelenkknorpel/Gelenkknorpel vitro.

Einfluss von Insulin:

a) Wahrend der Kultivierung des TE-Knorpels und deschiie3enden Integration mit
Gelenkknorpel.

b) Wahrend der Integrationsperiode des TE-Knorpels€Grienkknorpel.

Einfluss des Steroidhormons Testosteron auf die eghation von TE-
Knorpel/Gelenkknorpeh vitro zu Gelenkknorpel/Gelenkknorpel vitro.

Einfluss einer Kombination aus Insulin und Testasteauf die Integration von TE-

Knorpel/Gelenkknorpeh vitro zu Gelenkknorpel/Gelenkknorpel vitro.
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4.1 Materialien

4 Material und Methoden

Substanz Bezeichnung Hersteller Ort/Land

Typ Il Kollagenase CellSystem St. Katharinen, Behtand
Papainase CellSystem St. Katharinen, Deutschland
Fetales bovines Serum FBS PAN Deutschland

High Glucose Dulbecco’s 31885-023, DMEM Gibco Deutschland

Modified Eagle’s Medium

Calcium- and Magnesium freier| PBS Gibco Deutschland
Phosphatsalzpuffer

nicht-essentielle Aminosauren | 11140-035 Gibco Deutschland

L-Glutamin 25030-024 Gibco

Prolin 81709 Fluka Deutschland
Ascorbinséaure A-0278 Sigma-Aldrich Steinheim, Dehland
Ascorbinsaure-2-Phosphat A-8960 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Desoxyribonukleinsdure DNA Sigma-Aldrich SteinheDgutschland
Dimethylmethylenblau Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Eosin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Hematoxylin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
N-2-hydroxyethylpiperazin N'-2-{ 15630-056, HEPES-Puffer Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
ethansulfonséure

Penicillin-Streptomycin- 15070-022 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Amphotericin

Safranin-O Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Trypanblau Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Diaminobenzidin DAB Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Testosteron T 1500 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsuth
Ostrogen 17-B-Estradiol, E8875 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Trans-Dehydroepiandrosteron D 4000, DHEA Sigma-ighr Steinheim, Deutschland
rekombinantes humanes I13-1 194401 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Formalin 37 % Merck Darmstadt, Deutschland
p-Dimethylaminobenzaldehyd | p-DAB Merck Darmstadt, Deutschland
Bovines Insulin (Pankreas) Merck Darmstadt, Dehlgsw
Antikdrper gegen Kollagen Typ Biotrend KélIn, Deutschland

lund Il

StreptABComplex/HRP DAKO A/S Danemark

mouse/rabbit

Rekombinantes humanes IGF-I Roche Pharma Research Penzberg, Deutschland
Nadeln Unimed Lausanne, Schweiz
Assay

L- Cystein Merck Darmstadt, Deutschland
NaEDTA Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
DANN

Hoechst Dye Sigma #33258 Sigma-Aldrich SteinheieytSchland
Tris Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
NaCl

Chondroitinsulfat A

1,9 Dimethylmethylenblau DMMB Sigma-Aldrich Steirifme Deutschland
Ethanol absolut J. T. Baker Deventer, Holland
Ameisensaure Formic acid Merck Darmstadt, Deutschla
Natriumformiat Sodium formate

Papain Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Gewebe Gelenkknorpel Lokale Metzgereien (Fam. Wenzenbach, Deutschland

Stierstorfer)

Das Standardmedium fur die Gewebskultur bestent aus DMEM; 10% FBS; 4,5 g/l
Glucose; 584 mg/L Glutamin; 50 U/ml Penicillin; p@/ml Streptomycin; 10 mM Hepes;

0,1 mM nicht essentielle Aminosauren; 0,4 mM Prolbiesem Kulturmedium wird

standardisiert 100 pg/ml Ascorbinsaure hinzugeftigt.
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Fur eine Reihe von Experimenten entfallt diese fuwition als Negativkontrolle oder zur
spezifischen Substitution, was in den folgenders\Wehnsreihen speziell ausgewiesen wird.
Testosteron(trans-Testosterone, 173-Hydroxy-3-oxo-4-androstey wird als Trockenpulver
bezogen und in DMSO in einer Stammldsung vandl/l gelost. Aus dieser Stammlésung
erfolgen die weiteren Verdinnungsreihen und denuMein entsprechende Substitution in
das Standardmedium.

Das Insulin wird in einer Stammlésung von 1mg/ml vom Koopernagipartner Dr. Torsten
Blunk, Pharmazeutische Technologie, bezogen. Dieligschte Konzentration Insulin im
Standardmedium wird durch entsprechende Substitwian 0,25 pg/ml oder 2,5 pg/ml
Insulinstammldsung auf 99,975 ml Standardmediumicht.

Das praparierte Kulturmedium wird auf die Tagesneengliquotiert und bei -20 °C

eingefroren.

4.2 Zichtung des TE-Knorpels

Die Zuchtung des TE-Knorpels (tissue engineereti@ge) erfolgt unter der Leitung von Dr.
Torsten Blunk in der Abteilung Pharmazeutische Thetbgie der Universitat Regensburg
[51].

Die Chondrozyten fur die Zichtung werden aus natikenorpel von Kélbern gewonnen.
Durch den Verdau des Knorpels mit Typ Il Kollagemagerden die Chondrozyten aus dem
Gewebsverband herausgelost und in einem Kulturmeditn Suspension gebracht
(Abbildung 1 (5). Das Medium wird wie folgt zusammengesetzt: DMEN% FBS; 4,5 g/l
Glucose; 584 mg/L Glutamin; 50 U/ml Penicillin; g@/ml Streptomycin; 10 mM Hepes; 0,1
mM nicht essentielle Aminosauren; 0,4 mM Prolin &@dug/ml Ascorbinsaure. Das Medium
wird in dieser Zusammensetzung auch fur Zellbesiededer Tragermatrices verwendet.

Als Tragermaterial wird eine PGA-Matrix (Polyglyeolacid) mit einem Faserdurchmesser
von 12-14 um, einer Pordsitat von 96 % und eineshi2i von 62 mg/cm3 von Albany
International (Mansfield, MA) verwendet. Es werdeeaffolds von 20 mm Durchmesser und
5 mm Dicke ausgeschnitten, dann 1 h lang mit UVhtLiterilisiert und mit 70 % Ethanol
behandelt. Nachdem sie grindlich mit PBS gespfidt, sverden die Scaffolds auf Nadeln, die
in einem Silikonpfropfen befestigt sind, aufgeste@kbbildung 1(7)). Der Silikonpfropfen
wird dann auf die Offnung eines ,Spinner flasks't ginem magnetischen Riihrstab gesteckt,
mit 110 ml Kulturmedium (siehe oben) befillt undtemphysiologischen Bedingungen
(37°C, 5% CQ) bei 60 rpm 24 h lang belassen. Danach wird dagilvie gewechselt und die
Zellsuspension mit ca. 40 Millionen Chondrozytemgeiftllt (Abbildung 1(6)).

- 28 -



Material und Methoden

In den nachsten 48 h konnen sich die Chondrozyden,durch einen Rihrstab mit 50
Umdrehungen pro Minute bewegt werden, an die Patfasermatrix (Scaffolds) anheften
(Abbildung 1(8)). Im Anschluss werden die besiegtelMatrices (Scaffolds) in ,6 well-
plates® (mit je 6 ml Kulturmedium und 1% FBS) Ul#nt und in den Vorversuchen 4
Wochen, danach 8 Wochen lang im Inkubator (37°C,&® ) kultiviert. In dieser Phase
werden die Polymerfasern nahezu vollstandig reedrbiund ein hyalinartiger
Regeneratknorpel (tissue engineered cartilage)ldgtbiden wir in dieser Form als TE-

Knorpelstiick bezeichnen. Das Kulturmedium wird jedeeiten Tag gewechselt.
4.3 Probenpraparation und Geometrie

4.3.1 Der nativen Gelenkknorpelblocke

Die Gelenkknorpelblocke werden aus den Hinterlawfen 8 bis 12 Wochen alten Kélbern
bei einem Metzger aus der Region (Metzgerei Steest Wenzenbach, Deutschland)
gewonnen. Die Tiere werden vor der Schlachtung wwnem Tierarzt auf ihren
Gesundheitszustand und auf iatrogene Hormonbehagdiotersucht.

Das Kélberknie wird nach dem Bolzenschuss aus dada¥er in einem Stlick herausgelost,
wobei auf die Unversehrtheit der Kniegelenkskapgelchtet wird. Das Knie mit
anhangendem Gewebe wird sofort auf 4°C gekuhlt wmmerhalb von 2 Stunden nach
Schlachtung im Labor verarbeitet. Das Femur wirdndan einen zuvor steril abgedeckten
Schraubstock eingespannt und das Gelenk mit eiregtiainparapatellaren Kapsulotomie
erdffnet. Von diesem Zeitpunkt an wird das Gelewktkuierlich mit PBS (=Dulbecco’s
phosphat buffered saline), das mit Penicillin utr@@omycin versetzt ist, befeuchtet.

Mit einer sterilisierten oszillierenden Knochensagerden nun aus dem femuro-patellaren
Gleitlager osteochondrale Blocke mit einer angestre Kantenlange von 10 mm und einer
Hohe von ca. 20 mm herausgeschnitten und bei 4RB®B, mit Penicillin und Streptomycin
aufbewahrt. Dies geschieht innerhalb von 4 Stundaoh der Schlachtung des Tieres.
(Abbildung 1 (1))

4.3.2 Der TE-Knorpelbl6cke

Die Praparation der TE—Knorpelsticke in geometrisigiinierte TE-Knorpelblocke zu

schneiden, stellt sich aus mehreren Grinden alergiu€chwierig dar. Eine Einspannung in
das Schlittenmikrotom ist nicht moglich, da es smr um ein TE-Knorpelstiick ohne

Knochenanteil handelt. Aul3erdem ist der TE-Knodmeltlich weicher als der Gelenkknorpel.
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Es wird deshalb mit verschiedenen Schnittinstruerengéxperimentiert, um die gleiche

Blockgeometrie wie bei den Gelenkknorpelblocke2%82,5x8mm) zu erreichen.

Der genaue Aufbau und die jeweils erreichten Ergslensind detailliert in Punkt ,5.1.1

Etablierung des Integrationsmodells beschrieben®.

4.4 Dasin vitro Knorpelintegrationsmodell

Es wird ein experimentelles vitro Tiermodell zur Gelenkknorpelintegration verwen
Dieses Modell wurde erstmals von Reindel beschn¢86], von Englert modifiziert und

wird auch in dieser Arbeit angewendet [32].

det.

A .. N 3 TN

4

Abbildung 1: Flussdiagramm der Knorpelprobenherstelung und Préparation

Préaparation der nativen Knorpelblécke (1-4), Kidtiung der TE-Knorpelblocke, mit Praparation (5-ihy
das Zusammenlegen beider Blécke im Kulturgefali.(12)

Aus dem femoropatellaren Gleitlager von Kélberndeer mit einer oszillierenden Sédge Knorpelknocheritdd
herausgeschnitten (1) und mit einem Mikrotom in irebscheiben mit definierter Dicke geschnitten @)s
diesen Scheiben werden Gelenkknorpelblocke mitndafer Lange und Breite herausprapariert (3) Z
Blocke bilden eine Stichprobe fiir das Integratioodetll (4).

Fir die Zuchtung des Regeneratknorpelgewebes (Tagéeh) werden Chondrozyten aus dem Gelenkkno
des femoropatellaren Gleitlagers von Kalbern heyeldst (5). Die Zellen werden in ,Spinner-flaskgirch
eine kontinuierliche Rotation des Zellkulturmediums Polyglykolsdurematrices besiedelt (6,7). Digeé-
Matrix-Konstrukte werden in ,6—well-plates” 4 od@\Wochen lang kultiviert (8). Es entsteht ein uogeftes
Regeneratknorpelstiick (TE-Knorpelstiick), das weitegyeschnitten werden muss. Das TE-Knorpelstiicid

wei

rpel

Wi

mit speziellen Schneideinstrumenten zunachst inei®en definierter Dicke und anschlieBend in TE-

Knorpelblocke definierter Lange und Breite gesdknit(10). Der zugeschnittene Gelenkknorpelblockd vanit
dem TE-Knorpelblock zusammengelegt (11) und in rekglturkammer mit einem Stempel fixiert (12).
dieser Position erfolgt eine standardisierte Gewelbhar nach der die Integration beider Blécke medseh im
Scherbruchversuch untersucht wird.
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Die Knorpel-Knochenblockzylinder (Abbildung 1 (IWerden in einem Schlittenmikrotom
(HM440 Microm, Deutschland) mit dem kndchernen Alnteingespannt und von der
Gelenkflache auf den Knochen zugehend in Knorpelbeim geschnitten (2).

Die oberste Lage der Gelenkknorpeloberflache (Lansplendens) mit einer Dicke von 0,20
mm wird auf 0,50 mm abgehoben und verworfen, dasedi&chicht sehr schlechte
Integrationseigenschaften besitzt [34].

Anschlie3end erfolgen drei Schnitte mit einer Setdicke von jeweils 250 um (2). Diese
Knorpelscheiben werden bis zum néchsten Prapasatbntt in PBS-Losung

zwischengelagert.

In dem folgenden Praparationsschritt werden ausedi&knorpelscheiben mit einem Zwei-
und Vierklingenskalpell (eigene Herstellung, Zwisnhaum von Klinge zu Klinge 8 oder 2,5
mm) drei Knorpelblocke mit einer definierten Groen 8 x 2,5 x 0,25 mm geschnitten
(Abbildung 2).

Abbildung 2: Herstellen der Gelenkknorpelblocke mitdefinierter Geometrie

a) Zweiklingenskalpell, um die Knorpelscheibe inesttefinierte Breite von 8 mm zu schneiden.

b) Vierklingenskalpell mit einem Abstand von 2,5 mmischen den Klingen, um aus der Knorpelscheibe
2,5 mm breite Gelenkknorpelblécke zu schneiden.

-31-



Material und Methoden

Das TE-Knorpelstiuck wird mit einer anderen MethadeTE-Knorpelscheiben (siehe 4.3.2)
verarbeitet. Die TE-Knorpelscheiben werden mit eilesn Methode zu TE-Knorpelblocken

geschnitten. Alle Praparationsschritte erfolgeRB5-L6sung.

4.5 Nachweis der Zellvitalitat

Die Zellvitalitat und die Zelldichte sind entscheidle Voraussetzungen fir eine gute
Integration der zwei Knorpelscheiben [119]. Deshalird direkt vor und nach der
Integrationsperiode die Zellvitalitat mit dem ,Visty/Cytotoxicity Kit (L-3224)“ (Molecular
Probes, Oreganon USA) stichprobenartig untersucht.

Der Test besteht aus zwei Komponenten, dem so gtan,Calcein AM* und dem
-Ethidium homodimer-1“. Lebende Zellen haben eineazellulare Esterase Aktivitat, durch
die das nicht fluoreszierende, zellgangige Calédin das intensiv fluoreszierende Calcein
umgewandelt wird. Dieses verbleibt bei vitalen &elintrazellular und erzeugt ein intensives
grun fluoreszierendes Licht, das bei einer Wellegé& von 495 nm — 515 nm sichtbar
gemacht werden kann.

Tote Zellen hingegen haben keine intakte Zellmempnadurch das Ethidium homodimer-1
intrazellular eindringen und sich an die freiliederDNA anlagern kann. Dadurch bekommt
das Ethidium homodimer-1 eine hellrot fluoreszieler-arbe, die bei einer Wellenlange
495 nm — 635 nm sichtbar wird. Dieser Effekt ist\atalen Zellen nicht mdglich, da sie eine
intakte Zellmembran haben.

Fur die Tests werden beide Komponenten bei Raungenpy aufgetaut und wie folgt
zusammengemischt:

20 pl von Ethidium homodimer-1 werden mit 10 mkisgen PBS vermischt, was eine 4 uM
Losung ergibt. Danach werden 5 pl des 4 mM Caléd&thzu der schon bestehenden 10 ml
Lésung dazugegeben, was eine Loésung mit 2 uM QCalééM und 4 pM Ethidium
homodimer-1 ergibt. Diese Losung wird in Eppendagpi zu 2 ml aliquotiert und bei —20°C
Grad eingefroren.

FiUr einen Vitalitatstest wird jeweils ein Eppendord bei Raumtemperatur aufgetaut und die
Knorpelprobe auf einem Objekttrager 20 min langubikrt. Dies muss unter Lichtausschluss
erfolgen, da Calcein AM durch Licht hydrolysiertrai

Zur Untersuchung der Zellvitalitat wird nach 20 mimkubationszeit in einer Dunkelkammer

das rot-griin Verhaltnis unter einem Fluoreszenzosikop (Leitz DM RBE) ausgewertet.
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Die Bilderfassung ist standardisiert mit einem 40Dkjektiv und einer hoch auflésenden
Digitalkamera (Spot2000) mit Softwarekontrolle (8afre Metamorph, Universal Imaging
Corporation, West Chester, NY, USA).

Die Auflésung betragt 0,69 um/Pixel. Bei den alsklassifizierten Knorpelscheiben findet
sich ein Bild, mit dicht stehenden griinen Punk&risprechend lebenden Chondrozyten und
einer avitalen Zone von 8 pm am Rande des Knompekbl In diesem Bereich werden durch

das Schneiden des Gewebes die Knorpelzellen abgd@ibbildung 3a (a)). Die avitalen

Stichproben zeigen diese Rotfarbung tber die gesKmdbrpelflache (Abbildung 3a (b)).

Abbildung 3a: Fluoroskopische Gewebsuntersuchung zu Vitalitatsbestimmung
(Positiv -, Negativbeispiel)

a) Beispiel einer Live/Dead Kit Untersuchung. DiehSittrander sind rot markiert und damit avitgl.
Das Knorpelgewebe ist mehrheitlich griin markiestZg¢ichen fur lebende Zellen.

b) Beispiel einer Live/Dead Kit Untersuchung mititalem Gelenkknorpelgewebe. Es finden sich pur
vereinzelt noch lebende Zellen (griin markiert).

Es werden nur Stichproben mit einem lebend/totdi@gmben” von 9/1 fir
Integrationsuntersuchungen eingesetzt und auch ndeh Integrationsperiode und

mechanischen Auswertung auf die Vitalitat geprafil{ildung 3b).

Abbildung 3b: Fluoroskopische Gewebsuntersuchung zwitalitatsbestimmung
(vor und nach Integrationsperiode)

a) Es wird eine typische Vitalitatsprifung eines oipelblocks vor Gewebekultivierung, nach
Schnittpraparation dargstellt. Der Schnittrandlistch eine hohe Dichte an toten, roten Zellen dtiarsiert.

b) Die Verlaufskontrolle nach 14 Tagen Gewebekuiteigt einen vergleichbaren ,lebend/tot-Quotiebéi
etwas geringerer Intensitat der Fluoreszenz.
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4.6 Gewebekultur von Knorpelblockpaaren

Die Knorpelblocke werden in KulturgefaRen in Paamrmsammengelegt, so dass eine
Uberlappungsregion von 2,5 x 4 mm entsteht (Ablitg4). Das Kulturgefa wird aus
Polysulfon nach Design (PD Dr. Englert) und Vorlaggch Reindel [86] gefrast. Dieses
Gefald mit einem Durchmesser von 12 mm und eineelNoh 7 mm passt in eine Vertiefung
einer ,24-Lochplatte* mit einem Restvolumen von 1 Bie Knorpelpaare werden mit dem
Polysulfonhalter in eine Vertiefung der Platte dbge und mit 750 pl Medium
(Standardmedium siehe 4.1) benetzt. Im Inkubatdolgtr bei 37°C in 5% C@ die
Kultivierung. Die Kultivierungsdauer wird nach Vachsanordnung mit 14 oder 28 Tagen
festgelegt. Das Kulturmedium wird alle 2 Tage gevsedt.

Abbildung 4: Geometrie der Gelenkknorpelblocke und Positionierung in der
Kulturkammer

a) Grafische Darstellung der Abmessungen der Krloieke.

b) Lage der Knorpelblocke in der Kulturkammer, iberlappungszone, in der die Integration statéftrigt
schwarz umrandet und wurde lichtmikroskopisch vessea

¢) Schemazeichnung der Kulturkammer mit beiden KeltmMécken, die mit dem Stempel komprimiert|in

Position gehalten werden.

d) Einlegen der geschnittenen Knorpelblocke in idigturkammer, die mit einer Pinzette fixiert wir@ie
Praparation und das Einlegen findet in PBS—LOstat.
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4.7 Mechanische Untersuchungen nach Gewebekultivierung

Bei jeder Stichprobe werden vor den mechanischersiében stereomikroskopisch die
genauen Abmessungen ermittelt (Olympus SZX12) wnd Bestimmung der Spannungs-
Dehnungswerte verwendet (Abbildung 4b).

4.7.1 Einspannung der Zugproben

Zur Erzeugung der Haltekraft kommen zwei unabh&mgRyinzipien gleichzeitig zur
Anwendung. Die Knorpelblockprobenpaare werden (Maekuum angesaugt, durch zwei
federvorgespannte Backen an den Enden eingeklenmchtgehalten. Die Verklemmung
entspricht der Spannkraft der Federkennlinie ejeden Backe, welche getrennt einstellbar
sind. Eine Vakuumpumpe (Pfeiffer DUO 012A Volumeost 12 I/h) erzeugt an den
Ansaugstellen (Durchmesser 1,2 mm) abzuglich sletuste und Leckagen eine Haltekraft
von 0,2 N. So kann eine sichere Ubergabe der Stiblepvon der Vakuumsaugplatte an die

Einspannung gewahrleistet werden (Abbildung 5).

Fixierung an
Zugmaschine

Kraftmessdose

Referenzelnspannung
Wegaufnehmer

f '\j. «—Einstelischraube

Backen fir Einspannung
der Proben

Verfahrbare
Einspannung

\
F

integrationsprobe

Fixierung am Kreuztisch

Abbildung 5: Probenhalterung fir die mechanische Tstmaschine

Technische Zeichnung der gefertigten Einspannurrigsttung fir die mechanische Messung der

Scherbruchspannung der Gelenkknorpelintegratiobspro

Die Einspannbacken halten die Proben an den bdihelen auf einer Lange von 2 mm.
Aufgrund der Probengeometrie ergibt sich eine Enspngsfliche von 5 mma2. Der
Anpressdruck wird Gber die Vorspannung der Feddeslos eingestellt und kann zwischen

5 N bis 20 N variiert werden.
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Somit kann ein maximaler Anpressdruck von 4 N/mméieht werden. Bei diesem
Anpressdruck liegt noch keine Schéadigung oder Schu@g der Probe im
Einspannungsbereich vor, wobei dennoch ein Dursbheain verhindert wird.

Die Aufnahme der Zugproben aus der Kulturkammer disdUbergabe an die Prifmaschine
erfolgt durch einen porésen Stempel mit variableakiWumsystem. Die Stichprobe wurde
exakt senkrecht mittels einer vorgegebenen Eingpagsvorrichtung mit Vakuumsystem fir
die Stichprobenaufnahme platziert. Uber einen Alaschwird gewahrleistet, dass alle
Stichproben an ihren Enden reproduzierbar in debéhhalterung gefasst werden. Der
Bereich der Messlange befindet sich somit immerkexa der Mitte zwischen den
Einspannungen. Die untere Aufnahme kann Uber eisgielfreien Kreuztisch (Leica
Auflésung 0,01 mm) axial zentriert werden, so dasgliche Uberlagerte Biegebelastungen
ausgeschlossen werden kdnnen. Die genaue axiatehusg der beiden Aufnahmen erfolgt
mit Endmal3en. Die Verfahrgeschwindigkeit fir diegZersuche betragt in allen Fallen

2 mm/min.

4.7.2 Messdatenerfassung und Genauigkeit

Der Messbereich der fir den Zugversuch verwendetafimessdose betragt10+ 0,02 N.
Das elektronische Kraftsignal der Messdose wird#adf V verstarkt und steht an einem
Analogausgang zur Verfluigung.

Die Langenanderung der Proben wahrend des Verswdids Uber einen induktiven
Wegaufnehmer (HBM WA/10 mm) mit einem Messbereioh 5% 0,01 mm) indirekt Uber
die Einspannvorrichtung aufgenommen. Der Grundkddaes Aufnehmers ist direkt an der
Referenzeinspannung befestigt. Der frei beweglicheker liegt auf der unteren
Einspannvorrichtung auf. Die Prifdistanz zwischen &inspannungen betragt 8 mm. Diese
wird mit einem EndmalR (& 0,001 mm) exakt justiert und Uber einen Endangchla der
Zugprufmaschine fixiert. Sie stellt somit die Ausgaléanged fiir alle Zugversuche dar.

Das elektronische Signal des induktiven Wegaufnebm&ird durch einen 5 kHz-
Tragerfrequenzmessverstarker ebenfalls atif 10 V verstarkt. Nach dem elektrischen
Abgleich von Verstarker und Aufnehmer werden mitlféedieiner Mikrometerschraube
(Steinmeyer 25 0,01 mm) die Kalibrierwerte zwischen Weg und dertsgrechenden Signal
ermittelt.

Die beiden aufbereiteten differentiellen Analogsignwerden Uber eine Anschlusseinheit
(National Instruments, SCB 68) der DatenerfassusmgskNational Instruments PCI-MIO-16
E-4) und eine 12 Bit AD-Wandlung mit einer Aufléguwmon 5 mV/V weiterverarbeitet.
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Die Auflosung des Kraftsignals betragt0,08 N, die erzielte Genauigkeit der Verformung
liegt beix 0,06 mm.

Zur Verarbeitung der Messsignale wurde in LABView geeignetes Programm erstellt. Die
geratebedingte Abtastrate betrdgt 20 Hz. In detw®oé wurde ein elektronischer Filter
integriert, um das hochfrequente Rauschen des Muswignals zu unterdriicken. Alle
Messwerte werden als Textdateien gespeichert undeégso mit verschiedenen Programmen

ausgewertet werden.

4.8 Histologie

Ein Teil der Stichproben wird fir histologische Erguchungen prapariert. Diese werden in
einer 2 %igen Glutaraldehydlésung konserviert. Nad6hmin werden die Proben in 10 %
Formalin oder durch Einfrieren bei -18°C fixiertieDformalinfixierten Proben werden in
Paraffin eingebettet und Querschnitte mit einer n8tilicke von 5 pm angefertigt.
Entparaffinierte Schnitte werden mit Safranin-O urauidinblau—Farbung zur Darstellung
des Proteoglykangehalts [61] gefarbt. Aus den gefren Proben werden Gefrierschnitte
angefertigt und mit Antikdrpern gegen Typ | Kollagend Typ Il Kollagen beimpft. Durch
einen zweiten Antikdrper gegen den ersten Antikbheaden mit DAB kann dieser sichtbar
gemacht werden (StreptAvidinBiotin-Kits). Bei denstblogischen Schnitten ist der

Knorpelblock immer oben und der TE-Knorpelblock iemminten positioniert.

4.9 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Fur die hochauflosende Rasterelektronenmikroskeygiglen einige Stichproben sowohl von
nativ-nativ Knorpelblocken als auch von nativ-TEdfpelblocken in der im Labor etablierten
und publizierten Technik vorbereitet [4]. Die Sficbben werden in Glutaraldehyd fixiert und
anschlieBend mit Phosphatpuffer (pH 7,4) abgespuilin wird die Entwasserung mit
aufsteigenden Ethanol- und Acetonkonzentrationenrchdyefiihrt. Die dehydrierten
Gewebeproben werden mit einer flissigen Karbon-diodxdsung ausgetrocknet und in
einem ,Sputter Coater* (Polaron) mit Gold UberzagBre so praparierten Gewebeproben
werden dann mit einem ZEISS DSM 940 Mikroskop oHEO 1445 mikroskopiert und

fotografiert.
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4.10Biochemische Analytik

4.10.1 Proteoglykanmessung der Knorpelblocke

Ein Teil der Stichproben wird nach den Zugversucheh einem Papain-Puffer (bez. auf
50 ml PBS: 0.0363 g L-Cystein, 0.1117 g,RBTA - pH 6.0, 326 ul Papain) versetzt, Uber
18 h bei 60 °C verdaut und anschlie3end bei -7g§€l&gert.

Eine Standardkurve wird aus einer Stammlosung mmiéne Chondroitinsulfatgehalt von
7 mg/ml in 8 Graduierungen ebenfalls in oben basbenem Papain-Puffer bei 60°C Uber
18 h verdaut. Am nachsten Tag wird daraus die @rakdrve mit einer Verdinnungsreihe
von 40 pg/ml, 30 pg/ml, 20 pg/ml, 15 pg/ml, 10 pig/Mpg/ml, 2,5 pg/ml und 1,25 pg/mi
hergestellt.

Das DMMB Reagenz wird wie folgt hergestellt: Loswan 18 mg 1,9-Dimethylethylenblau
(DMMB) in 5 ml absoluten Alkohol, Addition von 2 mAmeisensaure und 2 g
Natriumformiat. Das Ganze wird mitl,0 auf ein Endvolumen von einem Liter gebracht,
wobei der pH-Wert bei ungefahr 3.0 liegt.

Aus den jeweiligen Stichproben wird dreimal einlTieiein ,,96 well-plate” mit jeweils einem
Volumen von 50 pl/well aliquotiert. Ein jedes Welird mit 200 pul DMMB-Reagenz versetzt

und im Anschluss im ELISA mit einer Wellenlange \®f0 nm vermessen.

4.10.2 Zellzahlmessung mittels DNA-Assay

Es wird eine Standardkurve aus einer DNA-Stammi@suonit einem DNA-Gehalt von
5 mg/ml erzeugt, indem eine Aliquotierung in en¢gyender Konzentration durchgefihrt
wird. Die Aliquots werden in Papainpuffer bei 60 G8er Nacht (18 h) verdaut. Am né&chsten
Tag wird die Standardkurve mit einer Verdinnundmsraion 40 pg/ml, 30 pg/ml, 20 pg/ml,
15 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml und 1,25midhergestellt.

Der Assaypuffer wird wie folgt hergestellt: lichgghiltzte Losung von Hoechst Dye
(#33258) ingH,O 1 mg/ml.

Herstellung von 10-fach konzentriertem TNE Puftes: werden 12,11g Tris, 100 mM 3,72g
EDTA, Na&2H,0 10 mM, 116,89 NaCl 2M mit 800 miH,0 aufgeflllt und mit konzentrierter
Salzséaure auf ein pH von 7.4 eingestellt. Das Velunvird auf einen Liter mgH,0 erganzt.
Nach Bedarf erfolgt die Verdinnung auf 1/10.

Der Assaypuffer setzt sich aus 1 pl Hoechst Dyan8t#sung und 10 ml TNE-L6sung

Zusammen.
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Die laborchemischen Stichproben werden jeweilsfalthi in ein ,96 well-plate” in einer
Menge von 10 pl/well eingebracht, mit 200 ul Ass#igr versetzt und bei 360 nm im

ELISA vermessen.

4.11 Auswertung und Statistik

Die Datenerfassung und die deskriptive Statistilolgt mittels Excel fur Windows 2003.
Jede Stichprobe und der daraus abgeleitete Wed dvirch eine Untersuchung numerisch
codiert und nach jeder DatenlUbertragung erfolge dfionsistenzprifung. In dieser Form
werden die Daten in SPSS 16.0 "german edition fimdews" Uberfiihrt. Die schliel3ende
Statistik erfolgt mittels SPSS. Die Prufung der Malverteilung wird durch den ,Kruskal-
Wallis“ Test untersucht. Fur nicht normal verteM&rte kommt der ,Mann-Whitney-U* Test
zur Anwendung. Normalverteilte Werte werden durake esinfaktorielle ANOVA Analyse
und ggf. mit einem post-hoc Tukey Test auf sigmifite Unterschiede analysiert. Die
Signifikanz wird mit einem Wert von p &05 angenommen.

Die grafische Darstellung erfolgt mit SigmaPlot,bgodie Mediane der einzelnen Gruppen in
Box Plots mit der jeweiligen 25th und 75th Perdendiargestellt sind und die Fehlerbalken

Uber und unter den Box Plots jeweils die 90th udith Percentile anzeigen.
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5 Ergebnisse

5.1 Vorversuche

5.1.1 Etablierung des Integrationsmodells

Die Praparation des TE-Knorpels war in den erstarsichen aus mehreren Grinden
schwierig. Die Kultivierung des TE-Knorpels wurdeie oben beschrieben, auf Matrices
(Scaffolds) durchgefuhrt und es konnten TE-Knonelee mit etwa 20 mm Lange, 15 mm

Breite und 10 mm H6he gezichtet werden. Da est®ckdiesem TE-Knorpel nicht um einen

Knorpel-Knochenzylinder wie bei der Praparation @=enkknorpels handelte, fehlte die
feste Komponente des Knochens zum Einspannen ikotdim. Der geziichtete TE-Knorpel

hatte aul3erdem eine weichere Konsistenz als dem@deaiorpel, was die Schnittfiihrung zur
Erstellung einer exakten Probengeometrie erschwerte

Deshalb wurde nach mehreren frustranen Vorversuttiretie Praparation des TE-Knorpels
(Abbildung 6) ein neues Schneideinstrument von .BElijgy. (FH) Johann Fierlbeck von der

Fachhochschule Regensburg entworfen und angefevtigtiiesem konnte eine ausreichende
Fixierung der TE-Knorpelstticke erreicht werden. D&sKnorpelstiick wurde dabei von drei

Seiten gehalten und die Schneideklinge konnte ddiebe Fixierung in definierter Position

zum TE-Knorpelsttick gefuihrt werden (Abbildung 7 @)d

Bei denersten frustranen Versuchenwird fir die Praparation des TE-Knorpelstiickes ein
Metallquader mit einer Lange und Breite von 35 nmd einer H6he von 20 mm entworfen.
Im Inneren des Quaders befindet sich ein kleinehlidom, mit einer feinmaschigen
Lochplatte bedeckt, der Uber den Anschluss aufrelgiten Seite durch einen Schlauch mit
einer Vakuumpumpe verbunden ist. Dadurch kann eiteftdruck erzeugt werden, der das
TE-Knorpelstiick ansaugt und so in seiner Positidrdar Lochplatte halt. Die Oberseite des
Quaders hat auf 2 Seiten einen Schnittrand von SBmeite und 2 mm Hohe (Abbildung 6c¢).
Dieser soll eine zusatzliche Fixierung des TE-Ketsfiickes ermdglichen. Der Metallquader
dient zur Einspannung ins Schlittenmikrotom (Zé#ssrom HM440E, Deutschland) und zur
Praparation der TE-Knorpelscheiben. Das Ergebnissedi Methode ist, dass dem
Regeneratknorpel durch das Vakuum Wasser entzogen so das Volumen des TE-
Knorpelstiickes wesentlich verringert wird. Es kakeine glatte Oberflache der TE-

Knorpelscheiben mit dieser Technik geschnitten eer@bbildung 6d).
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Im zweiten Versuch wird zusétzlich zu dem Vakuumgitter und dem Sto8raoch ein
Metallplattchen angefertigt, das durch eine Scheavdrschoben werden kann, um das TE-
Knorpelstiick zusatzlich zu fixieren (Abbildung 6a,Dadurch kann aber die Qualitat der

Praparation nur unwesentlich verbessert werden.

Abbildung 6: Erstes Schneideinstrument fur die Pra@mration des TE-Knorpelstickes
zum Schneiden der Knorpelscheiben mit definierter ixke

a) Aufnahme von oben, mit Metallplattchen und Verstgiraube links

b) Aufnahme von der Seite, mit Vakuumansaugstutzemaufechten Seite, mit Sto3rand und Metallplatiche
mit Verstellschraube links.

c) Aufsicht von schrag oben mit Lochplatte zum Ansaudes TE-Konstruktes

d) Lichtmikroskopische Aufnahme eines Knorpelformigngp von der Seite, (Objekitrdger unten), mit
Vermessung der Dicke, sehr inhomogene Oberflache

Im dritten erfolgreichen Versuch wird ein neues Schneideinstrument entwickelt, alas
zwei Metallquadern, von denen jeder eine Lange ¥@mm, einer Breite von 35 mm und
eine Dicke von 20 mm hat. Jeder Quader hat eimégifefKammer auf einer Seite, die 40 mm
lang, 20 mm breit und 4 mm tief ist. Es befindechsvier Bohrungen an jeder Ecke des
Quaders, uber die beide mittels Schrauben verbuwdetien konnen (Abbildung 7).
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Es entsteht somit durch die beiden gefrasten Ha#dtee Kammer mit 8 mm Tiefe, in die das
TE-Knorpelstiick hineingelegt werden kann.

Um Knorpelscheiben mit unterschiedlicher Dicke satien zu kdnnen, werden kleine
Metallplattchen mit definierter Dicke von 250 pmQ05 pum und 1000 pm in die
Schnittkammer eingelegt. Das TE-Knorpelstick wirdtets einer Mikrotomklinge, die
zwischen die Metallblocke geschoben wird, in Scheider gewtinschten Dicke geschnitten.
Durch dieses Schneideinstrument kann eine optink@erung des TE-Knorpelstiickes
erreicht werden und somit TE-Knorpelscheiben mieeiglatten Oberflache und definierter
Dicke geschnitten werden.

Allerdings kdnnen mit diesem Versuchsaufbau nurKrerpelscheiben mit einer Dicke bis
zu 600 pum geschnitten werden, was sich in einentesp@ Versuch als zu dick fur die
Kulturkammer herausstellt (Abbildung 7 d).

Abbildung 7: Zweite Generation des Schneideinstrunms fir die Praparation des TE-
Knorpelstiickes zum Schneiden der Knorpelscheiben mdefinierter Dicke

a) Aufsicht von schrag oben, mit eingefuhrter Mikrotdimge zur Durchtrennung des TE-Knorpelstiickes

b) 2 Metallquader mit je 4 Bohrungen fur 4 Schraubeit Muttern. 2 Metallplattchen und eine
Mikrotomklinge

¢) Aufsicht, mit Einblick in die das TE-Knorpelstiickfaehmende Schnittkammer

d) Lichtmikroskopische Aufnahme einer geschnitten@oipelscheibe von der Seite, (Objekttrager unimit),
Vermessung der Schnittdicke. Es stellt sich einendgene Oberflache mit geradem Schnitt und ejner
Schnittdicke von 600 pm dar.

- 42 -



Ergebnisse

Im vierten Versuch wird dieses Schneideinstrument nochmals modifizien das Problem
der zu gro3en Schichtdicken zu I6sen.

Es wird aus einem der beiden Quader im Bereichgaeéiésten Kammer ein Zylinder mit
einem Durchmesser von 19 mm herausgefrast undimeinepassenden Stempel versehen.
Auf der Aul3enseite des Quaders wird mittels zwédir&aben eine Vorrichtung befestigt, die
mit einer skalierten Randelschraube versehen istien ein Stempel stufenlos in die gefraste
Kammer und somit auf das zu schneidende TE-KndijNsgedrickt werden kann. Es
konnen TE-Knorpelscheiben mit einer definierten ki@iaveiter zu TE-Knorpelblécken mit

einer definierten dreidimensionalen Form geschmitterden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Dritte Generation des Schneideinstrumates fur die Praparation des
TE-Knorpelstickes zum Schneiden der Knorpelscheibenmit definierter Dicke
(Versuch 4 — 11)

a) Aufsicht von schrag oben, auf getffnete Stkenihmer mit Zylinder

b) Aufnahme von der Seite, mit stufenlos verstebaRandelschraube, mit der der Stempel je nach
gewiinschter Dicke den Knorpel fixiert, VergréReraeigt die Skalierung der Randelschraube

¢) Aufsicht von oben mit Schnittkammer, im linkBfock im Bereich der Schnittkammer ist der zylisdhe
Stempel erkennbar

d) Lichtmikroskopische Aufnahme eines Knorpelformpérs von der Seite, (Objekttrager unten), mit
Vermessung der Dicke, homogene Oberflache mit genaBchnitt und 300 pm Dicke

-43 -



Ergebnisse

5.1.2 Festlegung der besten Kulturbedingungen

Das Integrationsmodell nach Reindel, modifiziertmd&nglert, wurde schon in mehreren
Vorversuchen mit zwei Gelenkknorpelblocken verwénba es sich bei dem in dieser Arbeit
verwendeten TE-Knorpel um ein neues Gewebe handelissen in verschiedenen

Vorversuchen die besten Kulturbedingungen fir diedration untersucht werden.

5.1.3 Lage des TE-Knorpelblockes zum Gelenk-Knorpelblock
Das TE-Knorpelstiick hat andere mechanische Eigeftschbeziiglich der Festigkeit und der

Elastizitat im Vergleich zum nativen Knorpelblodker verwendete Stempel zum Anpressen
der beiden Knorpelblocke sinkt in den TE-Knorpetilloein, jedoch nicht in den

Gelenkknorpelblock. Es erfolgt ein vergleichendeerdtuch, ob die Lage des TE-
Knorpelblockes zum nativen Knorpelblock in der Kkammer und damit zum Stempel

einen Einfluss auf die Integration hat (Abbildung 9
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Lage des TE-Knorpelblocks in der Kulturkammer
Abbildung 9: Darstellung der gemessenen mechanisamdntegration in Abhéngigkeit
von der Lage des TE-Knorpelblockes wahrend der Gevisekultur
Es wird die mechanische Integration in Abhangigkeib der Position des TE-Knorpelblocks in der Kamme
zum nativen Knorpelblock nach 4 Wochen Gewebekuffemessen (n = 18/Gruppe). Es findet sich g¢ine
signifikante Steigerung der Integration, wenn dErKhorpelblock unten liegt.

In Abbildung 9 stellt die erste Gruppe Knorpelblpakre mit oben liegendem TE-
Knorpelblock in der Kulturkammer dar. Es integrie® von 18 Stichproben.
Die zweite Gruppe stellt den unten liegenden TE+datblock dar, in dieser Gruppe

integrierten 13 von 18 Stichproben.
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Die Integration wird als Scherbruchspannung in g@aessen und ergibt fir die erste Gruppe
einen Median von 4,27 kPa und fur die zweite Grugipen Median von 28,21 kPa. Es ergibt
sich ein signifikanter Unterschied der Gruppen mitem p-Wert von 0,003 im Mann-
Whitney-U Test. In den folgenden Versuchen wird @ErKnorpelblock einzig unten in der

Kulturkammer positioniert.

5.1.4 Einfluss der Dicke der Knorpelblockpaare

In Vorversuchen wurde der Einfluss der Knorpelbtticke nativer Knorpelblécke auf die
Integration untersucht, wobei sich eine gute Irdadgn bei Knorpelblocken mit einer
Schnittdicke von 250 pm zeigte (siehe Dissertafiohim Benditz 2008).
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Abbildung 10: Gemessene mechanische Integration iAbhangigkeit der Dicke der
kultivierten TE-Knorpelblocke
Es wird die mechanische Integration in Abhangigkein der Schnittdicke des TE-Knorpelblockes
dargestellt. Die Gruppen (n = 10/Gruppe) werdeneur§tandardbedingungen kultiviert. Die nativen
Knorpelblocke liegen in der Kulturkammer oben uneéisen eine Dicke von 250um auf. Die TE-
Knorpelblécke werden mit einer Schnittdicke von 208 bis 500 um prapariert.

Da der TE-Knorpelblock andere mechanische Eigeaftah aufweist, soll in einem weiteren
Vorversuch geklart werden, ob mit dickeren TE-Krediptdcken eine bessere Integration

erreicht wird.
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Als Medium wird fur diesen Vorversuch Standardmedi(siehe oben) mit Ascorbinséaure
100 pg/ml verwendet. Die Ziuchtungzeit und damit ididturdauer des Regeneratknorpels
betragt fur diese Versuchsreihe 8 Wochen und degtationskultur mit dem Gelenkknorpel
4 Wochen.

Es werden 4 Gruppen (n = 10) mit unterschiedlidhieke des TE-Knorpelblockes gebildet.
Die erste Gruppe mit einer Dicke von 200 um desKhérpelblockes ergibt eine Integration
bei 4 von 10 Knorpelblockpaaren mit einem Median @okPa. Die zweite Gruppe wird mit
einer TE-Knorpelblockdicke von 300 um praparierts Hntegrieren 7 von 10
Knorpelblockpaaren mit einem Median von 19,9 kRadér dritten Gruppe sind die TE-
Knorpelblocke 400 um dick. Es integrieren 6 von Stichproben mit einem Median von
4,3 kPa Die vierte Gruppe mit einer TE-Knorpelblockdicken 500 um ergibt eine
integrierte Stichprobe von 10 kPa und somit ein isliedon OkPa.

Es ergibt sich somit ein hochsignifikanter Unteredhzugunsten der zweiten Gruppe, mit
einer Schnittdicke des TE-Knorpelblockes von 30Q imuen folgenden Versuchen wird der
TE-Knorpelblock mit einer Schnittdicke von 300 pmépariert. Die Gelenkknorpelblécke
werden mit einer Schnittdicke von 250 um belassen.

In Abbildung 11 ist eine Schemazeichnung der Kuliotmer mit den darin liegenden
Knorpelblécken und dem Stempel zu sehen. Im recBtkehist schematisch der Effekt von

dickeren Knorpelblécken mit dem héheren Anpresddewd die Integrationszone dargestellt.

=
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Abbildung 11: Die Dicke der Knorpelblocke ist relewant fir den Anpressdruck im
Bereich der Knorpelblockiberlappungsszone

a) Schemazeichnung der Kulturkammer mit den bedwrpelblécken und Stempel.

b) Schemazeichnung mit zwei Knorpelblécken in dattiékammer, oben illustriert die Kompression dufch
den dickeren TE-Knorpelblock im Vergleich zur Stardkinstellung (unten)
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5.1.5 Einfluss der dynamischen Kultivierung in der Integrationskultur

In einem weiteren Teilversuch sollte die These nsokeht werden, ob eine konstante
Bewegung der Kulturkammer eine bessere Diffusiosh demmit Ern&hrung der Knorpelblécke
durchs Medium erzeugt.
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Abbildung 12: Gemessene mechanische Integration inAbhangigkeit der
Kulturbedingung

Es wird die mechanische Integration in Abhéangigkeibn der Bewegung in der nativegn
Knorpelblockgewebskultur dargestellt. Die beidenugiren (n=6) werden mit Stdardmedium mit
100 pg/ml Ascorbinsaure Uber 4 Wochen kultivierer Brwartete Effekt des Schwenkens der Proben|auf
die Integration stellt sich nicht ein.

In der dynamischen Gruppe kann eine Integration sawdgn den beiden nativen
Knorpelblécken mit einem Median von 140,2 kPa geseesverden. In der Kontrollgruppe
zeigt sich ein Median von 318,2 kPa mit einem Sikanzniveau von p<0,04. Eine konstante
Bewegung wahrend der Integrationskultur flhrt zueeiVerschlechterung der mechanisch
messbaren Integration. In den folgenden Versuchdolge eine Kultivierung der

Knorpelblockpaare unter statischen Kulturbedingmnge
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5.1.6 Einfluss der Ascorbinsdurekonzentration im Standardnedium auf die
Integration

Aus Vorversuchen der Arbeitsgruppe ist bekannts dascorbinsaure fir die Integration
essentiell ist. Ohne Ascorbinsdure bleibt das Gewelar vital in der gewéahlten Kulturdauer,
es ergibt sich aber nie eine messbare mechanisobegration. Um eine Dosis-
Wirkungsbeziehung der Ascorbinsdure auf die Int@mrazu untersuchen, erfolgen Versuche
sowohl mit den Paarungen TE-Knorpel- zu Gelenkkeltpck und 2 Gelenkknorpelblocken
mit aufsteigenden Ascorbinsaurekonzentrationen.

Zur Vereinheitlichung wird die Kulturdauer fur dietegration auf 4 Wochen festgelegt. Der
Stichprobenumfang wird mit n = 16 pro Gruppe ungrdbfiihrung von 4 unabh&ngigen
Teilversuchen mit je 4 Stichproben festgelegt (Adumg 13).
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Abbildung 13: Integration von nativen Knorpelblocken unter Einfluss von
Ascorbinsaure

Es wird die mechanische Integration in Abhangigkkst Ascorbinsaurekonzentration im Kulturmediym
gezeigt. Jede Gruppe, bestehend aus 16 Proben imirdStandardmedium mit aufsteigender
Ascorbinsdurekonzentration von 0 - 300 pg/ml f0Wdchen zur Integration gebracht. Es bestatigen sich
die Ergebnisse der Vorversuche, dass ohne Ascéilnieskeine Integration mdoglich ist und ejn
Konzentrationsoptimum bei 100 pg/ml Ascorbinsawestéht.
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In der zweiten Gruppe bei einer Ascorbinsédurekotmagan von 50 pg/ml zeigt sich bei 14
von 16 Stichproben eine Integration und es ergdbt sin Median von 46,51 kPa. Die Gruppe
3 (100 pg/ml), zeigt ein Integrationverhaltnis vb&/16 Stichproben. Der Median betragt
169,11 kPa und ist signifikant, was die Ergebnidse Vorversuche nun auch fir eine
Kulturdauer von 4 Wochen bestéatigt (Abbildung 13).

In den Gruppen mit hoherer Ascorbinsdurekonzeotatn Standardmedium zeigt sich eine
Verschlechterung im Vergleich zur Gruppe 3, undlggnifikanter Unterschied zur Gruppe
2. Es wird dartber hinaus eine Dosisfindungskunié Herstellung von 150, 200 und
300 pg/ml Ascorbinsaure im Standardmedium untetsuth zeigen sich mit Medianen von
36,91 kPa, 46,76 kPa und 33,7kPa &ahnliche WertecGmippe 2 und eine signifikante
Verminderung zu Gruppe 3.

Die Dosisfindungskurve weist eine Ascorbinsaureleotation von 100 pg/ml im

Standardmedium als die Beste aus.

Die dargestellte Dosis-Wirkungsbeziehung der Asoséurekonzentration sollte im

folgenden fur TE-Knorpelgewebe nachvollzogen wer@drbildung 14).
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Abbildung 14: Integration von TE-Knorpel- zu Knorpelblocken unter Einfluss von
Ascorbinséaure

Vier Gruppen mit einem minimalen Stichprobenumfang 17 werden in Standardmedium mit aufsteigender
Ascorbinsaurekonzentration von 0 — 200 pg/ml fiWdchen kultiviert. Es bestéatigen sich die Ergelmides
Vorversuches mit nativen Gelenkknorpelblécken, ads®e Ascorbinsdure keine Integration mdglich st gin
Konzentrationsoptimum bei 100 pg/ml Ascorbinsawestéht.
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Die erste Gruppe wird ohne Zugabe von Ascorbinslultviert und es kommt, wie in den
Vorversuchen mit zwei nativen Knorpelblocken, beinler Stichprobe zu einer Integration. In
der zweiten Gruppe integrierten 17 von 32 Stichpromit einem Median von 3,44 kPa. In
der dritten Gruppe (100 pg/ml Ascorbinsaure im &sadmedium) kommt es in 46 von
insgesamt 53 kultivierten Proben zu einer IntegratDer Median liegt bei 12,96 kPa. In der
vierten Gruppe (200 pg/ml Ascorbinsaure) reduzmth der Median auf 3,2 kPa (Abbildung
14).

Die Dosis-Wirkungsbeziehung der Ascorbinsaurekotradon im Kulturmedium in der
Knorpelblockkultur fir 2 und 4 Wochen sind im Kumyerlauf &hnlich, wie auch zur TE-
Knorpel-Knorpelblockkultur.

Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischarere Ascorbinsaurekonzentration von
50 pg/ml im Standardmedium zu 100 pg/ml (p<0,000%) zwischen 100 zu 200 pg/mi
(p<0,02).

Aufgrund dieser Ergebnisse werden in den folgendersuchen als Positiv-Negativkontrolle

zwei Gruppen mit einer Ascorbinsdurekonzentration © oder 100 pg/ml verwendet.

5.1.7 Einfluss der Ascorbinsdurekonzentration im Standardnedium auf die

Zellproliferation

Wie sich in den Versuchen gezeigt hat, beeinflésstorbinsdure ganz entscheidend die
Integration sowohl beim Gelenkknorpelgewebe aldhiéheim TE-Knorpel. Welchen Einfluss
die Ascorbinsdure auf die Zellproliferation hatll sturch eine nachfolgende laborchemische
Analyse der Stichproben durch den DNA-Gehalt unters werden. Dafir werden die TE-
Knorpel- und Knorpelblocke nach der mechanischen swauntung durch den
Scherbruchversuch, jeweils einzeln in Papain-Puféeehe 4.10.2) tUber 18 h bei 60 °C
verdaut und anschliel3end bei -78 °C gelagert. Daealgt die Analyse der Zellzahl mit
einem DNA-Assay. Es werden aus jeder Gruppe hftaben randomisiert ausgewéahlt und
Aliquots von diesen entnommen. Die Aliquots werdam DNA-Bestimmung wie unter
4.10.2 dargestellt, aufbereitet und vermessen.

Es ergibt sich weder fur den TE-Knorpel noch fig dativen Knorpelblocke ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 15).

-850 -



Ergebnisse

— nativer Knorpelblock _ TE-Knorpelblock
E £
D 25 S 25 -
= =
z . c
8 20 hd '}% 20 ° 3 T
c IS
S o 8 .
S 15 ° § 15 - °
= - °
(O] (0] [ J
ki [ g ] H °
@ 10 @ 10 4
= o = ([ J . s
EHE
O] 5 - 0] 5 | L
< <
2 2 i
0 . L 0
0 50 100 200 0 50 100 200
Ascorbinsaure [ug/ml] Ascorbinsaure [ug/ml]

Abbildung 15: Zellzahl eines TE-Knorpel- und Knorpdblockes in Abh&ngigkeit der
Ascorbinsadurekonzentration wahrend der Gewebeblockiultur

Die Ascorbinsédurekonzentration im Standardmediunhresdd der Kultur der Knorpelblockpaare hat keinen
Einfluss auf die Zellzahl.

Bei der Auswertung der Zellzahl der TE-Knorpelbléckeigt sich allenfalls eine leicht

erhohte Zellzahl bei den Gruppen, die ganz ohneowstsdure und mit 200 pg/mi

Ascorbinséaure kultiviert werden.

Auch bei der Auswertung der Zellzahl der nativerokelblocke anhand des DNA-Gehalts
kann ebenfalls kein signifikanter Einfluss der aiggnden Ascorbinsdaurekonzentration auf
die Zellzahl festgestellt werden.

Da die Unterschiede bezuglich der Zellzahl sowalnl dlen TE-Knorpel als auch den

Gelenkknorpel sehr gering sind, ist davon auszugeh#ass Ascorbinsaure keinen

wesentlichen Einfluss auf die Zellproliferation v@hondrozyten hat.

5.1.8 Einfluss von Ascorbinsaure im Standardmedium auf ok

Extrazellularmatrixsynthese

Eine weitere laborchemische Analyse der Stichprobsoll den Einfluss der
Ascorbinsaurekonzentration auf die Produktion deragellularen Matrix untersuchen. In
gleicher Weise wie zur Zellzahlanalyse werden Adiiguaus den Gruppen entnommen und
zur Accrecananalyse vorbereitet (siehe Kapitel04)1 Danach werden die Stichproben mit
Dimethylethylenblau Reagenz (DMMB) versetzt und 580 nm photometrisch vermessen
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Gehalt an Glycosaminoglycan der Blocgaare nach Gewebeart

Dargestellt ist die Produktion von Proteoglykanesr &norpelblécke, nach der Integrationskultur. Die
beiden Knorpelblocke einer Stichprobe werden vaaailer getrennt verdaut und ausgewertet, sodasg der
Einfluss des Kulturmediums auf die Produktion votlyk@saminoglykanen (GAG) sowohl des nativen
Knorpelblockes, als auch des TE-Knorpelblockes gaaliesen wird. Ascorbinsédure hat einen Einfluss|auf
die GAG-Produktion, die umgekehrt proportional mgchanischen Integration ist.

Bei der Auswertung der Gruppen zeigt sich, dass Hesteoglykangehalt der TE-
Knorpelblécke in der Gruppe mit O pg/ml und 100migAscorbinsaure am niedrigsten liegt
mit einem Median von 313,41 pg/ml und 277,95 ugBAIG-Gehalt. Die Gruppen mit 50
und 200 pg/ml haben durchschnittlich einen GAG-Gehan 554,99 pg/ml und
613,93 pg/ml ohne signifikanten Unterschied. Die #fl0 pg/ml Ascorbinséure kultivierte
Gruppe hat somit die geringste Produktion an Pgh#anen und die beste mechanisch
gemessene Integration. Die Unterschiede sind zersafen Gruppen, wie in der Grafik
dargestellt, signifikant.

In der vergleichbaren Proteoglykananalyse fir dagiven Knorpelblocke zeigt sich die
gleiche Tendenz. Bei der Gruppe, die ohne Ascodbires kultiviert wird, ergibt sich mit
einem Median von 854,66 pg/ml ein geringerer WertPaoteoglykanen als bei den mit
50 ug/ml Ascorbinséure. Diese haben mit einem Medan 1322,25 pg/ml eine fast doppelt

so hohe Produktion an Proteoglykanen.
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Die Gruppe der nativen Knorpelblécke, die unter d&imulation von 100 pg/ml

Ascorbinsdure die mit Abstand besten Integration®@verzielt, hat mit einem Median von
689,53 pg/ml GAG-Gehalt die geringste Proteoglykadpktion aller Proben dieses
Versuches. Wenn die Ascorbinsdure auf 200 pg/moherhwird, steigt der Median auf
1292,20 pg/ml GAG-Gehalt und die Produktion vont&wglykanen wieder signifikant an.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppeahsgnifikant.

Ascorbinsdure beeinflusst somit sowohl den TE-Kebrpals auch den Gelenkknorpel in

gleicher Weise, bezogen auf die Proteoglykanpraodakter ECM.

5.1.9 Einfluss der Zellkulturdauer des Regeneratknorpelsund der Gewebskulturdauer
auf die Integration von TE-Knorpel-Knorpelblockpaar en

Die erste Versuchsreihe (Abbildung 17) mit einemst§trobenumfang von 72, aufgeteilt in 3
unabhangige Teilversuche, betragt die Zellkultur Berstellung der TE-Knorpelsticke 4
Wochen. Die Gewebskultur (Integration) wird 2 WatHang durchgefuhrt. Unter diesen
Bedingungen integrieren 12 von 72 Stichproben mira Median von 0 kPa.

Bei der zweiten Versuchsreihe, mit einem Stichpnoloefang von 56, aufgeteilt in 3
unabhangige Teilversuche, wird die Zellkultur d€t-RKnorpelstiicke von 4 auf 8 Wochen
verdoppelt, die Gewebskultur zur Integration bleitt 2 WWochen gleich.

Die TE-Knorpelstiicke sind sehr viel stabiler in deraparation. Das Gewicht und das
Volumen der TE-Knorpelstticke erhoht sich um 30 %Viengleich zur Zellkulturdauer von 4
Wochen. 6 von 56 Stichproben weisen eine mechan&dsbare Integration auf. Der Median
betragt 0 kPa. Die Zellkultur zur Herstellung dé&-Knorpelstiicke hat einen Einfluss auf die
Qualitat der daraus praparierten TE-Knorpelblodks. zeigt sich, dass die mechanische
Integration davon nicht beeinflusst ist.

In der dritten Versuchsreihe mit einem Stichprolmefang von 171, aufgeteilt in 3
unabhangige Teilversuche, bleibt die Zellkulturdang Ziichtung der TE-Knorpelstiicke mit
8 Wochen unverandert zur zweiten VersuchsreiheGewwebskulturdauer hingegen wird von
2 auf 4 Wochen verdoppelt. 113 von 171 Stichproipéggrieren mit einem Median dieser
Gruppe von 11,24 kPa.
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Abbildung 17: Einfluss der Zellkulturdauer des Reg@eratknorpels und der
Gewebskulturdauer auf die Integration von TE-Knorpd-Knorpelblockpaaren
Es wird die mechanische Integration in Abhéangigldstr Zell- und Gewebskultur dargestellt. In diesen
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass eine meaadee Integration von TE-Knorpel-
Knorpelblockpaaren erst mit einer Zell- und Gewetlitsk von 8 und 4 Wochen messbar ist.

Die nachste Versuchsreihe (Abbildung 18) untersuabhtinem Stichprobenumfang von 82,
aufgeteilt in 3 unabh&ngige Teilversuche, den Falteit (14 versus 28 Tage) in der
Gewebskultur fir Knorpelblockpaare. Die Kultiviegurerfolgt mit Standardmedium mit

100 pg/ml Ascorbinsaure.

Da fiur die Integration von TE-Knorpelblocken diellkeltur- als auch Gewebskulturdauer
entscheidend ist, soll eine Vergleichsserie ddestelob die Gewebskulturdauer auch die
Knorpelblockintegration beeinflusst.

In der Gruppe 14 Tage integrieren 51 der 64 Stmbgm mit einem Median von 48,21 kPa. In
der Gruppe 28 Tage integrieren 18 von 18 Stichprabé einem Median von 127,35 kPa.
Der Unterschied beider Gruppen mit inhomogenenhftabenumfang ist signifikant. Die

ersten beiden Gruppen der Abbildung 18 zeigen inrgMeh die Ergebnisse des

Vorversuches mit TE-Knorpel-Knorpelblockpaaren ioh&ngigkeit von der Zeit. .
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Abbildung 18: Einfluss der Gewebskulturdauer auf de mechanische Integration
Es wird die mechanische Integration in Abhangigkeih der Gewebskulturdauer der TE-Knorpelblogk-
Knorpelblockpaare im Vergleich zu Knorpelblockpamdargestellt. Die ersten beiden Gruppen zeigeh noc
mal das Ergebnis des Vorversuches. In der 3. u@tdppe (Knorpelblockpaare) zeigt sich ein siguwifiter
Unterschied durch die Gewebskulturdauer von 14 28i1fTage mit Standardmedium in der gemesgsen
mechanischen Integration.

5.2 Einfluss von Insulin

5.2.1 Einfluss von Insulin in der Regeneratknorpelkultur auf die nachfolgende
Integrationskultur

Aus Vorversuchen in der Arbeitsgruppe ist bekadass die mechanischen Eigenschaften
von Regeneratknorpel positiv durch Insulin in deliiulturphase beeinflusst werden koénnen.
Es soll in den nachfolgenden Versuchen geprift aerdb die Addition von Insulin in einer
Konzentration von 2,5 pg/ml zum Standardmedium eéthr der Zichtung des
Regeneratknorpels im Vergleich zu einer Kontrolfgre, die ohne Insulin gezichtet wird, die

nachfolgende Gewebskultur beziiglich der mechanmstittegration beeinflusst.
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Abbildung 19: Einfluss von Insulin in der Regeneraknorpelkultur auf die nachfolgende
Integrationskultur

Es wird die mechanische Integration in Abhangigkeit der Stimulation wahrend der Zellkultur zur Btung
des TE-Knorpelkonstruktes mit Insulin innerhalb v@nWochen dargestellt. Die beiden Gruppen werdep in
Standardmedium mit VC 100 pg/ml im Anschluss furWochen in der Gewebskultur (TE-Knorpel-
Knorpelblock) kultiviert. Es zeigt sich, dass durdie Stimulation mit Insulin nicht nur die GrofR3edun
mechanischen Eigenschaften des Regeneratknorpaldersi auch dessen Integrationseigenschaften senbes
werden.

Diese Versuchsreihe untersucht mit einem Stichproimdang von 80, aufgeteilt in 4
unabhangige Teilversuche, den Faktor Insulin (@w&rR2,5 pg/ml) in der Zellkultur fir TE-
Knorpelblécke, die nachfolgend in der Gewebskul{UiE-Knorpel-Knorpelblockpaare)
verwendet werden. Zur Kultivierung wird Standardmed mit 100 pg/ml Ascorbinsaure
verwendet. Die Zellkultur betragt 8 und die Gewelitsk 4 Wochen.

In der ersten Gruppe (ohne Insulin) zeigt sich én a@nschlieBenden Gewebskultur, dass 16
von 40 Stichproben eine Integration aufweisen, @igsloch einen Median von 0 kPa im
Scherbruchversuch ergeben. In der zweiten Gruppanien 37 der 40 mit Insulin
gezlchteten Stichproben zur Integration mit eineedisin von 12,8 kPa. Der p-Wert der

beiden Gruppen ist signifikant mit p< 0,002.
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5.2.2 Einfluss von Insulin in der Gewebekultur (TE-Knorpel-Knorpelblockpaare)

Es soll der Einfluss von Insulin nach der Zellkgiiviase nun auch in der Gewebskultur
untersucht werden. Es werden die Insulinkonzewoinata O pg/ml, 0,25 pg/ml und 2,5 pg/ml
verwendet, mit denen die Arbeitsgruppe der Pharotesohen Technologie die

Zellkulturuntersuchungen durchfihrt.
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Abbildung 20: Einfluss von Insulin in der Gewebskutur (TE-Knorpel-Knorpelblock)
auf die mechanische Integration
Durch die Addition von Insulin ins Standardmediumigt sich ein signifikanter Anstieg der mechanisch

messbaren Integration von TE-Knorpelblécken zu Igetiriécken. Beide Insulinkonzentrationen sind
signifikant steigernd zur Kontrollgruppe.

Dieser Versuch hat einen Stichprobenumfang von ©& ist unterteilt in 3 unabhangige
Teilversuche.

Bei der Kontrollgruppe integrieren 20 der 30 Prob@heinem Median von 8,44 kPa. In der
zweiten Gruppe (0,25 pg/ml Insulin) integrierend&s 33 Stichproben mit einem Median von
15,01 kPa und ist somit signifikant besser im Veigi zur ersten Gruppe. Die dritte Gruppe
(2,5 pg/ml Insulin) weist einen Median von 18,81 akHn der mechanischen
Integrationsuntersuchung auf. 27 der 34 Stichpratiad zusammengewachsen, dies zeigt
eine tendenzielle Verbesserung zur Gruppe 2, ist abr zur Kontrollegruppe signifikant
erhoht.
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5.2.3 Einfluss von Insulin in der Gewebskultur auf die Zdizahl der TE-Knorpelblécke

Der DNA-Gehalt der TE-Knorpelblocke liegt bei déontrollgruppe bei 8,08 pug/ml. Durch
Zugabe von 0,25 pg/ml Insulin in der Gewebskultdroat sich der DNA-Gehalt der TE-
Knorpelblécke im Median auf 9,07 pg/ml. In der @t Gruppe (2,5 pg/ml Insulin) fallt der
Median auf 6,71 pg/ml. Es besteht kein signifikatiteterschied zwischen den Gruppen.

5.2.4 Einfluss von Insulin wdhrend der Gewebskultur auf de Extrazellularmatrix

(Proteoglykan) der TE-Knorpelblocke

In diesem Folgeversuch soll durch die Bestimmung dBAG-Gehaltes der TE-
Knorpelblécke der Einfluss durch die Insulinstintida untersucht werden.

Fur die erste Gruppe (0 pg/ml Insulin) ergibt statm Median von 277,95 ug/ml GAG-Gehalt.
Bei der zweiten Gruppe (0,25 pg/ml Insulin) ist 8zdian 448,96 pg/ml, die dritte Gruppe
(2,5 pg/ml Insulin) ergibt einen Median von 5478@/ml GAG-Gehalt. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen sind signifikant.

Dieser Teilversuch zeigt, dass Insulin die Produktder ECM beim TE-Knorpel positiv

beeinflusst.

5.3 Einfluss von Testosteron in der Gewebskultur auf ¢ Integration
von TE-Knorpel-Knorpelbl6cken

In den Vorversuchen mit 2 Gelenkknorpelblécken siah das Hormon Testosteron als
dosisabhangig positiv auf die Integration herausfjesDie beste integrationssteigerende
Wirkung ist bei 10 mol/l Testosteron als Zusatz im Standardmediundéir Gelenkknorpel
gefunden worden. Im néchsten Teilversuch soll gepvérden, ob dieser Effekt sich auf die
TE-Knorpelintegration Ubertragen lasst.

Dieser Versuch (Abbildung 21) besteht aus 167 §$tmben, die 4 Wochen lang im
Standardmedium mit 100 pg/ml Ascorbinsédure undwdeiablen Testosteronkonzentrationen
zur Integration gebracht werden.

In der ersten Gruppe (0 mol/l Testosteron) istMedian 11,97 kPa. Es integrierten 68 von
83 Stichproben. Bei der zweiten Gruppe {hiol/l Testosteron) sind 21 von 52 Stichproben
integriert mit einem Median von 0 kPa. In der érittGruppe (1®mol/l Testosteron) ist der
Median 5,34 kPa. Bei der vierten Gruppe {ibl/| Testosteron) ist der Median 4,94 kPa mit
22 von 32 integrierten Stichproben.

Der Unterschied von der Kontrollgruppe zu den w@stonstimulierten Gruppen ist

signifikant.
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Abbildung 21: Einfluss von Testosteron in der Geweskultur (TE-Knorpel-
Knorpelblock) auf die mechanische Integration
Durch die Addition von Testosteron zum Standardomedizeigt sich eine signifikante Verringerung der
mechanisch messbaren Integration von TE-Knorpetieldczu Knorpelblécken. In den Gruppen sind die
Konzentrationen I0und 10’ signifikant katabol wirkend.

5.3.1 Einfluss von Testosteron in der Gewebskultur auf dt Zellzahl der TE-
Knorpelblocke

In diesem abhangigen Teilversuch soll der Einfkums Testosteron auf die Zellzahl der TE-
Knorpelblocke untersucht werden.

Die Auswertung der TE-Knorpelblécke ergibt fur di@ntroligruppe einen Median von
8,08 pg/ml. In der Gruppe 1 (I@nol/l Testosteron) ergibt sich im Median ein DNA&#&
von 8,70 pg/ml, Gruppe 2 (famol/l Testosteron) im Median von 10,41 pug/ml undder
Gruppe 3 (13 mol/l Testosteron) ein Median von 7,80 pg/ml.

Die Zugabe von Testosteron wahrend der Integratenasde fuhrt zu keiner wesentlichen

Veranderung der Zellzahl der TE-Knorpelblécke.
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5.3.2 Einfluss von Testosteron in der Gewebskultur auf de Extrazellularmatrixanteil
Proteoglykan der TE-Knorpelblocke

Die TE-Knorpelblocke werden nach dem Zugversuchgeteflt und einer weiteren
histologischen und biochemischen Analytik zugefihrt

Die Kontrollgruppe weist im Median 277,95 pg/ml @dgaminoglycangehalt auf. Die
Gruppe 10 mol/l Testosteron weist einen Median von 324,55mlgduf, welcher nicht
signifikant unterschiedlich zur Kontrollgruppe iddie Gruppe mit 18 mol/l Testosteron
weist einen Median von 275,63 pg/ml Glycosaminogihgehalt auf. Die Gruppe mit 10
mol/l Testosteron weist einen GAG-Gehalt von 35¢91ml auf.

Zusammenfassend ist tendenziell der dosisabhangiguss von Testosteron auf die
TE-Knorpelblocke und auf deren extrazellulare Matynthese durch die Chondrozyten
erkennbar. Die Gruppe mit TO molll Testosteron weist die geringste
Glycosaminoglycansynthese auf. Die beiden andenempggn haben im Vergleich zu den

sehr schlechten Integrationswerten erhdohte Glycossgtycanwerte nach der Gewebskultur.

5.4 Vergleich der oben aufgefiihrten Daten der Gelenkknigpel-
integration und der Integration des TE-Knorpelstlickes mit nativem
Gelenkknorpel (in Zusammenarbeit mit A. Benditz)

Dargestellt ist die Scherbruchspannung als Ma@ititntegration von Gelenkknorpelblécken
in Abhangigkeit von der Stimulation mit Insulin ad&estosteron (Abbildung 22, linkes
Diagramm). Insulin wird in den Konzentrationen 0,28/ml und 2,5ug/ml verwendet,
Testosteron mit I®mol/l. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wird durchiedStimulation mit
0,25ug/ml Insulin eine signifikante Integrationssteigegyp<0,02 von 48,9 kPa auf 77,8 kPa
erreicht. Mit einem p-Wert < 0,002 ist die Integrassteigerung mit 2,ug/ml Insulin
ebenfalls signifikant.

Den maximalen Wert erreicht die Gruppe mit®¥fol/l Testosteron, welcher mit 127 kPa
signifikant sowohl gegentber der Kontrollgruppe ®00 wie auch gegentber der
Insulinkonzentrationen 0,25/ml p<0,03 und 2,g/ml p<0,008 erhdht ist.
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Abbildung 22: Vergleichende Darstellung der mecharsichen Integration von
Gelenkknorpel- und TE-Knorpelblocken
Auf der linken Seite ist die Integration von zwegl€nkknorpelblécken im Scherbruchversuch dargésizié
gleiche Untersuchung ist rechts mit TE-Knorpelbkitkuind nativen Knorpelblécken dargestellt. Im Gegén
zum stimulierenden Effekt von Testosteron auf Gdteorpel wirkt das Hormon katabol auf die TE-
Knorpelblocke. Das Hormon Insulin wirkt sowohl aaélenkknorpel- als auch auf TE-Knorpelbldcke inplrg
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Vergleichend dazu ist die Integration von TE-Kndiofiicken mit Gelenkknorpelblocken im
selben Testaufbau mit denselben Kulturmedien under®boffstimulationen dargestellt
(Abbildung 22, rechtes Diagrammniin Vergleich zur Kontrollgruppe mit Standardmediish
durch die Stimulation mit 0,25ug/ml und 2,5 pg/ml Insulin eine deutliche
Integrationssteigerung zu erkennen, welche mitmeirpeWert von 0,005 bei 0,2hg/ml
Insulin und einem p-Wert von 0,0003 bei 2g/ml signifikant war. In der Versuchsreihe mit
Testosteron 1B mol/l kam es zu einer signifikanten Abnahme derednationsleistung
gegeniber beider Insulinkonzentrationen.

In Abbildung 23 ist die gesamte Glykosaminoglykamkentration eines jeweiligen
Probenpaares im Vergleich zwischen Knorpelregenamtl nativem Gelenkknorpel
dargestellt. Beide Hauptversuchsgruppen wurden gngMich zur Kontrollgruppe jeweils
mit Insulin 0,25ug/ml, Insulin 2,51g/ml und Testosteron Tomol/l stimuliert.

Wie schon beschrieben, ist in den Versuchreihen@eiienkknorpelblocken eine ahnliche
Tendenz zu beobachten. Die beiden mit Insulin @@l und Insulin 2,5.9/ml stimulierten
Versuchsreihen zeigen eine vermehrte Glykosamikaglonzentration im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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Dabei ist die Steigerung der Konzentration bei 8emulation mit Insulin 0,25:g/ml auf
einen Median von 1114g/ml gegenuber der Kontrollgruppe, die einen Median 717
ug/ml erreicht mit einem p<0,02, signifikant. Auchilder Stimulation mit Insulin 2,pg/ml
zeigt sich eine signifikante p<0,001 Steigerung @dgcosaminglycangehalts auf einen
Median von 122@g/ml gegeniber der Kontrollgruppe.

In der Gruppe mit Testosteron dfnol/l stimulierten TE-Knorpelblécke kommt es zu &in
nicht signifikanten Verminderung des Medians gedenid der Kontrollgruppe. Die
Glykosaminoglykankonzentrationen innerhalb beidesulinkonzentrationen unterscheiden
sich kaum.

Innerhalb der Versuchreihen mit TE-Knorpelbl6ckesigr sich bei der Stimulation mit
Insulin ein Anstieg des Medians der Glykosaminoghfonzentration gegeniber der
Kontrollgruppe.

Die Stimulation mit Testosteron F@nol/l dagegen fiihrt bei den Versuchen mit einem TE-
Knorpelblock zu kaum einer Veranderung der Glykasaglykankonzentration im Vergleich

zur Kontrollgruppe mit Standardmedium.
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Abbildung 23: Vergleichende Darstellung des Glycosainglycangehaltes von
Gelenkknorpel- und TE-Knorpelblocken
Auf der linke Seite ist der Gesamtgehalt an Glyodeaglycan der Knorpelblocke und auf der rechteiteS#er

TE-Knorpelblocke dargestellt. Der Botenstoff Insulfihrt in beiden Geweben zu einer Erhéhung |des
Glycosaminglycanogehalts und Testosteron zu einge@rigung. Dies ist fur den Gelenkknorpel sidtafit.
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In der nachsten Abbildung ist die gesamte DNA-Kataion eines jeweiligen Probenpaares
im Vergleich zwischen Gelenkknorpel und TE-Knorpedtx dargestellt.
Zur Kontrolle mit Standardmedium sind die Gruppasulin 0,25ug/ml, Insulin 2,5ug/ml

und Testosteron 1mol/l untersucht.
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Abbildung 24: Vergleichende Darstellung des Desoxysonukleinsduregehaltes von
Gelenkknorpel- und TE-Knorpelblocken

Auf der linke Seite ist der DNA-Gehalt der Knorgéltke und auf der rechten Seite der TE-Knorpelld#tck
dargestellt. Es kommt weder durch die Zugabe vaulin noch durch Testosteron zu einer signifikanten
Veranderung der Zellzahl bei beiden Geweben.

Wie in vorangegangenen Kapiteln beschrieben, zesgth in der Gruppe mit
Gelenkknorpelblocken bei der Stimulation mit Insukaum eine Anderung der DNA-
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe. D&imulation mit Testosteron Famol/l

dagegen weist einen geringen Anstieg der DNA-Kotraéion gegenuber der Kontrollgruppe
auf. In den Versuchsreihen mit TE-Knorpelbléckenigee sich keine signifikanten

Veranderungen zur Kontrollgruppe.
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5.5 Einfluss der Kombination von Insulin und Testosteran auf die
Integration von TE-Knorpelblocken

Da sich in den bisherigen Versuchen mit Insulin drebtosteron ganz unterschiedliche
Tendenzen bezuglich der Beeinflussung der Knorpekohtegration zeigen, werden Insulin
und Testosteron gemeinsam eingesetzt, um zu enkenbesich die integrationssteigernden
Effekte der beiden Hormone addieren.

Hierzu werden im ersten Teilversuch die jeweilstérediormonkonzentrationen, Testosteron
10® mol/l und Insulin 2,5 pg/ml mit Standardmedium kdniért. Es werden 8 Wochen

kultivierte TE-Knorpelsticke verwendet. Die Integpasversuche erfolgen mit frisch

praparierten Knorpelblécken mit einer Gewebekukuet von 4 Wochen.

In der Kontrollgruppe integrieren 16 der 24 Prolen einem Median von 3,43 kPa. Die

zweite Gruppe mit der Kombination aus beiden Horemoweist einen Median von 2,95 kPa
auf und es integrieren 13 der 24 Proben. Es bezgtahthen den Gruppen kein signifikanter

Unterschied.

30 +
Kombination von Insulin und Testosteron in der

o Integratiofsperiode
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Kontrolle 10E-8mol/l Testosteron
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Abbildung 25: Einfluss der Kombination von Testosteon und Insulin auf die TE-
Knorpelblock-Knorpelblockintegration im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Standardmedium

Es wird die mechanische Integration in Abhangigkeit der Kombination aus Insulin und Testosteron im
Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt. Die beidenuf@wen mit je 24 Proben werden fur 4 Wochen [zur
Integration gebracht. Es zeigt sich kein additivEffekt der beiden Hormone bezuglich einer
Integrationssteigerung gegentber der Kontrollgruppe
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In der weiteren Analyse des Einflusses der Botdfestovird der DNA-Gehalt der

Knorpelblockpaare nach der Gewebekultur gemessen.
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Abbildung 26: Gesamt-DNA-Gehalt eines Knorpelblocke oder TE-Knorpelblockes in
Abh&ngigkeit der Stimulation mit Testosteron und Insulin

Dargestellt ist die Zellzahl der definierten Kndfpemkorper, nach der Integrationsperiode und ndem
mechanischen Scherbruchversuch. Die beiden Knompekibrper einer Probe wurden getrennt voneinander
verdaut und ausgewertet, so dass der Einfluss déiarkiediums auf die Zellproliferation sowohl destiven
Knorpelformkdrpers als auch des Regeneratknorgalbgewiesen werden kann. Das Kombinationsmediun aus
Insulin und Testosteron hat keinerlei Einfluss dief Zellzahl der Knorpelformkérper.

Fur die Kontrollgruppe der Knorpelblocke ergibthsiein DNA-Gehalt von 9,63 pg/ml im

Median und fur die Hormonkombinationsgruppe ein ¥Wen 9,89 pg/ml.

Bei den TE-Knorpelblécken zeigt sich fur die Kotigouppe ein Wert von 8,08 pg/ml und

bei der Hormonkombinationsgruppe ein Median vor2 §,8/ml. Die Unterschiede der beiden
Gruppen sind nicht signifikant.

In einem weiteren Versuch soll nun noch der Eirsfldes Kombinationsmediums wahrend
der Integrationsperiode auf die Synthese der ECtdrancht werden.

Bei der Kontrollgruppe ergibt sich fur die Knorpiéitke ein Gehalt an Glycosaminoglycan
von 689,53 pg/ml im Median. Die Hormon stimulie@@uppe erreicht einen Median von
1258,60 pg/ml.

Der gleiche Effekt zeigt sich auch fir die TE-Knelidgocke. Die Kontrollgruppe erreicht

einen Median von 277,95 pg/ml und unter der Stithutades Kombinationsmediums steigt
die Glycosaminoglycansynthese auf 672,84 pg/ml e Unterschiede sind fir beide
Integrationsgruppen signifikant.
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Abbildung 27: Glycosaminoglycangehalt von Knorpelbbck und TE-Knorpelblock nach
der Integrationskultur

Dargestellt ist die Produktion von extrazellulahatrix der Knorpelblécke nach der IntegrationspeeoDie
beiden Blécke einer Probe werden getrennt vonerandrdaut und ausgewertet, so dass der Einflusg de
Kulturmediums auf die Produktion von Glykosamindglgen (GAG) sowohl des Gelenkknorpels als auch| der
TE-Knorpelblocke nachgewiesen werden kann. Es gsigh ein signifikanter Anstieg der GAG-Synthesgeu
der Stimulation durch das Kombinationsmedium assilin und Testosteron.

Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass zwar dikd@saminoglykane durch die Hormone
sehr gut zu beeinflussen sind, die Kollagenqueetegtmg aber davon unbeeinflusst bleibt.
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5.6 Histologie und Rasterelektronenmikroskopie der Intgrationszone

zweier Knorpelblocke

Zur Untersuchung der Uberlappungs- und damit deghationszone zwischen den beiden
Knorpelblécken werden verschiedene Farbungen ariggfe

Abbildung 28: Histologie der Integrationszone eineKnorpelblockes zu einem TE-
Knorpelblock

a) Safranin-O Farbung mit einem Ausschnitt der Irdéignszone Knorpelblock oben zu TE-Knorpelblgck
unten

b) Toluidinblau—Farbung mit einem Ausschnitt der gmegionszone Knorpelblock oben zu TE-Knorpelblack
unten

In Abbildung 28 sind zwei Uberlappende/integriet@orpelblocke in verschiedenen
Farbungen dargestellt. Die linken Bilder (a) zeigame Safranin-O Farbung, die rechten (b)
eine  Toluidinblau—-Farbung des Knorpelblockpaaresm udie Verteilung der
Glykosaminoglykane Uber die Integrationszone daetles. Im oberen Bild mit 10-facher
VergroRerung erkennt man die gleichmafiige Vertgion Glykosaminoglykanen Gber den
gesamten Knorpel. In der 25-fachen VergroRerungs¢8hnitt) ist die Integrationszone
nochmals genauer dargestellt.
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Abbildung 29: Histologische Darstellung der Integrdionszone zweier Knorpelblécke
a) Toluidinblau-Farbung eines Knorpelblockpaares imeid der Uberlappung
b) Kollagen Typ I-Farbung. Es zeigt sich, dass am RigglKnorpelblockpaares Typ | Kollagen vorhandeén |s

c) Kollagen Typ Il. Es zeigt sich, dass in der Int¢igrasszone Typ Il Kollagen nachweisbar ist.

Bei den lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung) 2vird eine immunhistochemische
Farbung mit Antikérpern gegen Kollagen Typ | (natéds Bild) und Kollagen Typ Il (rechtes
Bild) angefertigt. Bei der 10-fachen VergroReruramik man sehr gut erkennen, dass sich
Kollagen Typ | nur an den Randern der Knorpelbloc&ehweisen lasst.

Bei der 25-fachen VergroRerung lasst sich in deegrationszone kein Kollagen Typ |
nachweisen.

Das Bild ¢ mit dem Ausschnitt zeigt in 10-facher§@3erung eine Anfarbung von Kollagen
Typ Il in beiden Knorpelblocken und in der Integpaszone. Dies bestatigt sich auch in der
25-fachen VergroRerung.

In der Abbildung 30 sind die lichtmikroskopischemfAahmen von den TE-Konstrukten mit
den nativen Knorpelscheiben dargestellt. Es zeéot Isei der Farbung mit Toluidinblau eine
homogene Verteilung der Glykosaminoglykane in demorgelblécken und in den TE-
Knorpelblocken. Eine Anfarbung lasst sich auch én thtegrationszone erkennen. Es fallt
aber auf, dass die Intensitat der Farbung untexdlbibin ist, was darauf hindeutet, dass es sich
nicht um gleiche Gewebe handelt. Die 25-fache \t#$grung stellt die Integrationszone noch
genauer dar.

Die immunhistochemische Farbung auf Kollagen T{p) lund Kollagen Typ II (c) weist eine
diffuse Anfarbung fur beide Kollagentypen in den-BBcken und in der Integrationszone
auf. Dagegen ist in den Gelenkknorpelblocken kemlldgentyp | mit Ausnahme vom
aulersten Rand erkennbar.
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Das lasst darauf schlieRen, dass in den TE-Kndgmden eine Kollagen Typ | und I
Expression auf gleichem Niveau vorliegt und beidelldgentypen auch in der

Integrationszone zu finden sind.

Abbildung 30: Histologische Darstellung der Integrdionszone von TE-Knorpel-
Knorpelblockpaaren

a) Die Toluidinblau—-Farbung illustriert den untersalliehen Gehalt an Glycosaminoglycanen des oben
liegenden TE-Knorpelblockes und des unten liegen@mienkknorpelblockes. Die Blocke sind in der
Uberlappungszone nicht kontinuierlich verbunden.

b) Die Kollagen Typ | Immunhistochemie weist eine ktarAnfarbung fir den oben liegenden TE-
Knorpelblock, jedoch nur den am Rand angefarbteferkknorpelblock auf. Die Integrationszone ist mit
angefarbt.

c) Die Kollagen Typ Il Immunhistochemie weist eine durchgehende Anfarbiioey beide Blocke und die
Integrationszone auf.

In der Abbildung 31 sind 2 Gelenkknorpelblocke nacbewebskultur fur die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung auitieere

Bei den oberen zwei Bildern (a.b) mit 200-fachergréRerung erkennt man die beiden
Knorpelblocke mit der Uberlappungszone. Schon beseat VergroRerung sieht man im
Bereich der Uberlappungszone die Ausbildung fiéwrdr Strukturen, die zwischen den beiden
Knorpelblécken gewachsen sind.

In der 2000-fachen VergroRerung (c) sind einzelasen zu erkennen, die in der 5000-

fachen Vergrdl3erung (d) typische Kollagenfaserblatddkturen aufweisen.
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Abbildung 31: Rasterelektronenmikroskopische Aufnaime der Integrationszone eines
Gelenkknorpelblockpaares

a-b) Integrationszone zwischen zwei Gelenkknorpelen
c) VergroRerung der Integrationszone mit ineinan@eschlungenen Faserstrukturen.

d) Die Fasern in der Integrationszone haben distje Struktur der angrenzenden Kollagenfaserbiaugeten
Knorpelbldcken und sind mit diesen verbunden.

In der Abbildung 32 sind rasterelektronenmikroskope Aufnahmen von der
Integrationszone zwischen dem TE-Konstrukt und dativen Knorpel gezeigt.

Die beiden oberen Bilder sind mit 200-facher Vefgung (a,b) dargestellt, wobei sich der
TE-Knorpelblock oben und der Gelenkknorpelblockemnim Bild befinden. Beide Gewebe
liegen im Bereich der Integrationszone eng zusamumehweisen eine Verbindung auf. Es
lassen sich auch bei diesen Aufnahmen fibrillareuk®tren zwischen den beiden
Knorpelblocken im Bereich der Integrationszone eries.

Im Vergleich zu den Gelenkknorpelblockpaaren weaist TE-Knorpelblock eine viel
aufgelockertere und nicht so kompakte Gewebestrakits
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Abbildung 32: Rasterelektronenmikroskopische Darstung der Integrationszone eines
TE-Knorpel-Gelenkknorpelblockes

a) Integrationszone zwischen TE-Knorpelblock (ohem) nativem Knorpelblock (unten)
b) Integrationszone zwischen TE-Knorpelblock (ob&m) nativem Knorpelblock (unten)

¢) VergroRerung der Integrationszone mit ineinanv@ewachsenden Bindegewebsstrukturen

d) Nochmalige VergréRerung des Ausschnitt C

Bei dem Bild (c) erkennt man bei einer 1000-fackiengrof3erung, dass beide Knorpelbldcke
in der Integrationszone eng aneinander liegen ucld ein heller Saum in diesem Bereich
gebildet hat.

In der 2000-fachen VergrofRerung kann man bei degtationszone zwischen dem TE-Block
und dem Gelenkknorpelblock fibrillare Strukturenkemmen. Diese Fasern sind anders
konfiguriert als die Strukturen, die man zwischenm @beiden Gelenkknorpelblécken erkennen
kann.
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6 Diskussion

Die pathophysiologischen Mechanismen der Gelenkdeldegeneration (Arthrose) wurden
ausfuhrlichin-vivo fur chondrale [94] [52,70] und osteochondrale Defdk9,78] untersucht.
In-vivo Versuche zeigen haufig eine unvollstandige Intégmavon gegentberliegenden
gebrochenen Knorpeloberflachen, im Gegensatz zutlst&odigen Heilung von
Knochenbrichen. Aus diesem Grund wurde in vielemitro Experimenten versucht, die
Mechanismen der Gelenkknorpelintegration zu anatgsl. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Integration von Gelenkknorpel unbeswvitro Bedingungen, abhangig von der
Zellvitalitat, der Kollagenausrichtung und deren e@uernetzung moglich ist [27,28,86].
AulBerdem konnte gezeigt werden, dass Bestandteiler &ynovialflissigkeit
(z.B. Proteoglykan 4) sich an die Knorpeloberflatineden, die Kollagen-Quervernetzung
und damit die Gelenkknorpelintegration hemmen [34].

Auch die Biomechanik hat einen Einfluss auf die Kxregeneration, wenn zum Beispiel
Synovialfliissigkeit in den Knorpelbruchspalt gedktiovird. Wir konnten zeigen, dass
verschiedene Steroidhormone einen konzentratiodsadpen Einfluss auf die Integration
von Gelenkknorpel haben [31].

Um Gelenkknorpeldefekte zu behandeln, wurden verdehe Techniken der
Gewebezilchtung, das Tissue Engineering (TE), ekélticJedoch schien die Integration des
kinstlich gezlchteten Knorpels mit dem nativen @Gidtaeorpel wesentlich schwerer
erreichbar zu sein, als die Integration zwischemizmativen Knorpelblécken. Nur wenige
in-vitro Studien haben die mechanische Integration zwischénstlich geziichtetem
Knorpelgewebe und nativem Gelenkknorpel untersu€tiwohl die Mdglichkeit einer
Integration von TE-Knorpelkonstrukten mit nativerelénhkknorpel bewiesen werden konnte,
gibt es keine in-vitro Versuche zur Analyse der flagse von Wachstumsfaktoren und
Steroidhormonen auf die Integration. In dieser Arbveurde der konzentrationsabhéngige
Einfluss von Ascorbinsaure, Insulin und Testosteaoh die mechanische Quervernetzung,
die Zellzahl und die Produktion extrazellularer Matbei der Integration eines TE-
Knorpelblockes mit nativem Knorpel, vergleichendt nawei nativen Knorpelblocken,

untersucht.
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6.1 Vorversuche

Da es sich bei dem TE-Konstrukt um ein kinstlichigphtetes Knorpelgewebe handelt, von
dessen Eigenschaften noch wenig bekannt war, nmuessé in verschiedenen Vorversuchen
die optimalen Kulturbedingungen herausgefunden anddas Modell nach Reindel [86]
angepasst werden.

Die Praparation des nativen Knorpelblockes wurd@agewie in den Vorversuchen
durchgefihrt und ist in Absatz 4.3 und 4.4 ausfthrérklart.

Die erste Aufgabenstellung bei dem neuesvitro geziichteten Knorpelgewebe war die
Herstellung von definierten TE-Knorpelblocken fiure dintegrationskammer. Das TE-
Konstrukt wurde von der Pharmazeutischen Technelogr Universitat Regensburg unter
Leitung von Dr. rer. nat. Torsten Blunk, wie in Altws 4.2 und in Abbildung 1 (5-9)
beschrieben, geziichtet. Die auf einem ,PGA Scdffgleiziichteten TE-Konstrukte hatten
Abmessungen von ca. 20 mm Lange, 15 mm Breite Onohrh HOhe. Das erste zu I6sende
Problem war nun die Herstellung von 300 pm dickenorgelscheiben. Die nativen
Knorpelscheiben wurden aus einem Knorpel-Knochémdgt herausgeschnitten, wobei der
Knochenanteil in das Schlittenmikrotom eingespamatden konnte. Dies war bei dem TE-
Knorpelsttick nicht mdglich.

Bei demersten Versuchwurde ein Metallquader mit einer Lochplatte enkeit, auf der das
TE-Knorpelstick platziert und mit Vakuum fixiert wden konnte (Abbildung 6).

Durch das Vakuum wurde dem Knorpel viel Wasseragen. Somit verringerte sich dessen
Hohe, was in Kombination mit der schlechten mecddren Stabilitdt das Schneiden einer
glatten Oberflache wesentlich erschwerte. Durci3#emetrie des Schneideinstrumentes
mit einem Stol3rand zur weiteren Fixierung konnte wietere Teil des Konstruktes nicht
geschnitten werden. Wir konnten mit dieser MethKderpelblocke mit einer Schichtdicke
von 800 um und einer unebenen Oberflache schndslehe Abbildung 6 d). Trotz der
ungenauen Praparation der Knorpelscheiben, wurdiedidsem Vorversuch 4 von 20 Proben
zu einer Integration gebracht.

Der Metallguader wurde imzweiten Versuch dahingehend modifiziert, dass ein
Metallplattchen auf der Oberflache mit einer Scheauerschoben und fixiert werden konnte.
Dadurch sollte das TE-Konstrukt zuséatzlich fixierden, sodass der Sog auf die Lochplatte
verringert und damit dem Knorpel weniger Wasser@yen wurde (siehe Abbildung 6 a,b).
Auch mit dieser Anderung konnte der Knorpel nichtlstandig fixiert und somit auch die

Schnittqualitat nicht entscheidend verbessert werde
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Im dritten Versuch wurde dann ein vollstdndig neues Schneidetoolagdyeschrieben in
Absatz 5.1.1, entwickelt (siehe Abbildung 7). Baasm Modell wurden zwei Metallquader
mit Schrauben so zusammengesetzt, dass innen amenkr entstand, in die das gezlchtete
TE-Knorpelstiick eingelegt und mit einer Mikrotonmde geschnitten werden konnte.

Jetzt konnten Knorpelscheiben mit glatter Ober#acaind definierter Dicke geschnitten
werden. Das Problem der Fixierung und des Flus#gyezlustes des TE-Knorpelstiickes war
somit geldst, was sich in deutlich besseren Integrawerten und einer gréf3eren Anzahl an
integrierten Proben zeigte.

Die Verbesserung ist sowohl auf die glatte Oben#and den somit besseren Kontakt im
Bereich der Integrationszone als auch auf den geram Wasserverlust wahrend der
Préaparation zurtickzufthren.

Es war jedoch nicht moéglich die Schichtdicke deroielscheiben zu regulieren, so dass
Schichtdicken zwischen 400 pum und 600 pm entsta(siene Abbildung 7d).

Im vierten Versuch wurde deshalb das bewéhrte Schneideinstrumentmradshmodifiziert
(siehe Absatz 5.1.1 und Abbildung 8). Von den zMeitallquadern wurde bei einem im
Bereich der Schnittkammer ein Zylinder herausggfris den ein Stempel mit skalierter
Réandelschraube eingebracht werden konnte. Die Sdi&e der geschnittenen
Knorpelscheiben war so genau einstellbar. Mit dres&ersuchsaufbau gelang es,
Schichtdicken bis zu 200 um mit glatter Oberflaohd unter stadndiger Befeuchtung mit PBS
zu schneiden. Es war dadurch eine Praparation @&eKnbrpelblockes in ausreichender

Qualitat moglich, um in der Kulturkammer reprasémelntegrationswerte zu erzielen.

6.2 Einfluss der Ascorbinsaurekonzentration auf die Inegration

Der Einsatz von Ascorbinsaure und deren Isoforngnin der Zell- und Gewebskultur
standardisiert. Ascorbat ist ein Kofaktor in der lligensynthese und beteiligt an der
Hydroxylierung von Prolin [80]. Es wirkt aber auchunabhé&ngig von der
Hydroxylierungsreaktion des Prolins auf die Kollagepression (COL2A1) [42,90].
Diatetische Untersuchungen wiesen ebenfalls eiflasgezierte Matrixproduktion und den
Einflud auf die Osteoarthritits nach [56]. Ascorbatuziert bei hohen Konzentrationen
Apoptose [66]. Aus diesen Untersuchungen ist zmuégn, dass Ascorbinséure einen grof3en
Einfluss auf die Gelenkknorpelintegration hat, daesd wesentlich von der

Bindegewebssynthese abhangig ist.
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In unseren Untersuchungen zeigte sich bei Abwesenba Ascorbinsaure wahrend der
Gewebskultur keinerlei Integration (negative Koh&oAbbildung 13). Mit steigender
Konzentration findet sich ein Optimum fir die Intagon bei 100 pg/ml fur Ascorbat als
auch fur dessen Isoform Ascorbat-2-Phosphat. Beiereiweiteren Steigerung der
Konzentration von Ascorbat nimmt die Integrationeder ab, was sich nicht bei seiner
Isoform Ascorbin-2-Phosphat zeigt. Durch eine hdbesierung des Ascorbats (tber
150 pug/ml) wird wahrscheinlich eine Apoptose audgie]66]. Dies bestatigte sich allerdings
in der Zellzahluntersuchung in unseren VersuchehtrfAbbildung 15).

Andererseits kann es aber auch durch eine Veraamiehles pH-Werts zu ungunstigen
Gewebskulturbedingungen kommen, weshalb die Syeléistung der Chondrocyten eher
behindert als geférdert wird.

Dagegen spricht, dass die GAG-Synthese bei hoheorBmisdurekonzentration (200 pg/ml)
signifikant erhoht ist im Vergleich zur Negativkosite und zur 100 pg/mi
Ascorbinsauregruppe, die mechanisch am besterrietieg(Abbildung 16). Deshalb ist eher
anzunehmen, dass es zu einer Verschiebung demwsttf§elaktivitdt der Chondrocyten
durch die Ascorbinsdaurekonzentration von der fatgem Extrazellularmatrix hin zur
gallertigen Extrazellularmatrix kommt. Interessawse verhalten sich TE-Knorpelblocke
und Gelenkknorpelblocke auf die konzentrationsagtyin Stimulation mit Ascorbinsaure
und dessen Isoform ahnlich.

Da es einen Speicherungseffekt der Ascorbinsause ugid zu hohe Konzentrationen an
Ascorbinsdure zum Ausféllen von Kristallen im Ufirrt, sollten fiir therapeutische Ansatze
mit Ascorbat [101], die erndhrungsbedingten Serumkatrationsschwankungen [56]
beriicksichtigt und eine Uberdosierung verhindertens.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Ascorbimsinen ganz entscheidenden Einfluss
sowohl auf die Produktion der gallertigen als adehn bindegewebigen Extrazellularmatrix

des Gelenkknorpels- und des TE-Knorpels und awdrdkrtegration hat.

6.3 Gewebekulturdauer und Integration

Bei der in-vitro Gewebezlchtung hat die Kultivierungsdauer einenz gantscheidenden
Einfluss auf die Grol3e, die Zusammensetzung der E@#die mechanische Beschaffenheit
des TE-Konstruktes [23,75]. Das in unserer Arberinendete Knorpelkonstrukt wurde zuerst
4, dann 8 Wochen lang geziichtet, nachdem sichnnvéesuchen von K. Kellner bei einer

Kulturdauer von 1 bis 7 Wochen eine deutliche Vesleeung des Gewebes gezeigt hatte [51].
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Die 8 Wochen lang geziichteten TE-Knorpelstiicke wamesentlich grof3er und hatten
bessere mechanische Eigenschaften im Vergleichenu4ddWochen lang gezichteten TE-
Knorpelstiicken, erreichten aber keine besseremritienswerte in der Integrationskultur,
die fur beide Gruppen 2 Wochen durchgefuhrt wurleb{ldung 17). Obradovic zlchtete
ebenfalls TE-Konstrukte 5 Tage und 5 Wochen langbev das Gewebe nach 5 Wochen
wesentlich bessere mechanische Eigenschaften aufwig

Die Kulturdauer verbesserte die mechanischen Edpatfien des TE-Knorpelstiickes und die
Verlangerung der Integrationskulturdauer von 2 &4Wochen war signifikant steigernd auf
die mechanische Integration in der dargestelltdoeAr(Abbildung 17). Dieser Befund steht
teilweise im Einklang mit Voruntersuchungen, dieeinem Disc-Ring Modell durchgefiihrt
wurden [108]. Auf der anderen Seite wurde durche eamdere Arbeitsgruppe im selben
Modell zwar die Zunahme des Gewebsvolumens duretGewebskulturdauer bewiesen, die
mechanisch messbare Integration verschlechtergesiolch [77]. Eine weitere Arbeitsgruppe
um Hunter zeigte mit einer Gewebskulturdauer voru2® 40 Tagen dagegen wieder, wie in
den hier dargestellten Ergebnissen, eine Steigedangintegration durch eine verlangerte
Integrationskulturdauer im Disc-Ring Modell [44].

Reindel verwendete schon 1995 ein Scherbruchmdolidem 2 Knorpelblécke mit einer
bestimmten Uberlappungszone zur Integration gebraehden und konnte zeigen, dass sich
mit einer langeren Gewebskulturdauer auch die tatemn verbessert [86]. In dieser Arbeit
konnen diese Ergebnisse auf die Integration vorKmarpelblocken zu Knorpelblocken im
Scherbruchtest bestatigt werden (Abbildung 17).s&rieEffekt liel3 sich auch bei der
Integration von zwei nativen Knorpelblocken naclseei (Abbildung 18). Die Verdoppelung
der Zellkulturdauer zur Zichtung des TE-Konstruktéegegen anderte nichts an der
Integration, die Grofe und die mechanischen Eideitan hingegen verbesserten sich
deutlich (Abbildung 17).

6.4 Einfluss von Insulin auf die Integration von TE-Knorpelblécken

Es gibt verschiedene Ansatze um die Synthese ddrazelularmatrix beiin-vitro

gezuchtetem Knorpelgewebe zu steigern. Chondro&danen mechanisch [98] oder durch
bioaktive Substanzen [113] stimuliert werden. Edbekannt, dass IGF-1 (Insulin like growth
factor) bei Knorpelgewebe zu einer Stimulation Bgtrazellularmatrixsynthese fuhrt [8,63]

und dartiber hinaus vor einem Gewebeabbau durchib@tateinasen schitzt [97].
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Diese Effekte von Insulin und IGF-1 sind auch findfpelgewebskulturen [26] und TE-
Knorpelkonstrukte beschrieben [10,29].

Insulin ist dem IGF-1 in der molekularen Struktehs ahnlich. Beide Molekule binden an
den IGF-1 Rezeptor von Chondrozyten [51]. Die Winguvon Insulin wird durch einen
indirekten Mechanismus verstarkt. Bei der Binduog ¥nsulin an den IGF-1 Rezeptor wird
ein heterodimerer Hybridrezeptor geformt. An diekann IGF-1 viel starker binden als an
den normalen IGF-1 Rezeptor [79]. Aus den Arbeiten Kellner geht hervor, dass durch
Insulin und IGF-1 das Knorpelwachstum dosisabhagggieigert wird [51].

In dieser Arbeit wurde dasselbe Modell zur Kultruieg von TE-Knorpelkonstrukten
verwendet, wie in den Vorarbeiten von Kellner undri&. Die TE-Konstrukte wurden wie
beschrieben weiterverarbeitet und mit nativen Kelirjcken in eineiin vitro Kultur zur
Integration gebracht. Dabei erfolgte die Stimulregudes Gewebes durch Insulin und
Testosteron.

Zunachst wurde die Qualitat der in der Gewebekdtaeugten TE-Konstrukte mit und ohne
Stimulation durch Insulin auf die nachfolgende ¢negionskultur untersucht. Die
Insulinstimulation in der Gewebskultur hatte eirsggnifikanten Effekt auf die nachfolgende
Integrationskultur in den Parametern Grol3e, mesklri Eigenschaften und Integration
(siehe Abbildung 19). Wird die Insulinstimulationch in der Integrationskultur fortgesetzt,
so wirkt diese weiter signifikant steigernd im Vieigh zu einer Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 20). Auf die Zellzahl der Knorpelblockeatte die Zugabe von Insulin in der
Integrationskultur keinen Einfluss. Ganz andergégen zeigte sich sowohl bei dem TE- als
auch bei dem nativen Knorpelblock bei Steigerungldsulinkonzentration ein Anstieg des
Extrazellularmatrixgehaltes (Abbildung 23). Die&sdfekt ist in der Literatur schon mehrfach
beschrieben und kann auch die Erklarung fur dienifkginte Integrationssteigerung,
gemessen in kPa, sein. Zusammenfassend zeigt (giatief Wirkung von Insulin, dass es
konzentrationsabhangig die Extrazellularmatrixsgaéh und Integration von TE- und
Knorpelblécken genauso steigert, wie zwischen nvaéven Knorpelblocken. Auch wenn die
Integrationswerte bei der nativen Knorpelintegmatisesentlich héher waren, so reagieren

doch beide Gewebe gleichférmig auf die Stimulation Insulin.

6.5 Einfluss von Testosteron auf die Integration des TEnorpelstiickes

Es ist bekannt, dass Steroidhormone wie Dihydroepasterone (DHEA) das
Ungleichgewicht des katabolen Chondrozytenstoffgetsh ausbalancieren und so vor

Knorpelverlust schitzen kénnen [50].
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AulBRerdem konnte gezeigt werden, dass Steroidhormenentzindungsfordernden Effekten
von katabolen Cykokinen wie IL-13, TNF und IL-6 g@g@genwirken konnen [104].

In vitro Experimente haben gezeigt, dass einige Faktoremifié Knorpelintegration sehr
wichtig sind, wie zum Beispiel die ZellvitalitatiedKollagenbildung und Kollagenausrichtung
an der Integrationszone [28,86]. Es gibt allerdimgmigin vitro Versuche zur Wirkung von
Steroidhormonen auf die Integrationseigenschaftam @elenkknorpel. Englert untersuchte
die Effekte von Testosteron, anderen Steroidhormomed von Interleukinen und deren
Kombination auf die Gelenkknorpelintegration. Enkte zeigen, dass durch die Zugabe von
Testosteron mit einem Konzentrationsoptimum von® H8ol/l zum Kulturmedium die
Integration von nativem Gelenkknorpel und dessendéktion von ECM signifikant
gesteigert werden kann [31]. In weiteren Versuchemglich Englert die Knorpelintegration
durch Testosteron mit einer chemischen Querverngtzund einer mechanischen Naht
beziglich der Scherbruchspannung. Auch bei diesergl®ich erreichte die Integration unter
der Stimulation mit Testosteron die grof3te Statiilitei nativem Gelenkknorpel [33].

Bei unserer Arbeit sollte unter Anderem unterswedtden, ob diese Effekte von Testosteron

auch auf die Integration von TE- zu Knorpelblockéertragbar sind.

Es wurden dieselben Konzentrationen an Testosterom Stimulierung in der
Integrationskultur ~ verwendet, wie in den vorbesebenen Versuchen zur
Knorpelblockintegration von Englert. Es zeigte siclass Testosteron in den gewahlten
Konzentrationen zu einem signifikanten Niedergaeg miechanisch messbaren Integration
fuhrt (Abbildung 21). Dieser Einfluss war so nichtwartet, aber bestétigte sich in
mehrfachen Kontrolluntersuchungen. Der Mechanismuarum es zu einer erhéhten
Integration bei Stimulation von Knorpelblécken und einer verminderten Integration von
TE-Knorpelblécken durch Testosteron in den gewahitenzentrationen kommt, kénnte eine
unterschiedliche Aktivitat der Testosteron konwdgnden Aromatase sein [96]. Sollte die
Aktivitat der Aromatase im TE-Knorpelblock erhdheirs so wirde dies zu einer
Deaktivierung des Testosterons fuhren. Das Teststkonnte aber auch in die aktivere
Form Dihydrotestosteron metabolisiert werden undeiner Uberstimulation fiihren [105].
Der Mechanismus, der zur Wirkung des Testosterahst,f muss im Weiteren aufgeklart

werden.
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6.6 Vergleich der oben aufgefiihrten Daten der Gelenkknigelintegration
und der Integration des TE-Knorpelstlickes mit nativem Gelenk-
knorpel (in Zusammenarbeit mit A. Benditz)

Im Vergleich zu den in dieser Arbeit erhobenen Daler Integration von TE-Knorpel mit
nativem Gelenkknorpel wurde von Herrn Benditz imeei weiteren Dissertation die
Integration von 2 nativen Knorpelscheiben untersuch

Bei Stimulation des TE-Knorpelkonstruktes mit Insuh den gleichen Konzentrationen wie
bei Versuchen mitnativem Knorpel (0,25 pg/ml und 2,5ug/ml) kam es zu ahnlichen
Ergebnissen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe miar@tardmedium wurde durch Stimulation
mit Insulin eine Integrationssteigerung erreichtbligfdung 22). Bezuglich der DNA-
Konzentration bei Zugabe von Insulin blieb auctsdjeghnlich demativenKnorpelgewebe,
nahezu unverandert, eher leicht vermindert (Ablmgd24).

Bezuglich der Glykosaminoglykankonzentration bam8tation mit Insulin gegeniber der
Kontrollgruppe mit Standardmedium zeigte sich abar wie beinativemGelenkknorpel
eine Steigerung, die mit einer Vermehrung der eettalaren Matrix einhergeht (Abbildung
23).

Zu beachten ist, dass die beiden Gewebearten z¥eahi@rmig auf die Stimulation
reagieren, jedoch auf einem unterschiedlichen NivBae Integrationsleistungen des nativen
Gewebes sind um den Faktor 5-10 hoher.

Dennoch zeigt sich, dass sich die schon beschmebpasitiven Effekte von Insulin auf die
TE-Zuchtung auch auf die Integration libertragesdasAnscheinend ist die Auspragung von
Insulin-sensitiven Rezeptoren und deren Anspreahénanschliel3ender Effektkaskade in
beiden Gewebearten &hnlich vorhanden. Dies bededdsts bei weiteren Versuchen oder
eventuellenn vivo Studien TE-Konstrukte unadativer Knorpel hinsichtlich des Einsatzes von
Insulin gleich zu behandeln sind.

Ganz anders verhélt es sich dagegen beim Vergigcistimulation der beiden Gewebearten
mit Testosteron. Wie schon oben dargestellt, kotrgieder Gelenkknorpelintegration die
absolut hoéchste Integrationssteigerung gegenilbreKaetrollgruppe durch Stimulation mit
Testosteron in einer Konzentration vori®I@ol/l erreicht werden (Abbildung 22). Der Gehalt
an Glykosaminoglykanen der Proben hat sich gegenidreKontrollgruppe genau wie der
DNA-Gehalt der Proben nicht wesentlich verande#i 8timulation der TE-Integration mit
Testosteron kommt es dagegen zu einer signifikatenahme der Integration sowohl

gegenuber der Kontrollgruppe als auch im Verglanhinsulin.
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6.7 Einfluss der Kombination von Insulin und Testosteran auf die
Integration von TE-Knorpelblocken

Insulin wirkt in TE- und Knorpelblocken gleich, i@egensatz zu Testosteron, welches nur
im Knorpelblock stimulierend wirkt. In diesem Vach sollte die gemeinsame Anwendung
von Insulin und Testosteron untersucht werden (Woibig 25).

Der erwartete stimulierende Effekt auf die Integmatdurch die Kombination der beiden
Hormone konnte nicht beobachtet werden. Es zeigte siel mehr eher der fur die
Integration katabole Effekt des Testosterons mitdémziell verminderten Werten zur
Kontrollgruppe. Dies kdnnte an einer blockieren&azeptoraffinitdt von Testosteron an den
IGF-1 Rezeptor liegen [30,49], so dass es zu kesmkohten Extrazellularmatrixsynthese
durch Insulin kommt. Dies konnte aber nicht durgtsare Versuche bestatigt werden, da
zwar die Zellzahl unverandert zur Kontrollgruppébl (Abbildung 26), aber der Gehalt an
Extrazellularmatrix fur Glykosaminoglykane zunahibbildung 27).

Welcher Mechanismus nun hinter der tendenziellordexhterten Integration bei gleichzeitig
gesteigerter Glykosaminoglykansynthese steht idenof Da die Integration von der
Kollagensynthese und der Quervernetzung des Kallagbhangt, ist zu erwarten, dass die

Kollagensynthese durch Testosteron maf3geblich thesst wird.

6.8 Histologie und REM

Fur die weitere Untersuchung der Integrationszoneé die Zusammensetzung der beiden
integrierenden Knorpelblocke wurden histologisclobrfitte angefertigt und unterschiedlich
gefarbt.

In Abbildung 28 sind die ersten zwei Farbungenkdisafranin-O und rechts Toluidinblau

zum qualitativen Nachweis von Glykosaminoglykangehe 4.8).

Der TE-Knorpelblock lasst eine wesentlich locker@teiktur erkennen als der Knorpelblock.
Bei beiden Geweben zeigt sich aber eine flachigd greichmaiige Verteilung der

Glykosaminoglykane tUber den gesamten Block. BeiTaduidinblau-Farbung erkennt man

einen schmalen Saum zwischen den integrierten Ktidteken, der auf die Bildung von

Glykosaminoglykanen hindeutet.

Durch eine immunhistochemische Farbung sollte dieali@it der Kollagene und deren

Verteilung Uber den Gewebeblock dargestellt werdtleibbildung 29 sind 2 Knorpelblocke

in @) mit Toluidinblau-Farbung, in b) mit Kollagéyp | Farbung und in ¢) mit Kollagen Typ

Il Farbung dargestellt.
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Kollagen Typ | (b) ist Uberwiegend nur an den R&nderkennbar, in der Integrationszone
hingegen ist nur wenig Kollagen Typ | zu erkenni¢allagen Typ Il (c) ist flachig tGber den
ganzen Knorpel verteilt und es zeigt sich eine nisitdtszunahme im Bereich der
Integrationszone.

In Abbildung 30 sind die gleichen Farbungen mit HKierpelblécken nach der Integration
mit Knorpelblocken dargestellt. Bei der Toluidinbl&arbung (a) erkennt man eine homogene
Verteilung der Glykosaminoglykane uUber beide Blocks féllt aber die unterschiedliche
Intensitat der Farbungen auf. Dies lasst sich dutieh unterschiedliche Gewebestruktur
erklaren.

Die Kollagen Typ Il Farbung (c) lasst eine fleckig&grbung im Bereich des TE-
Knorpelblockes und eine flachige, homogene Vemglum Knorpelblock erkennen. Im
Bereich der Integrationszone ist eine homogene rhofégg mit einem dunklen Saum, der mit

einer vermehrten Bildung von Kollagen Typ Il gedgwrerden kann, erkennbar.

Zur besseren Beurteilbarkeit der Integrationszoneurden sowohl von den
Knorpelblockpaaren als auch von den  TE-Knorpelbléokrpelblockpaaren
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angetg/igbildung 31,32).

In Abbildung 31 sind zwei Knorpelblécke dargestedie im Bereich der Uberlappungszone
die Ausbildung fibrillarer Strukturen aufweisen.eBe fibrillaren Strukturen Uberbriicken den
Spalt zwischen den beiden Knorpelblocken.

In  Abbildung 32 sind rasterelektronenmikroskopisch@dufnahmen von TE-
Knorpelblock/Knorpelblockpaaren dargestellt.

Im Vergleich zum Knorpelblock weist der TE-Knorpleltk eine viel aufgelockertere und
nicht so kompakte Gewebestruktur auf. Es findem si@mbenférmige Strukturen, die als

Kollagen interpretiert werden kénnen.

6.9 Vergleich zu anderen Modellen

Als erster hat Obradovic TE-Knorpelkonstrukigs juvenilen bovinen Chondrozyten in einem
Gelenkknorpelring zur Integration gebracht und d@ualitdt der mechanischen
Quervernetzung durch einen ,Push-out” Test gemelg&gnEs konnte gezeigt werden, dass
Gewebekonstrukte aus juvenilen Zellen im VergleaahKonstrukten aus adulten Zellen eine
bessere Integration aufwiesen.
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Zusammenfassung

Hunter und Levenston verwendeten ein &ahnliches Moa® Obradovic und konnten
darstellen, dass das Wachstum von TE-Konstruktexhddas gegenuberliegende native
Gewebe beeinflusst wurde. Die mechanische Integrater TE-Konstrukte mit dem nativen
Gewebe war erheblich geringer als zwischen zwéveraiGeweben [44].

Tognana zeigte, dass sich mit steigender Integrs¢igt auch die Integrationsstarke von aus
juvenilen bovinen Chondrozyten geziichteten TE-Kmk$en mit dem nativen Gewebering
verbesserte [108]. Zang konnte mit einem vergleacklbh Modell beweisen, dass die
Zellvitalitat an der Bruchstelle ein wesentlicheaktor fur die Qualitat der Integration ist
[119]. Moretti analysierte das vielfach verwend®esc-Ring Modell und kam zu dem
Ergebnis, dass ein Gewebewachstum auf beiden Siéemodells zu einer Uberschatzung
der mechanischen Integration fuhrt [73].

Bei den erwéhnten Arbeiten wurde ausschliel3lichdas Disc-Ring-Modell zur Analyse der
mechanischen Integration verwendet. Obwohl| alleseligersuche wertvolle Erkenntnisse
zum Verstandnis der Knorpelintegration liefern, l@s verwendete Modell doch einen
entscheidenden Nachteil: Es kommt zu unerwinschimess-fit* Effekten, da der
Knorpelzylinder durch sein Wachstum mechanisch inoigelring stecken bleibt und dies
nicht von der eigentlichen Integration unterschredesrden kann. Ein weiterer Nachteil ist
der von Moretti beschriebene Effekt des Gewebewanis tiber die Integrationszone hinaus,
was ebenfalls zu einer Uberschatzung der Integrswerte fihrt.

Deshalb ist der Scherbruchversuch eine alterndteahnik, die von den oben beschriebenen
Effekten nicht beeinflusst wird und bezlglich déysgiologischen Roll-Gleit-Bewegung der
Gelenke fur die klinische Anwendung aussagekrafiigeen liefert.

Dieses Modell wurde vor Jahren entwickelt, schoariserer Forschergruppe angewandt [31]

und es wird auch in dieser Arbeit verwendet.

7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines staddaertenin vitro Integrationsmodells fur
Regeneratknorpelgewebe (tissue engineered cartilageweiteren als TE-Knorpelblock
bezeichnet). Ein TE-Knorpelblock soll in einer Géekultur mit einem Gelenkknorpelblock
Uberlappend kultiviert und im Anschluss ein mégishZusammenwachsen beider Blécke
mechanisch untersucht werden.

Nach mehreren Vorversuchen zum Schneiden des THEpKl®) ist ein spezielles
Schneideinstrument entwickelt worden, mit dem Siticke und Oberflachenqualitat

wesentlich verbessert werden konnten.
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Zusammenfassung

TE-Knorpelblocke mit einer Schichtdicke von 300 lieflerten in diesem Integrationsmodell
die besten Quervernetzungsergebnisse, was auf @erdn Anpressdruck zurickzufihren
ist. Dieser wird auch durch die Lage der Integregpartner in der Kulturkammer beeinflusst,
wenn der mechanisch festere native Knorpel den [&khuck aufnimmt. Die
Quervernetzung der Knorpelpaare kann auch durah lkeamstante Bewegung zur erhéhten
Mediumdiffusion in der Integrationsperiode nichtlvessert werden.

Die Zugabe von Ascorbinsdure zum Medium ist flreelntegration von Gelenkknorpel
essentiell. In dieser Arbeit konnte gezeigt werdkass der Effekt konzentrationsabhangig ist.
Die besten Integrationswerte in Kombination mit deringsten ECM-Produktion wurden bei
einer Konzentration von 100 pg/ml AscorbinsaureMedium erzielt.

Auch die Zeit ist ein wesentlicher Faktor fir dietelgration. Es zeigte sich, dass eine
Verdoppelung der Ziichtungsperiode zwar die Eigeafseh des TE-Knorpels verbessert, sich
aber nur indirekt auf die Integration auswirkt. Gaanders hingegen ist der Effekt einer
Verdoppelung der Integrationsperiode, wodurch diedrationswerte sowohl bei nativ-TE als
auch bei nativ-nativ Probenpaaren entscheideneigest werden kdnnen.

Da auch fiur die Zuchtung des TE-Knorpelstiickeslinsuit sehr groRem Erfolg verwendet
wurde, kamen in den Integrationsversuchen die lgggidonzentrationen zur Anwendung.
TE-Knorpelstiicke die durch Insulin im Wachstum stilert wurden, zeigten neben der
Grol3e bessere mechanische Eigenschaften und e¢erettddurch héhere Integrationswerte.
Durch die Zugabe von Insulin zum Medium in der ¢m&tionsperiode konnte ebenfalls ein
stimulierender Effekt auf die Quervernetzung beemeswerden. Die Zellzahl der
Knorpelblécke bleibt durch Insulin unbeeinflussie dProduktion der ECM hingegen wird
durch Insulin konzentrationsabhangig stimuliert.

Als zweites Hormon wurde Testosteron fur die Statioh der Knorpelintegration untersucht.
Bei den Versuchen mit zwei nativen Knorpelscheidamnnte durch Testosteron die
Integration im Vergleich zur Kontrollgruppe wesdstilgesteigert werden.

Bei den nativ-TE Probenpaaren kam es durch Zugabelestosteron zu einer Verringerung
der Integrationswerte. Die Zellzahl beider Gewebgimdert sich durch Testosteron nicht, die
extrazellulare Matrixsynthese wird aber konzentragabhangig beeinflusst.

Vergleicht man die Integrationsdaten der nativ-TE denen der nativ-nativ Versuche, so
zeigt sich fur die Insulinzugabe ein ahnlich stirx@nder Effekt. Durch die Zugabe von
Testosteron kann man bei nativ-nativ ebenfallsrepasitiven Effekt erkennen, bei nativ-TE

Probenpaaren hingegen fuhrt Testosteron zu eingmygerung der Integrationswerte.
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Zusammenfassung

Da sich Insulin bei dem TE-Knorpelblock und Testosh beim Knorpelblock als potenter
Stimulator der Quervernetzung erwiesen hat, sollie abschlielRend untersucht werden, ob
sich diese Effekte addieren wirden.

Es zeigte sich aber im Vergleich zur Kontrollgrupgeeine Verbesserung der
Integrationswerte. Es ist somit anzunehmen, dads die Effekte der beiden Hormone
gegenseitig aufheben, oder sich die Hormone inr iNdrkung gegenseitig stéren. Die
Proteoglykanproduktion bei beiden Geweben wurdechdudie Hormonkombination
signifikant gesteigert.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass diedration von einenm vitro gezichteten
TE-Knorpelblock mit einem nativen Knorpelblock ungtandardisierten Kulturbedingungen
maoglich ist. Die Integration der beiden Knorpelldéast von Ascorbinsdure abhangig und

kann durch Hormone stimuliert, respektive behindestden.
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