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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Auf Erkrankungen des Muskel-Skelett-Systems undRledegewebes entfielen dem
Gesundheitsbericht des statistischen Bundesamt&eslem Jahr 2006 zufolge etwa
11% der Krankheitskosten [1]. Gerade Verletzunges Gelenkknorpels stellen ein
Problem dar, da die Fahigkeit des Knorpels zur sha&generation gering ist [2].
Knorpelschaden schreiten kontinuierlich fort, datiéht leidet an Schmerzen und re-
duzierten Bewegungsmadglichkeiten, so dass seinerssualitat stark eingeschrankt
wird. Die am weitesten verbreitete Gelenkerkrankigigdie Arthrose, bei der ein
Uberdurchschnittlicher Verschlei3 der Gelenkobeh#n durch beispielsweise Fehl-
stellung oder Uberbelastung der Gelenke entsteldelutschland leiden zurzeit etwa
5 Millionen Menschen unter arthrosebedingten Gedehldiden, die am h&aufigsten im
Kniegelenk auftreteifil]. Das Neuerkrankungsrisiko steigt mit dem Altso, dass die
Kosten fir Behandlungen und Arbeitsausfalle voreugigech in den nachsten Jahren
durch den demographischen Wandel steigen werdekoDantionelle Therapien wie
beispielsweise das Spullen des Gelenkes oder désrGtier Gelenkoberflache meist
nur zu einer kurzzeitigen Linderung der Symptomd aitht zu einer Regeneration
der Gelenkoberflache fuhren [3], wird derzeit nadternativen Behandlungsmaoglich-
keiten gesuchtEine innovative Technik, die in dem Forschungszvekagregenerati-
ven Medizin eingegliedert ist, ist die Herstellumgn Knorpelimplantaten auf3erhalb
des Korpers aus patienteneigenen Zellen mit Metho@sTissue Engineering.

Die regenerative Medizin verfolgt das Ziel, Kranikée durch die Wiederherstellung
funktionsgestorter Gewebe entweder durch Ersatz ddeh die Anregung korper-
eigener Reparatur- und Regenerationsprozesse lan ljd]. Das Gebiet deSissue
Engineering,das erst auf eine 15-20-jahrige Praxis zurlicksan&aan, beschaftigt
sich dabei mit dem vitro Herstellung oder Erhaltung von funktionellen Geesmlauf
der Basis von kultivierten Zellen. Inzwischen ist moglich, fast alle Zelltypen des
menschlichen Korpers aus den Geweben zu isoliemdnverschiedene artifizielle Ge-
webe- beispielsweise Haut oder Knochenm Labor zu generieren [2]. Auch die
Gewebezlichtung von Knorpel hat in den letzten Jagrel3e Fortschritte gemacht, so
dass bereits knorpeldhnliches Gewebe aus autoldgéen in vitro mithilfe unter-
schiedlicher Verfahren hergestellt werden kann.rideh kommen die Eigenschaften
des kultivierten Knorpels bisher nicht den nativglaich [5]. Entscheidend fir die
Funktionalitat des Knorpels ist die biomechanis@eschaffenheit, die den dauer-
haften Belastungen des Alltags gentigen muss.

Derzeit wird unter anderem erforscht, ob durchSiraulation der im Kniegelenk auf-
tretenden Krafte in speziellen Bioreaktoren beildelkivierung eine Verbesserung der
Knorpeleigenschaften erreicht werden kann. Dies&adBengen sindn situ malf3-
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EINLEITUNG

geblich an der Entwicklung und Erhaltung des Gelteokpels beteiligt. Das Reaktor-
design imTissue Engineeringird als aulRerst komplex betrachtet, die Erfahemnigei
der Konstruktion und Handhabung sind noch gerirjg \&ben den allgemeinen An-
forderungen an Bioreaktoren wie die Nahrstoff- @abkversorgung, den Abtransport
der Metabolite und die Uberwachung verschiedenearReter miissen Bioreaktoren
fur dasTissue Engineeringuch die speziellen Eigenschaften der empfindlichel
und Gewebekulturen bertcksichtigen und eine phygisthe Umgebung fur das Ge-
webe schaffen.

Haufig gehen Knorpelschaden mit einer Verletzung sldochondralen Knochens ein-
her, so dass bei der Behandlung der Defekte awcReljeneration des Knochens be-
ricksichtigt werden muss. Im Fokus deEssue Engineerinyerfahren stehen dabei
zurzeit osteochondrale Implantate. Diese biphasiscKonstrukte, die aus Bioma-
terialien und patienteneigenen Zellen generiertdery sollen sowohl den defekten
Knorpel als auch den darunterliegenden Knocherizensg¢7, 8]. Die in der vorliegen-
den Arbeit angefertigten Knorpel-Trager-Konstrukstehen aus einem keramischen
Tragermaterial als Knochenersatz und einer daraltivierten Knorpelschicht. Das
Herstellungsverfahren umfasst nach der Vermehruwtglager Chondrozyten eine
Redifferenzierungsphase in einem Alginatgel un@ @nschlieende Kultivierung der
redifferenzierten Zellen auf dem Trager. Diese Arls in einem Projektverbund
eingegliedert, an dem Ingenieure, Materialwisseaflgn, Biologen und Mediziner an
der Technischen Universitat Hamburg-Harburg (TUHH)d dem Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) beteiligt sind [9]

Das Ziel dieser Arbeit war es, zunachst die Eigeaien des kultivierten Knorpels
durch Modifikationen von Parametern in den verstdeen Phasen des Kultivierungs-
schemas zu verbessern. Dazu sollte ein bestehdtrdgskoll am porcinen Modell
weiterentwickelt werden, um neben der Steigerungash®rpelqualitdt auch eine Ver-
gleichsgrundlage fur Experimente unter Belastungchaffen. Von grof3er Bedeutung
waren dabei im Wesentlichen die Wachstumsfaktoid#Zaes und der keramische
Trager. Im zweiten Schritt sollte der Einfluss hystatischer Druckbelastung wahrend
der Kultivierung in zwei verschiedenen Bioreaktonemtersucht werden. Fir diese
Studien musste ein zweiter Druckreaktor entwickedrden, mit dem im Vergleich
zum bestehenden Reaktor héhere Frequenzen aufgelraen konnten. Es sollten
der Einfluss der Belastung in den unterschiedlichdmasen des Protokolls, der
Einfluss der Frequenzen und ein geeigneter Belgsayklus fir das vorliegende Kul-
tivierungsschema bestimmt werden.
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2 STAND DES WISSENS

Das Kniegelenk muss wie das Huft- und Ful3gelenk aueheinem Vielfachen des

gesamten Korpergewichtes standhalten. Zur Mobiiga menschlichen Koérpers tragt
daher erheblich seine uneingeschréankte Funktiomgdéi bei. Es ist nicht nur das

grol3te, sondern auch eines der komplexesten Gelank&rper. Die Knochenenden

sind mit einer Schicht aus hyalinem Knorpel UbeerogDaher wird an dieser Stelle
nicht auf den elastischen Knorpel, der unter amdere der Ohrmuschel oder am
Kehlkopfskelett vorkommt, und den Faserknorpel, deh beispielsweise in den
Zwischenwirbelscheiben oder den Menisken befingiegegangen [10].

In diesem Kapitel werden zunachst die Anatomie diedBiomechanik des Kniege-
lenkes und des Gelenkknorpels beschrieben (K&hit¢l Es folgt eine Darstellung der
aktuellen Moglichkeiten zur Therapie bei Knorpesdaén, die Ansatze unter Ver-
wendung vonTissue EngineerindMethoden einschlieen (Kapitel 2.2). Im Mittel-
punkt dieser Arbeit steht die Wirkung von aufgelbtaon Druck— eine Form der Be-
lastung im Gelenkknorpel aufin vitro hergestellte Knorpelimplantate wahrend der
Kultivierung. Diesbezlglich werden spezielle Bidteaen zum Aufbringen hydro-
dynamischer und hydrostatischer DruckbelastungHretien. AbschlieBend erfolgt
eine Darstellung ausgewéhlter Faktoren (Wachstiwstan, Trager), die bei der
Herstellung von Knorpelgewelne vitro eine Rolle spielen (Kapitel 2.3).

2.1 Funktion des Kniegelenkes und des Knorpelgewe$g

Die hohe Belastbarkeit, die das Knorpelgewebe withder taglichen Bewegung der
Gelenke gewahrleisten muss, ist auf die Zusammamsgtund komplexe Organisa-
tion der Matrix zurickzufihren. Daher werden insé® Abschnitt die Zusammen-
hange zwischen den Anforderungen an das Knorpelgewseinem Aufbau und
seinen biomechanischen Eigenschaften erlautert.

2.1.1 Aufbau und Bewegung des Kniegelenkes
Anatomie des Kniegelenkes

Der Oberschenkelknochen (Femur), der Unterschenkehen (Tibia) und die Knie-
scheibe (Patella) bilden die kndchernen Struktutes Kniegelenkes. Das Kniekehl-
gelenk befindet sich dabei zwischen Femur und Tilbias Kniescheibengelenk
zwischen Femur und Patella (Abbildung 2.1). In d@iekehle verlaufen die Blut-
gefal3e, die Lymphgefal3e und die Nerven.
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Oberschenkelknochen
(Femur)

#uRerer Fernurkondylus : il P I innerer Femurkondylus

Sehne des M. popliteus < - I~ Ligamentum
| meniscofemorale

Innenband

nnenmeniskus

hinteres Kreuzband

Wadenbein Schienbein

Abbildung 2.1: Anatomie des humanen Kniegelenkes [11].

Im Kniegelenk lauft der Femur in zwei groRen KomalylCondylus lateralis femoris
und Condylus medialis femojisaus, zwischen denen an der Vorderseite die soge-
nannte PatellarinneFacies patellaris femor)sliegt. Die Tibia endet ebenfalls mit
zwei Kondylen Condylus lateralis tibiaaund Condylus medialis tibigeund wird an
der Oberflache als Schienbeinplateau bezeichnef. déu Tibia liegen die zwei
Menisken, die die Inkongruenz zwischen den Knodngsgleichen und somit fir eine
erhohte Stabilitat und Beweglichkeit des Gelenl@gen. Zusatzlich muss das Knie-
gelenk durch eine Kniekapsel, Bander, Sehnen unsk®ln stabilisiert werden. Die
Kniescheibe ist ein dreieckiger Knochen, der in 8&hne des Oberschenkelmuskels
(Musculus quadriceps femoyisingebettet ist. Sie verlangert den HebelarmMes-
kels und schutzt die Sehne vor Reibung auf den ilenddes Femurs. Desweiteren
befinden sich Schleimbeutel und Fettkorper am Kelengk zum Schutz der Muskeln,
Bander und Knochen [12].

Die Oberflachen der Kondylen des Femurs, der Tiime die Innenseite der Patella
sind mit hyalinem Knorpel beschichtet. Die Dicke sd&norpels wurde auf
2,2 £ 0,4 mm am humanen Femur und 3,3 + 0,6 mneadtella bestimmt [13].

Bewegungen des Kniegelenkes

In erster Linie ermoglicht das Kniegelenk die Drelwlbegungen Flexion und Extension
sowie mediale und laterale Rotation. Weiterhinnstgeringen Mal3e eine Versetzung
zwischen Femur und Tibia (medial-lateral, anteposterior, Kompression-Zug) und
eine Abduktion und Adduktion des Unterschenkels Inkig Unter Normalbedin-

gungen kann eine Beugung bis zu 140° und eine K&ingcbis zu 10° durchgefihrt
werden. Die mediale und laterale Rotation ist abigiron der Position des Knies.

4
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Bei einer Flexion um 90° ist eine mediale Rotatias zu 30° und eine laterale Rota-
tion bis zu 40° ausfuhrbar [12].

Das Kniegelenk flihrt bei der Flexion eine Roll-GBéewegung aus, da die LAnge des
Tibiaplateaus im Vergleich zur Gelenkoberflachegigumfang) des Femurs kleiner
ist. Wahrend der ersten 25°-Flexion rollen die Kged des Femurs auf dem
Tibiaplateau. Im weiteren Verlauf gleitet bei fikiem Unterschenkel der Femur zeit-
gleich zur Roll-Bewegung nach vorne (Abbildung B)2 Bei starker Beugung des
Kniegelenkes kommen auf 1 mm Abrollbewegung 4 mraitkdwegung. Bei einer
vollstdndigen Flexion oder Extension macht die &lWwegung durchschnittlich
56,6% der Bewegung in weiblichen Kniegelenken uB@% in mannlichen Kniege-
lenken aus [14]. Vom angewinkelten Bein ausgehesginnt das Kniegelenk bei der
Streckung mit einer Roll-Gleit-Bewegung, die Fenauritylen gleiten nach hinten und
schlieBlich wird einzig die Roll-Bewegung fortgeftihDabei beendet die kleinere
laterale Kondyle des Femurs zuerst die Gleit-Bewggwahrend sich die groéRRere
mediale Kondyle weiter posterior bewegt. Bei dieSehlussrotation wird das Schie-
nenbein nach aul3en gedreht [12, 15, 16]. WahresdBeeigens und Streckens des
Knies gleitet die Patella in der Patellarinne dem&rs. Indessen dreht sie sich um bis
zu 11° um ihre vertikale Achse [12].

Femur

Femur
Kraft ‘ Patella

Rollen
1 [ D /' Gleiten
Roll-Gleit- I
Bewegung
Kraft I
- Tibia Tibia
Tibia
(@) Krafte im Gelenk (b) Flexion (c) Extension

Abbildung 2.2: (a) Krafte im Kniegelenk, (b) Roll- und Gleit-Beweguibgi Beugung des Kniege-
lenkes mit fixiertem Unterschenkel, (c) Roll- undeftBewegung bei Streckung des Kniegelenkes
mit fixiertem Unterschenkel [12].

Kréafte im Kniegelenk und Gelenkknorpel

Die Krafte im Kniegelenk kdnnen entweder experirérdder theoretisch bestimmt
werden. Bis heute gestaltet sich thevivo Messung aufgrund der Rickwirkung auf
den Menschen als schwierig. Daher wurden in degavegenen Jahren oftmals Mes-
sungenpost mortemund an Endoprothesen durchgefiihrt oder biomeattamnid/o-
delle erstellt, bei denen die Eingabewerte zumBelisaus Rontgen- und MRT-Auf-
nahmen gewonnen wurden. Aufgrund der unterschiesticMethoden ergaben sich
grol3e Abweichungen zwischen den einzelnen Studiesispielsweise von fast 300%

5
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fir Kompressionskrafte beim Gehen [16-21]. Im Folien werden daher zur Ver-
gleichbarkeit der Werte untereinander nur die Engse einzelner Studien bertck-
sichtigt.

Wie die Abbildung 2.2 (a) zeigt, wirken Kréafte adén Knorpel zum einen als
Kompressionskraft, die von Femur und Tibia Gbedragierden, und zum anderen als
Scherkraft, die auf die oben genannten Roll- uneit®@ewegungen zurtickzuflihren
ist. Diese setzen sich aus &uf3eren Kraften wieSdawerkraft und der Bodenreak-
tionskraft und aus inneren Kraften, die durch Mirsk8ehnen und Bander Ubertragen
werden, zusammen. Kompressionskrafte fur bestinatitégliche Bewegungen sind
in Tabelle 2.1 angegeben. Sie kdnnen Spitzenwemelvs zu 7xBW (BW- Body
Weigh) beim Aufstehen von einem Stuhl annehmen [19]. Inlderatur wurde bei
alltaglichen Bewegungen die nach hinten gerich&tkerkraft auf 0,4-1,7xBW, die
nach vorne gerichtete Scherkraft auf 0,04-0,1xBWtibent [22]. Der in der Flis-
sigkeit des Gewebes entstehende Druck betragt Geinen 4-5 MPa und kann Spit-
zenwerte von 20 MPa erreichen [20].

Tabelle 2.1: Krafte im Kniegelenk bei bestimmten Bewegungen (#alking: BW- Body Weight
[21]).

Aktivitat Krafte im Kniegelenk
Gehen 3,0xBW
Treppensteigen (aufwarts) 4,3xBW
Treppensteigen (abwarts) 3,8xBW

2.1.2 Anatomie des hyalinen Gelenkknorpels

Hyalines Knorpelgewebe zahlt wie der elastische ridab der Faserknorpel und die
Knochen zu den Stitzgeweben des menschlichen Kirpers Wort ,hyalin® ent-
stammt dem Griechischemyalos— glasartig, durchsichtiger Stein) und bezieht sich
auf das blauliche, glaserne und durchscheinendsefhes des Knorpels [23].

Entwicklung des Gelenkknorpels

Der Gelenkknorpel entwickelt sich aus dem Mesencglg@m embryonalen Bindege-
webe. Ab der finften Schwangerschaftswoche kanrfPdezess der Chondrogenese in
humanen Embryos histologisch beobachtet werdendém Stellen, an denen sich
spater die Extremitaten bilden, kondensieren umdifprieren mesenchymale Zellen.
Im weiteren Verlauf der Extremitatenentwicklung aedern die Zellen ihre Morpho-
logie und sezernieren hyaline extrazellulare Suizsta [24]. Die Zellen teilen sich
und ricken durch die gebildete Matrix auseinandgerstitielles Wachstum), wah-
rend sie zu Chondroblasten differenzieren. In é¢emten Woche sind die knorpeligen
Vorlaufer der Tibia und des Femurs sichtbar. Aussein Strukturen entwickeln sich
6
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durch endochondrale Ossifikation Knochen, beginnermter dreizehnten Woche nach
der Befruchtung. Die Entstehung der Patella istaiwa eine Woche verschoben, die
Menisken werden ab der elften Woche gebildet [25].

Spéater differenzieren Chondroblasten zu Chondrozybm Normalfall findet nun
keine Mitose mehr statt. Zu diesem Zeitpunkt kamoiel nur noch begrenztaus-
gehend von der Oberflachewachsen (appositionelles Wachstum). Im adultera©rg
nismus kommt hyaliner Knorpel in Gelenken, in demkpelspangen der Luftréhre, in
den Epiphysenfugen und als Nasen- oder Rippenkhaop§l0].

Chondrozyten und Chondrone

Knorpel ist ein avaskulares, aneurales und alynigidiets Gewebe, dessen einziger
Zelityp Chondrozyten sind [26]. Mit nur 2-10% dersd€pelvolumens sind diese spar-
lich in der extrazellularen Matrix verteilt [27]rdtz ihrer geringen Anzahl sind sie fur

den Erhalt, die Organisation und im geringen MaghaReparatur der extrazellularen

Matrix verantwortlich [28].

Eine funktionelle Einheit im Knorpelgewebe im amaitechen und mechanischen
Sinne ist das sogenannte Chondron (Benninghoff; 122]). Chondrone bestehen aus
einer einzelnen Zelle oder einer isogenen Zellgeypie jeweils von einer perizellula-
ren Matrix umgeben sind. Die perizellulare Matrilederum setzt sich aus Glykoka-
lyx und einer umgebenden fibrilaren Kapsel zusamnfen das Chondron schlief3t
sich radial die territoriale und letztlich die interitoriale Matrix an, die sich hin-
sichtlich ihrer biochemischen Zusammensetzung unttuk@®r voneinander
unterscheiden. In der perizellularen Matrix befimndesich fein verwobene
Kollagenfasern, wahrend diese in der territoriddatrix in 10-20 nm dicken Blindeln
strahlenformig vorliegen. Die grof3ten Fasern mieeai Durchmesser von 50-150 nm
befinden sich in der interterritorialen Matrix, der sie— wie im nachsten Abschnitt
beschrieber mal3geblich an der Struktur des hyalinen Knorpeteilgt sind [29].

Die extrazellulare Matrix

Neben den Chondrozyten und der interstitiellen $itileit besteht Knorpelgewebe im
Wesentlichen aus den zwei festen Bestandteilene®gtykkan und Kollagen. Die
guantitative Zusammensetzung variiert zwischencteeslenen Spezies und Indivi-
duen. Folgende Verteilung bezogen auf das Feuclitgewes Gewebes wurde von
Kuettneret al. [27] fur humanes Knorpelgewebe angegeben:

* 65-80% Wasser
* 10-30% Kollagene
* 5-10% Proteoglykane
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Das Wasser, die Hauptkomponente des Knorpels, dgeifdtenteils extrazellular vor
und kann sich frei durch das Gewebe bewegen. Musedir geringer Anteil befindet
sich intrazellular [30]. Die interstitielle Flus&igit im Knorpelgewebe enthélt Gase,
nicht-kollagenene Proteine, anorganische SalzeidéjpMetabolite, Nahrstoffe und
Elektrolyte. Im Vergleich zu anderen Geweben ist dationen-Konzentration deut-
lich erhdéht und die Anionen-Konzentration ernietrigie Osmolaritat erreicht Werte
von 310-480 mOsmol-1[31].

Durch den Uberschuss an Kationen in der interkititie Flissigkeit kann eine

Ladungsneutralitat des Gewebes zusammen mit deatinggladenen Proteoglykanen
beibehalten werden [30]. Proteoglykane besteheremesn Proteinkern mit kovalent

gebundenen sulfatisierten Glykosaminoglykanen (GA&glenkknorpel ist durch das
Vorkommen zweier Klassen an Proteoglykanen chanialdd: den grol3en aggregie-
renden Proteoglykanen (Aggrecan) und den kleineight-aggregierenden Proteogly-
kanen. Aggrecan besteht aus einem Proteinkern ¥@nhkRa, an den bis zu 100
Chondroitinsulfat- und bis zu 50 Keratansulfatketgeebunden sind. Abbildung 2.3
zeigt, wie sich bis zu 200 Aggrecane Uber eine trkolvalente Wechselwirkung an

Hyaluronsaure anlagern kénnen. Die Bindung wirdride sogenanntes Linkprotein

stabilisiert. Zu den nicht-aggregierenden Protdagien gehodren dagegen Molekile
wie Decorin, Biglykan oder Fibromodulin, die nicmit Hyaluronsdure interagieren
[27, 32, 33]. Sie haben unter anderem die Aufgd®ebindungen zwischen den Be-
standteilen des Knorpels herzustellen und somiegiieazellulare Matrix zu stabilisie-

ren [34].

Chondroitin-
sulfatketten

Keratan-
sulfatketten

Linkprotein

Adggrecan

Hyaluronséaure

Kernprotein

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der aggregierenden Pigieog in der extrazellularen
Matrix von hyalinem Knorpel. Die Proteoglykane siwah einem Kollagennetzwerk umgeben (modi-
fiziert nach [33]).
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Durch die hohe negative Ladungsdichte der Sulfatt Garboxylgruppen der Gly-
kosaminoglykane und durch den osmotischen Druck@o-Druck), der angesichts
der hohen Kationenkonzentration entsteht, wird Wiass das Gewebe eingelagert.
Dem resultierenden Schwelldruck wirkt das Kollagetawerk entgegen. Kollagene
stellen den gréf3ten Proteinanteil im hyalinen Kebmgar. Sie bestehen aus deei
Ketten, die aufgrund ihrer Stereochemie jeweilsiner linksgewundenen-Helix
vorliegen. Diese Ketten bilden in ihrer Tertiarg&tur eine rechtsgewundene Superhe-
lix aus, die ihnen im nativen Zustand ihre zugtesiten Eigenschaften verleiht (Ab-
schnitt 2.1.3). Die Kollagene formen unter physiidohen Bedingungen querver-
netzte Fibrillen, die sich wiederum zu dickeren l[Kgénfasern zusammenlagern. Mit
80-85% des Gesamtkollagen-Gehaltes bildet Kollaggp Il das Stltzwerk des
Kollagennetzwerkes im Gelenkknorpel. Auch Kollageyp IX und Typ Xl lagern
sich in diesem Netzwerk in Form von Fibrillen eabei wird dem Kollagen Typ IX
die Rolle der Quervernetzung zugesprochen. Desweiterurden Kollagenfibrillen
des Typs VI perizellular in den Chondronen und Bigss X im hypertrophen Knorpel
gefunden [27, 28, 35].

Struktur des Gelenkknorpels

Der heterogen aufgebaute Knorpel kann in die viemen oberflachliche Zone, mitt-
lere Zone (Tangentialzone), tiefe Zone (Radiarzame) kalzifizierte Zone unterteilt
werden (Abbildung 2.4 a) [36]. Diese unterscheidieh hinsichtlich der Zellmorpho-
logie und in den biochemischen und biomechanis&igenschaften der extrazellula-
ren Matrix. So sinkt die Wasserkonzentration im &b von 80% in der oberflach-
lichen Zone auf 65% in der tiefen Zone und die Z&l auf die Hélfte, wahrend die
Proteoglykan-Konzentration steigt. Die oberfladidicZone ist die diinnste Zone im
Gelenkknorpel. Die Kollagenfasern sind parallel @berflache angeordnet und die
Zellen liegen abgeflacht vor (Abbildung 2.4 b).dar mittleren Zone befinden sich
kugelférmige Chondrozyten, denen aufgrund einerené Anzahl an Zellorganellen
eine grol3ere Bedeutung in der Matrixsynthese zugebpn wird. Die Kollagenfasern
sind ungleichmalRiger angeordnet. Die Zellen dderiZone sind abgerundet und in
Saulen lUbereinander gruppiert (Abbildung 2.4 cerHiiefinden sich die Kollagenfa-
sern senkrecht zur Oberflache. Abgegrenzt GibeTidiemarkschliel3t sich die kalzifi-
zierte Zone an. Die kalzifizierte Zone stellt debddgang von Knorpel zu Knochen
dar, die an de€ementlineliber Kollagenfasern fest ineinander verankert. dind ho-
here Festigkeit der kalzifizierten Zone wird dut€imlagerung von Calciumphospha-
ten erzeugt. Die Chondrozyten liegen abgerundedinier nicht-kalzifizierten Hohle
[28, 32, 37].

Es konnte festgestellt werden, dass fotales eqlinespelgewebe zunachst homogen
vorliegt. Direkt nach der Geburt startete dann Aigpassung an die funktionellen

9
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Anforderungen, die knorpelspezifischen Zonen wurdaunsgebildet und die
Belastbarkeit des Knorpels stieg [38].

@)

oberflachliche Zone
abgeflachte Chondrozyten

mittlere Zone deroberflachlichenZone

=y

abgerundete Chondrozyten

7y ‘;_/ dermittleren Zone
tiefe Zone &
territoriale
] Matrix
Tidemark
kalzifizierte Zone = - _Chondrone _
L : in saulenférmiger
Cementline — g Anordung
| P~ " . o
subchondrale — . interterritoriale
Knochenlamelle _200pm . Matrix

Abbildung 2.4: Aufbau des GelenkknorpelMihipig): (a) Zonen des Gelenkknorpels (Safranin O-/
Fast-GreenFarbung), (b) Anordnung der Chondrone in der oéehlichen und mittleren Zone, (c)
Anordnung der Chondrone in der tiefen Zone (HamditoxEosin-Farbung, Skala 200 um, modifi-
ziert nach [39]).

Physiologie des Gelenkknorpels

Zur Aufrechterhaltung der Funktionen ist ein st@gnalusgeglichener Auf- und Abbau
der extrazellularen Matrix durch Chondrozyten imokpel unerlasslich. Aufgrund der
Avaskularitat ist die geloste Sauerstoffkonzentraim Gewebe gering (4-10% in der
Synovialflissigkeit und an der Knorpeloberflachel 486 in der tiefen Zone) [20, 40].
Etwa 95% des Metabolismus verlaufen anaerob, se gla&e Mengen an Laktat ent-
stehen [41, 42]. Der pH-Wert der extrazellularentiMdiegt zwischen 6,9 in der tie-

fen Zone und 7,1-7,3 in der oberflachlichen ZonH.[3

Nahrstoffe missen aus der Synovialflissigkeit adier subchondralen Region tber
Diffusion in das Gewebe transportiert werden. Die&ialfliissigkeit ist eine transpa-
rente, alkalische, viskose Flussigkeit, die von ld@enhaut der Gelenkkaps@&lém-
brana synovialis capsulastammt. Im humanen Knie liegen 1-5 mL dieser Fikasit
vor, die aus einem Dialysat des Blutplasmas ohnen@engsfaktoren, Erythrozyten
und Hamoglobin besteht [34]. Zusatzlich enthaltkyaluronsaure und Glykoproteine
[20]. Die Ernahrung des Knorpels wird durch erzwaemg Konvektion unterstitzt.
Dieser Flussigkeitsstrom entsteht in Gelenken dielastung [31, 32]. Eine nahere
Erlauterung dieser Vorgange folgt in Abschnitt 2.2Desweiteren konnten mittler-
weile Gefalde im subchondralen Knochen nachgewieseden [36, 43], die teilweise
bis in den hyalinen Knorpel reichen. Die Perfusiodiesen Gefal3en kann rechnerisch
bis zu 50% des Néahrstoff-, Gas- und Wasserhaustadie Knorpels bereitstellen.

10
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2.1.3 Biomechanik des Gelenkknorpels

Die Hauptaufgaben des Gelenkknorpels sind die Bte#ung einer reibungsarmen
Oberflache, so dass ungestorte und schmerzfreiee@avgen mit geringer Warme-
entwicklung und geringem Materialverlust ermoglietgrden, und die Reduzierung
von Belastungen auf den subchondralen Knochen,nmndarch Deformation des

Knorpels die Krafte tUber die Oberflache verteiltrden [44, 45]. Die biomecha-

nischen Eigenschaften hangen von der ZusammengetruhOrganisation der extra-
zellularen Matrix ab. Infolgedessen variieren digsden verschiedenen Zonen und in
verschiedene Richtungen stark und der Knorpel zamsotrope Materialeigen-

schaften. Im Folgenden werden die Vorgdnge im Kelymter Belastung und die

mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels fieseh.

Vorgange im Gelenkknorpel unter Belastung

In Tabelle 2.2 sind die Krafte in den verschiedekeorpelspezifischen Zonen, die
situ im Gelenkknorpel auftreten, zusammengefasst undeveim Folgenden erlautert
[46].

Tabelle 2.2: Mechanische Umgebung im artikularen Knorpel in demschiedenen Zonen unter

intermittierender Kompressionskraft (schwarDruck, blau— Flissigkeitsstrom, rot Scherkraft,
[46]).

Mechanische Umgebung

Zone der Zellen (schematisch) Mechanische Umgebung der Zellen
e grol3er Flussigkeitsstrom
) |+ Flussigkeitsdruck
oberflachliche Zone - ' - |« hohe Kompression (Verdichtung der

’I\ ) Matrix)
* Scherkrafte

e mittlerer Flissigkeitsstrom
— - e hauptsachlich Flussigkeitsdruck

* mittelmaRige Kompression (Verdichtung|
T der Matrix)

mittlere Zone

e geringer Flussigkeitsstrom
. — § * Flussigkeitsdruck

* kleine Kompression (geringe Verdichtung
T der Matrix)

e kein Flussigkeitsstrom

tiefe Zone

¢ Flussigkeitsdruck
¢ keine Kompression
*  Scherkréfte

kalzifizierte Zone

11
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Kompressionskrafte wirken auf den Knorpel, wenn izvwgegeniberliegende
Oberflachen in Kontakt kommen. Im Kniegelenk hahéslsich dabei entweder um
den direkten Kontakt zwischen dem KnorpelgewebeFdssurs und der Tibia, zwi-
schen den Menisken und einer Knorpeloberflache oaeeinen dinnen Flissigkeits-
film, der sich zwischen den Oberflachen befindetdér Kontaktzone innerhalb des
Knorpels entsteht in der interstitiellen Flussigkaiuck. Auf diese Weise werden die
aufgebrachten Krafte bis zum subchondralen Knodheamsportiert. Bei langer an-
dauernder Kompression flie3t durch den Druckgradremlie interstitielle Flissigkeit
aus der tiefen, mittleren und oberflachlichen Zdee Gelenkknorpels tangential von
der Kontaktzone weg (Abbildung 2.5). Die extrazélla Matrix bildet einen Wider-
stand entgegen der Flissigkeitsbewegung. Die Matiret von der Kontaktzone weg-
gedrangt, so dass Spannungen innerhalb des Gewealstshen. In der oberflachli-
chen Zone werden die Proteoglykane zusammengedmiekhegative Ladungsdichte
erhoht sich und die Permeabilitat sinkt, so daesHiiissigkeit nur am Rande der Be-
lastungszone aus dem Knorpel austreten kann. Widlbildung 2.5 zeigt, wélbt sich
durch den Flissigkeitsaustritt und durch die Stnegkder Kollagene in der oberflach-
lichen Zone die Oberflache des Knorpels am RandBééastungszone auf. Dieses hat
zur Folge, dass auch senkrecht zur Oberflache Sipgen im Gewebe auftreten, die
den Knorpel vom subchondralen Knochen wegdrickemsdeechend dieser Be-
anspruchungen sind die Kollagenfasern in der tigfene senkrecht angeordnet und
reichen bis in die kalzifizierte Zone hinein (sielleschnitt 2.1.2) [32, 44]. Durch das
Aufbringen von statischen Kraften deformiert sioér dKnorpel infolge der Flissig-
keitsbewegung (Kriechen des Knorpels), so dassdscKontaktoberflache vergrol3ert
und sich damit der Druck im Gewebe andert.

Wolbung derober-
é\mochen Ahlichen Zone
Knorpel

(((

<+—— F|{jssigkeit —

Y Knochen D\

Abbildung 2.5: Darstellung der Flissigkeitsbewegung in der obeifidhen Zone des Gelenk-
knorpels unter Kompression (nach [32§t Genehmigung des Wiley-VCMerlags)

Wie unter 2.1.1 beschrieben ist eine weitere FoemBklastung auf den Knorpel die
Scherkraft, die durch Roll- und Gleit-Bewegungernstt. In der oberflachlichen
Zone des Knorpels ergeben sich parallel zur OlséaKréafte, die sich als Scherung
bis zum subchondralen Knochen fortpflanzen koénm@asen Kréaften in der ober-
flachlichen Zone kdnnen die parallel angeordneteiial§genfasern, die langs der Be-
wegungsrichtung des Knies gerichtet sind, entgegeken. Die Reibung zwischen

12
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den Knorpeloberflachen mit einer Rauigkei ¥n 1-6 um wird durch die nicht-
newtonsche Synovialflissigkeit, die einen Film ohisn den Oberflachen bildet, auf
einen Wert von p = 0,005-0,01 fir den Reibungskoefiten reduziert. Der genaue
Mechanismus ist nicht bekannt, vermutlich ist dagk@protein Lubricin (auch
Superficial Zone Protejnfir die verbesserten Reibeigenschaften veranliolorl4,
19, 34].

Im Folgenden werden die biomechanischen Eigensatatfid die Auswirkung der im
Gelenkknorpel wirkenden Kréfte auf die Matrixbesltmile beschrieben.

Eigenschaften des Gelenkknorpels unter Zug undr&afpe

Durch Scherkrafte an der Knorpeloberflache entstefiggspannungen in der ober-
flachlichen Zone [32]. Der Widerstand des Knorpggeniber Zugkréaften ist von der
Kraftrichtung in Bezug auf die Orientierung der laglenfasern abhangig. So kann in
der oberflachlichen Zone etwa die drei- bis siehené Kraft parallel zur Kollagen-
faserausrichtung im Vergleich zur normalen Ausibauaienommen werden [32, 47].
Wie Abbildung 2.6zeigt, ist das Verhalten nicht linear. Die anfaciydi groRe Deh-
nung bei geringer Kraftaufwendung kann durch dasa@eziehen der Spiralstruktur
der Kollagenfasern erklart werden, der sich ansBeinde lineare Bereich durch das
Strecken der Fasern. Der Zugmodul nimmt mit defeTimm Knorpel ab (10-4 MPa)
[13].

Versagen

Spannung

Strecken l
der Fasern

Geradeziehen l
der Fasern

l

Abbildung 2.6: Spannungs-Dehnungs-Kurve fiir artikularen Knorpeader oberflachlichen Zone. Das
Verhalten lasst sich anhand der Struktur der Kelfd@sern erklaren, die einen grof3en Teil der auf-
gebrachten Scherkrafte aufnehmen (modifiziert H&aep.

Dehnung i

Die Eigenschaften des Knorpels unter Scherung lkeearwébenfalls auf den festen
Komponenten der extrazellularen Matrix. Die Kollafgsern werder wie beschrie-

ben- bis zum Gleichgewichtszustand unter Spannung zfesetl die Proteoglykane
so verschoben, dass sie der Deformation entgedesnv|[B82]. Das Gleichgewicht ist
von den Eigenschaften der Kollagenfasern selbsh @ead der Vernetzung und den

Wechselwirkungen zwischen Kollagenfasern und Pgi&anen abhangig [47]. Bei
13
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reiner Scherung entstehen keine Druckgradienten dardit keine FIlissigkeitsbe-
wegung im Gewebe.

Eigenschaften des Gelenkknorpels unter Kompression

Im Wesentlichen sind die Eigenschaften der Proyagle, aber auch die des Kolla-
gennetzwerkes fur das Verhalten unter Kompressi@Bgablich. Aufgrund ihrer
negativen LadungsdichtdiXed negative charge densitgiehen die Proteoglykane
Kationen und Wasser an [48]. Die Einlagerung vors¥éa ins Gewebe wird zusatz-
lich durch den resultierenden Donnan-Druck unté&zstier Schwelldruck betragt im
Ruhezustand ungefahr 0,2 MPa und wird durch didaijehe im Gleichgewicht ge-
halten [20]. Mit dem steigenden Proteoglykan-Gebhall sinkendem Wassergehalt in
der tiefen Zone nimmt auch die Steifigkeit im Vefigh zur oberflachlichen und mitt-
leren Zone zu. Im bovinen Knorpel wurde ein Anstieg E-Moduls von 0,08 MPa in
der oberflachlichen Zone bis 2,1 MPa in der tieZeme gemessen [49]. Um aber den
kurzzeitigen Spitzendriicken von bis zu 20 MPa inieelenk standzuhalten, wird ein
grof3er Anteil der Belastung Uber die interstitiHléssigkeit des Knorpels aufgenom-
men [13]. Die genauen Vorgange werden im Folgenoger Zuhilfenahme der bipha-
sischen Theorie beschrieben [13, 32, 50].

Viskoelastische Eigenschaften des Knorpels

Etliche theoretische Modelle zur Beschreibung desbchanischen Verhaltens von
Knorpel wurden in den letzten 30-40 Jahren ers@l ersten Theorien fassten den
Knorpel als isotropes und elastisches Materialund konnten diesen damit nur im
Gleichgewichtszustand darstellen. Im nachsten Satwirde die isotrope, biphasische
Theorie aufgestellt, die die Zeitabhangigkeit bexi BReaktion von Knorpel auf Belas-
tung beschreiben konnte. Diese Theorie wurde imenen Verlauf mit porovis-
koelastischen, faserverstarkten poroelastischem litEar elastischen Modellen er-
ganzt [50]. Weiterhin wurde die biphasische Theaué¢ eine triphasische Theorie er-
weitert, die zusatzlich Einflisse der Ladungsdiohtdes Donnan-Druckes und des
resultierenden Schwelldruckes im Knorpel bertcksith

In dieser Arbeit wird die biphasische, viskoelastiis Theorie von Movet al. aus den
80er Jahren beschrieben, die bis heute als Grumdiagverschiedene Simulationen
verwendet wird [30, 44, 50, 51]. Dabei wird dietee®hase von Bestandteilen der ex-
trazellularen Matrix wie den Proteoglykanen und l&génen gebildet, die flissige
Phase von der frei beweglichen interstitiellen &iljilseit (Wasser und geldste lonen).
Die Inkompressibilitdt jeder einzelnen Phase wodausgesetzt, die viskoelastischen
Eigenschaften des Knorpels entstehen infolge desskgjkeitsbewegung durch die po-
rose feste Matrix unter Belastung. Die Flissighetgegung wiederum ist abhangig
von der Permeabilitat (16-10"° m* N*- %), die bei groRer Kompression abnimmt, da
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der Verlust der Flissigkeit aus dem Gewebe unddimprimierung der Proteogly-

kane zu einer Verdichtung der Matrix fuhren. DehKeert des Permeabilitatskoeffi-

zienten gibt den Widerstand der festen Phase geigeRllssigkeitsbewegung an, so
dass in den Zonen hoher Proteoglykan-Konzentratiomie in der tiefen Zone die

Permeabilitét im Vergleich zur oberflachlichen Zaezing ist [32].

Eine mechanische Belastung des Gelenkknorpels alswl auf die feste Matrix und
deren Widerstand entgegen des FlissigkeitsstronsilizeBei schnellen Bewegungen
und einer kurzfristigen Lastbeaufschlagung kommkasm zu einer Flissigkeitsbe-
wegung, Flussigkeitsdruck entsteht im Gewebe, ddaridnge in Gleichung 2.1 ist

anfangs gering und damit der E-Modul hoch.

g

=— (2.1
£
mit E - E-Modul [MPa]
o — Belastung [MPa]
e — Dehnung[m-n).

Parket al. bestimmten den Anteil der Lastibernahme durchFiais in den ersten
100 Sekunden im humanen Knorpel auf 79 £ 11% in abarflachlichen Zone und
69 + 15% in der tiefen Zone (Abbildung 2.7) [52]eiRler sich anschliel3enden Ver-
formungtritt die Flussigkeit bis zum Gleichgewichtszustaus dem Gewebe aus, die
Dehnung des Knorpels nimmt zu und der E-Modul sjik]. Der Gleichgewichtszu-
stand ist erreicht, wenn die Lastiibernahme durshHtiad auf 0% gesunken ist, dem-
nach kein Flussigkeitsstrom im Gewebe mehr aufintd sich die aufgebrachte Kraft
mit den entstandenen Spannungen in der extrazeliul&atrix (osmotischer Druck,
Wechselwirkung zwischen den Makromolekuilen) im Gigewicht befindet [19, 32,
48].

Charakteristisch fur den Knorpel als viskoelastscMaterial sind also das Kriechen
unter konstanter Belastung und das Spannungs-Rielas@/erhalten unter konstanter
Kompression [19, 32]. Als Kriechen wird die zeitx@gerte Verformung des Knorpels
unter konstanter Last bezeichnet, die durch derefidnd der festen Matrix entgegen
der Flussigkeitsstromung verursacht wird (Abbilduh§, (1)). Zur Bestimmung des
Spannungs-Relaxations-Verhaltens wird der Knorpelainen bestimmten Prozent-
satz komprimiert und die dazu nétige Kraft gemes8aa Kraft sinkt mit der Zeit, da
die Lastibernahme des Fluids aufgrund der Flisssifeavegung abnimmt. Zunachst
findet ein Austritt der Flussigkeit, dann eine Umigdung der restlichen Flissigkeit
im Gewebe statt (Abbildung 2.8, (2)).

15



STAND DES WISSENS

1 oberflachliche Zone, bovin
0,8
=\ tiefe Zone, bovin
0,6 { \
0,4 | / oberflachliche Zone, human
0

2 / tiefe Zone, human

o | ssoum T Moo s
0 2000 4000 6000 8000 10000
Zeit [s]

Abbildung 2.7: Lastverteilung zwischen der flissigen und derefleg?hase in Abhéangigkeit von der
Zeit im humanen und bovinen Gelenkknorpel (Abkiigem W — Belastung, die tiber die Fliissigkeit
aufgenommen wird, W Gesamtbelastung, nach [52] mit Genehmigung desviglsVVerlags).
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Abbildung 2.8: Oben: Schematische Darstellung des Kriech-Verhal®n artikularem Knorpel. Bei
konstanter Last (1a) ergibt sich eine zeitverz&g®ferformung des Knorpels (1b). Unten: Schema-
tische Darstellung des Spannungs-Relaxations-Memslvon artikularem Knorpel. Bei konstanter
Kompression (2a) wird die Kraft (2b) gemessen (nf&2] mit Genehmigung des Wiley-VHC
Verlags).

2.2 Knorpeldefekte und Therapiemdglichkeiten

Gegenstand dieses Kapitels ist die Entstehung vampéldefekten und deren aktuelle
Maoglichkeiten zur Therapie, die aufgrund des genmdPotentials des Knorpels zur
Selbstregeneration ein grol3es medizinisches Prob&stellen. Derzeit werden viel-
versprechende Ansatze unter Verwendung Vassue Engineeringviethoden er-
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forscht, die aktuell aber noch keine vollstandiffiedenstellenden Ergebnisse liefern
[53]. Eine Strategie zur Herstellung von osteochalesh Implantaten, die auch dieser
Arbeit zugrunde liegt, wurde am UKdntwickelt und an der TUHH weiterverfolgt.

Ein Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem &edastung resultierenden Druck im
Gewebe und der Wirkung von aufgebrachter Druckhatgsaufin vitro Knorpel. Da-
her werden die Reaktionen von Chondrozyten auf Dwud spezielle Bioreaktoren
zum Aufbringen hydrodynamischer und hydrostatisdbuckbelastung auf Knorpel-
Konstrukte dargestelit.

2.2.1 Aktuelle Therapiemdglichkeiten
Entstehung von Knorpeldefekten

Knorpelschaden kénnen durch traumatische Verleeungumore oder degenerative
Gelenkerkrankungen wie die Arthrose (OA) und rhetisoae Arthritis (RA) entste-
hen. Dabei ist die Arthrose die am weitesten vatdiee Ursache fir Knorpeldefekte.
In den USA sind etwa 15% der Gesamtbevolkerungderdgrof3te Anteil der Bevol-
kerung Uber 60 Jahren betroffen [7, 54, 55]. Esl\pitognostiziert, dass im Jahr 2020
Uber 22% der Gesamtbevolkerung erkrankt sein werD@&n rheumatische Arthritis
betrifft etwa 1% der Weltbevolkerung [5].

Die spontane Heilung von Knorpeldefekten ist in deegel stark begrenzt und
Schmerzen und eingeschrankte Bewegungsmoglichkeitah die Folge [53, 56].

Kleine Verletzungen an der Knorpeloberflache (dbeffliche Verletzung) fihren zu
einem fortschreitenden Verlust an Proteoglykaned znm Rissen im Kollagennetz-
werk, so dass der Defekt in seinen AusmalRen wad¥estin der Knorpel Uber seine
gesamte Hohe beschédigt ist, wird die Verletzusdall ThicknessDefekt bezeich-

net. Ist der subchondrale Knochen mit VerletzungKieochenlamelle betroffen (os-
teochondrale Verletzung), wandern mesenchymale eRrmgzellen aus dem Kno-
chenmark ein und bilden Faserknorpel, der aufgrdesl vorrangigen Vorkommens
von Kollagen Typ | den Belastungen in den Gelenkiht standhalten kann [7, 53,
57].

Die Arthrose ist eine chronische nichtentzindlicbelenkerkrankung, die unter an-
derem durch Uberbelastung (zum Beispiel durch Uhweicht oder Leistungssport),
durch Traumata oder Fehistellung des Gelenkesnameiiberdurchschnittlichen Ver-
schleil3 der Gelenkoberflachen fuhrt [1, 3, 58]. Vil vermutet, dass das h&aufige
Vorkommen von Arthrose im Kniegelenk auf die sclenelvolutionare Entwicklung

der menschlichen Korperhaltung zuriickzufihren5sf.[ Desweiteren kdnnen bakte-
rielle Infektionen oder neuronale, metabolische andokrine Erkrankungen eine so-
genannte sekundére Arthrose zur Folge haben.
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Bei der rheumatischen Arthritis handelt es sich eme entzindliche Gelenk-
erkrankung ausgeldst durch Autoimmunprozesse degeksi Charakteristisch fur die
RA ist die Produktion des inflammatorischen Zytakih-1 und von Matrixmetallo-

proteinasen (MMPs) durch die Chondrozyten [8].

Therapieansatze zur Behandlung von Knorpeldefekten

Bereits 1743 stellte der Wissenschaftler W. Hurést, dass ,die Verletzung des
Knorpels eine mihselige Krankheit und die Heiluefgrsviel schwieriger als bei ver-
letztem Knochen sei“ [3]. Unterteilt werden die zigitigen Behandlungsmdglich-
keiten in konventionelle und Gelenk erhaltende wlgische Therapien. Eine Endo-
prothese bietet sich wegen ihrer nicht allzu lanigelnensdauer von 10-20 Jahren erst
ab einem Alter von 65 Jahren an [56]. Seitdem badlgo vor allem bei jingeren Pa-
tienten viele verschiedene Versuche gegeben, dat@digte Knorpelgewebe zu repa-
rieren — mit groRtenteils unzureichenden Ergebnissen. Nédgdnid werden einige
Beispiele fur Therapiemdglichkeiten bei Knorpeldeds sowie deren Limitierungen
aufgeflhrt.

Konventionelle Therapieansétze umfassen Methoden (@) die Behandlung mit
Chondroprotektiva, bei der Glykosamine, Chondretiifat oder Hyaluronsaure ver-
abreicht werden; (b) die arthroskopisdbevage bei der das Gelenk mit einer Koch-
salzlésung von Entziindungsfaktoren und Zelldebegéspult wird; (c) das arthros-
kopischeShavingund Débridementbei denen mechanische Barrieren im Gelenk, zum
Beispiel Knorpelstickchen oder Fibrinkoagulate feent werden; (d) die arthrosko-
pische Laserabrasion, bei der Laser zum Abschnadg@ererwahnten mechanischen
Barrieren verwendet werden. Es muss angemerkt weddss diese Techniken nicht
zu einer Knorpelregeneration und nur zu einer Reolulder Symptome fur eine ge-
wisse Zeitspanne fuhren. Daher sind sie nichtlitiggre Patienten angezeigt [3, 53,
59, 60].

Bei grol3flachigen Knorpelschaden, bei denen diecKaolamelle nicht beeintrachtigt
ist, werden seit den 80er Jahren knochenmarksemande Techniken, die meist zur
Faserknorpelsynthese und damit unzureichenden bloaméschen Eigenschaften fuh-
ren, angewendet. Die folgenden Methoden férderohd@ffnen der Knochenlamelle
das Eintreten von Blut mit mesenchymalen Zellen Wathstumsfaktoren in den De-
fekt: (a) bei denach dem Erfinder benannten Pridie-Bohrung werdehrare Locher
mit einem Durchmesser von 1,5 mm in den subchoadrighochen gebohrt; (b) bei
der sogenannten Mikrofrakturierung wird der subahiate Knochen mit konischen
Einstichen verletzt, so dass feine Risse zwisclemainzelnen Einstichen entstehen
[3, 53].
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Desweiteren werden Transplantationsmethoden zuar#iing von osteochondralen
Defekten eingesetzt: (a) die autologe osteochoadransplantation (AOT) impliziert
die Transplantation eines Knorpel-Knochen-Zylindaus einer unbelasteten Region
des Gelenkes in den ausgebohrten Defekt; (b) disaMplastik— eine Variante der
AOT — wird angewendet, um gréRere Defekte mit mehrereorpel-Knochen-Zylin-
dern aufzufillen; (c) bei der allogenen Transplamtawerden Knorpel-Knochen-Zy-
linder eines Spenders verwendet; (d) desweiteremesd auch Materialien aus dem
Periost der Tibia und dem Perichondrium des Ripperpels transplantiert werden [3,
53, 61]. Bei Anwendung der AOT oder Mosaikplastitstehen neue Defektstellen an
der Spenderstelle, die allogene Transplantatiogt ifektions- und Abstol3ungsrisi-
ken und die Transplantation aus dem Periost od@rRerichondrium fuhrt haufig nur
zu einer unvollstdndigen Heilung des Knorpelgewebes

Eine restlose Regeneration wiirde die Bildung emeren Gelenkoberflache verlan-
gen, die im Wesentlichen dem originalen hyalineroifel gleichkommt [59]. Gene-
rell ist es bisher aber nicht gelungen, Knorpelstéahdig in seiner Struktur und Zu-
sammensetzung zu reparieren, so dass er den biamschen Anspriichen des All-
tags dauerhaft gentigt. Zurzeit gibt es daher Kigeraein anerkanntes Verfahren, das
als Stand der Technik zu bezeichnen wdeenach Art und Gr6éRRe des Defektes, Zu-
stand des Gelenkes und des Patienten werden \eteclel Therapien gewéhlt. Bei-
spielsweise liefert die Mikrofrakturierung bei Kmwch mit einem Knorpeldefekt, der
kleiner als 2 crhist, gute Ergebnisse. Neue Behandlungsmdglichkeiteret die
Herstellung von Knorpelimplantaten vitro mit Methoden degissue Engineering
Haufig werden inzwischen schon bei einem Defekt ewier GréRe von 2,5-10 ém
matrixgestiitzte autologe Chondrozytenimplantate QWA verwendet, die im nach-
sten Abschnitt 2.2.2 Tissue EngineeringAnsatze zur Knorpelheilung® eingefiihrt
werden. Entzindliche oder genetisch bedingte Geldmn&nkungen gelten meist als
Ausschlusskriterium fir Therapien, die auf den Meé#n dedissue Engineeringe-
ruhen [60]. Ursachen der Erkrankung wie Fehlistgmder Knochen oder Uberge-
wicht miissen gegebenenfalls parallel behandelteverd

2.2.2Tissue Engineering: Ansétze zur Knorpelheilung

Die Verwendung vorTissue Engineering/lethoden zur Rekonstruktion der Gelenk-
oberflache hat in den letzten Jahren erfolgversmede Ergebnisse geliefert.
Grof3tenteils sind die Ansatze aber noch im Entwitgsstadium, nur wenige Metho-
den wie beispielsweise der Einsatz eines MA@iehe unten) befinden sich bereits in
der klinischen Anwendung [53, 62].

Knorpel galt bisher aufgrund seiner Avasularitédl @ies Vorkommens eines einzigen
Zelltyps als ,einfaches Gewebe®, so dass eslfasue Engineering\nséatze vielver-
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sprechend erschien. Dennoch haben sich in derertetiahren Schwierigkeiten ge-
zeigt: Die Herstellung von Knorpelgewebe im Labonkte zwar realisiert werden,
aber die gewinschten biomechanischen Eigenschafieshen oftmals nicht erreicht.
Dieses lasst sich auf die komplexe Organisation @G@sebes zurlckfihren [6dh
vitro konnte bisher keine ausreichende Ausrichtung délag@enfasern und keine dem
nativen Knorpel entsprechende Zusammensetzungedschiedenen Zonen beobach-
tet werden. Lésungen werden nun unter anderemdibeverwendung von Bioreak-
toren zur Aufbringung von Belastung wahrend dertiigrung (Kapitel 2.2.4) ge-
sucht.

Wie in Tabelle 2.3largestellt ist, kann dia vitro Herstellung von Knorpelgewebe in
verschiedene Entwicklungsstadien eingeteilt werf@nDen ersten Versuch im Jahr
1987 haben Brittbergt al. [63] mit der Autologen Chondrozyten Transplantation
(ACT) unternommen. Bei der ACT werden autologe Ghmomyten entnommerin
vitro vermehrt und unter einem Periostlappen implantiedwischen zeigen Ergeb-
nisse aus einer 20-jahrigen Anwendung, dass bei @2atienten, deren Defekt zur
Behandlung vorgegebene Indikationen erflllen mysstee subjektive und objektive
Verbesserung zu verzeichnen war. Eine Weiterentungkder ACT stellt die Ver-
wendung eines MAC! (Matrix-induced Autologous Chondrocyte Implantim Bei-
spiel von Genzyme, Australien) dar, das zusammédnZgiien und fallweise mit
Wachstumsfaktoren implantiert wird. Auf diese Wessdl — wie bei der ACT- in
vivo eine Regeneration des Gewebes eingeleitet wedienach der Implantation je-
doch nur noch begrenzt beeinflussbar ist. In degitewn Generation werden zurzeit
osteochondrale Implantate entwickelt, bei denenDiféerenzierung der Zellen und
die Bereitstellung der biomechanischen Funktioatlites Implantats bereiis vitro
erfolgen sollen. In Zukunft wird angestrebt, Tragaterialien und bioaktive Faktoren
so gezielt in den Defekt einzusetzen, dass eineiggtionn vivo stimuliert wird (3.
Generation). Dieses setzt allerdings ein umfassentastandnis der Prozesse im
Knorpelgewebe voraus, die zurzeit aber noch niabteachend erforscht sind.

Tabelle 2.3:Entwicklungsschritte dan vitro Herstellung von Knorpelgewebe [8].

3. Generation
(Zukunft)

2. Generation
(in der Entwicklung)

1. Generation
(heute)

Ansatz

Autologe Chondrozyten
Transplantation (ACT)

3D-Konstrukte, osteo-
chondrale Implantate

In vivo Regeneration

Biomaterial, bioaktive

Biomaterial, bioaktive

Komponenten | Periostlappen

Faktoren Faktoren

Mehrere Arbeitsgruppen [64-66] beschaftigen sichitlapatienteneigene Zellen mit
einem dreidimensionalen Tragermaterial zu eineraaz$tondralen Implantat zu kom-

binieren. Anstatt einen Knorpel-Knochen-Zylindereviei der AOT aus einer unbe-
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lasteten Zone des Gelenkes zu entnehmen und damiheue Defekistelle zu erzeu-
gen, werden die zwei Gewebephasenitro konstruiert. Allgemein bieten sich dafur,
wie in Abbildung 2.9 dargestellt ist, vier versaleme Strategien an: (a) es wird ein
Trager fur die Knochenphase, aber kein Trager iKaiorpelphase verwendet; (b) es
werden verschiedene Trager fur die Knochen- undrp&lphase eingesetzt, die erst
bei der Transplantation verbunden werden; (c) ed mir ein Trager, der sich aber in
der Struktur und/oder Zusammensetzung fir die Kaepnelund Knorpelphase unter-
scheidet, verwendet; (d) es wird ein homogenerdrrfig beide Phasen benutzt.

@) (b) ©) (d)

kein Tragermaterial Trager furdie Knorpelphase

. Trager furdie Knochenphase gleiches Tragermaterial fir

beide Phasen
Abbildung 2.9: Schematische Darstellung verschiedener Kultiviesstrgtegien zur Herstellung von
osteochondralen Implantaten (modifiziert nach [64])
Das Kultivierungsprinzip, auf dem diese Arbeit leasilasst sich in die zweite Gene-
ration der osteochondralen Implantate einglied®&as Konzept in Abbildung 2.10
wurde am UKE von Prof. Dr. N. Meenen (ehemals Kland Poliklinik fir Unfall-,
Hand- und Wiederherstellungschirugie), Priv.-Doz.. P. Adamietz und Dr. C.
Goepfert (Institut fir Biochemie und Molekularbigle 1l — Molekulare Zellbiologie)
ent-wickelt [9, 67, 68]. Die osteochondralen Impéae bestehen aus einem
keramischen Trager als Knochenersatzmaterial, aof dine Schicht Knorpel ohne
Trager kultiviert werden soll (Strategie (a) in Aldiong 2.9). Das Konzept kombiniert
die Vorteile der AOT und ACT, indem ein dreidimeorsles Knorpel-Konstrukt aus
einer autologen Biopsie entsteht. Die vitro Herstellung der Implantate soll
kontrollierte Proliferations-, Differenzierungs-diMatrixproduktionsphasen erlauben

3].

Zunachst wird arthroskopisch eine Biopsie aus demetzten Knorpel entnommen
(Abbildung 2.10). Nach einer enzymatischen Isohgrwerden die Chondrozyten bis
zum Vorliegen einer ausreichenden Zellzahl in eidwnolayerkultur vermehrt
(Schritt a). Dann wird ein Teil der dedifferenzertZellen auf dem Tragermaterial zur
Bildung einer Zellschicht kultiviert (Schritt b),ed andere Teil wird in einem
Alginatgel einer Redifferenzierung unterzogen (&tlw). Abschliel3end erfolgt eine
Hochdichte-Zellkultur der aus dem Alginatgel gedistChondrozyten auf dem
21



STAND DES WISSENS

zellbeschichteten Trager, aus der das Knorpel-TrEgastrukt zur Implantation in
den Defekt hervorgeht (Schritt d).

‘ Knorpeldefekt l
[/_'_‘“\
@ "G
Knorpel-Trager-Konstrukt Biopsie e
_ _ _ _zulmplantaon _ __ ____ __ _ __ _ _ _ f(adlog) " _
T l in vitro
—_— : —_— dosrd P
Hochc:iscg[]?i-ﬁl)lkultur Broiiera ot e Proliferation

Trager (Schritt b) (Schritt )

.
-
e
i e
. -

Kultivierung in
Alginat (Schritt c)

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung des verwendeten Konzepteslerstellung von osteo-
chondralen Implantaten (nach Meenen, Adamietz, &oegt al).

Das Prinzip wurde bereits erfolgreich im TiervetsamMinipig getestet [9]. Nach 26
Wochen Standzeit wurden 7 von 12 Punkten I@#S-ScoreSystems [69] erreicht,
nach 52 Wochen 9 von 12 Punkten. Jedoch werdeamm\eétrwendeten Bewertungs-
system die mechanischen Eigenschaften des Knospé&tess nicht bericksichtigt, die
in dem Tierversuch als unzureichend eingestuft emr®]. Es fand keine Resorption
und keine Umgestaltung des verwendeten Calciumplaasfragers (CalcibSh Bio-
met Deutschlandin vivo statt, so dass dieser nicht ausreichend in derch@rinte-
griert werden konnte.

2.2.3Wirkung von Druckbelastung auf Chondrozyten

Der durch Belastung hervorgerufene Flussigkeitsstisi wesentlich flr die Funktio-
nalitdit des Gewebes. Neben der bereits beschrinbaofhahme von Kraften, der
Kontrolle der Deformation des Knorpels und der Bstellung eines Gleitmittels zwi-
schen den Gelenkoberflachen spielt er eine wiclRigke bei der Wirkung der Druck-
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belastung auf Chondrozyten im Knorpelgewebe. Auh d&rom basieren Transport-
prozesse, indem Nahrstoffe und Gase in den Gelemngkh hinein und Metabolite

hinaus gelangen (siehe: Ernahrung des KnorpelshdBetastung). Desweiteren Uber-
tragt er Druck und Deformationskrafte auf die Chaoagten zur Stimulation

bestimmter intrazelluldrer Prozesse (siehe: Reaktier Chondrozyten auf Krafte)
[30].

Ernahrung des Knorpels durch Belastung

Die Proteoglykane bilden ein Porennetzwerk mit mingurchschnittlichen Poren-
durchmesser von 25-75 A [19, 30]. In mehreren Studiurde festgestellt, dass klei-
nere Molekile wie beispielweise Glucose oder Lakitagr Diffusion aus der Syno-
vialflissigkeit und dem subchondralen Knochen im #@orpel hinein oder hinaus
gelangen konnen [30, 70]. GroRere Moleklle wie Albuoder Wachstumsfaktoren
dagegen mussen Uber einen konvektiven Strom inKahempel dringen [20]. Dabei
wird angenommen, dass die dazu bendtigte Lastbddafging dynamisch erfolgen
muss, da eine konstante Belastung zum Verlust nterstitieller Flussigkeit fuhrt.
Zusatzlich wird dadurch die Aufnahme und Abgabenkleer Molekiile beschleunigt.
Im Gegensatz zu der Reaktion der Zellen auf kotstirafte konnten vitro tatsach-
lich festgestellt werden, dass eine dynamische sBei@ zu einer erh6hten Matrix-
synthese der Zellen fuhrt [71].

Reaktion der Chondrozyten auf Krafte

Die komplexe Reaktion der Zellen auf mechanischiadeng und auf die resultie-
rende Veranderung der extrazellularen Umgebuniissheute nicht ausreichend ver-
standen [72]. Es wird aber davon ausgegangen,dia€3elastung fir den gesunden
Knorpel unerlasslich ist. Auch ist nicht vollstagdjeklart, in wieweit und auf welchen
Wegen mechanische Belastuirg vivo die Expression von Genen beeinflusst. Als
Gene, deren Transkription bei mechanischer Stimulg der Zellen verstarkt oder
erniedrigt wird, sind die der extrazellularen Me&tfroteine (Kollagen, Proteoglykane,
COMP etc.), der den Zellzyklus regulierende Waahsproteine (CyclineCyclin-
abhangige Kinasen), der Zytokine (IL-1, -4, -6)y d¥achstumsfaktoren (TF(s,
BMPs etc.), der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) amgjiogenen Faktoren (VEGF)
bekannt [46]. Diverse Studien haben einzelne Meshan untersucht, von denen nun
eine Auswahl vorgestellt wird, um das Wesentlichaumreil3en.

Da Chondrozyten in der extrazellularen Matrix elmgget vorliegen, sind die Kréfte
auf diese Zellen und deren Deformation direkt algigimom Verhalten des umliegen-
den Gewebes. Aufgrund der Anisotropie der Matritsermen in den spezifischen Zo-
nen verschiedene Krafte und Veranderungen in ddriyiaie damit auch in unter-
schiedlicher Weise Reaktionen der Zellen hervorruf@ie Unterschiede in den knor-
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pelspezifischen Zonen wurden bereits im Kapitel2dskutiert. Desweiteren ist der
Druck im Bereich der Belastung am grof3ten, wahr@ckerkrafte auf die Zellen in
den Randbereichen bei erhohtem Flissigkeitsstrosteigen. Aus den Zusammen-
setzungen der Zonen und den unterschiedlichen Balgesn in diesen wurde ab-
geleitet, dass Kompression und der damit verbunddiassigkeitsstrom zu einem
erniedrigten Proteoglykan-Gehalt und einem fibrog&manotyp, Druck zu einer
erhohten Matrixproduktion und Scherkrafte zu Zdiliegen und einer erhohten
Matrixproduktion fihren kénnen [46].

Im Gleichgewicht tritt kein Flissigkeitsstrom asfy dass dann die Deformation die
Reaktion der Zellen bestimmt. Bei einer Kompressies Gelenkknorpels eines Hun-
des um 15% wurde eine Reduktion der Zellhdhe um R6éer oberflachlichen Zone,
19% in der mittleren Zone und 20% in der tiefen €amd eine Reduktion des Zell-
volumens um 22%, 16% und 17% gemessen [51]. BeDadormation einer Zelle
verformen sich zunachst das Zytoskelett und sclidieldie Zellorganellen [73].
Durch die Verdichtung der Matrix steigt die extrhdére Ladungsdichte und die
Zellen geben aufgrund des erhéhten elektrochemischadienten Uber die Zell-
membran Wasser ab. Dabei verlieren nicht nur dasplgsma, sondern auch der
Zellkern, das endoplasmatische Retikulum und dieéhiondrien Wasser. Der Golgi-
Apparat hingegen kann sein Volumen halten [74]isEs6glich, dasslie Verformung
der Zellorganellen und des Zytoskeletts entwederktlieinen Einfluss auf die Trans-
lation von Genen (veranderte Verfligbarkeit von Rdioen, verdnderter Transport
von Amino- und Nukleinsduren) hat und/oder Signsilealen aktiviert [72, 74]. Der
Wasserverlust in den Zellen hat eine erhohte ieth@dare lonenkonzentration zur
Folge. Dieses kann unter anderem die Aktivitat Yoansportproteinen in der Zell-
membran beispielsweise zum Austausch von lonerieegn [75]. Aul3erdem fallt der
extrazellulare pH-Wert, so dass der intrazellufgifreWert beeinflusst wird. Die Akti-
vitaten von Enzymen in den Zellen kbnnen durch\Beanderungen des pH-Wertes
und der lonenkonzentration steigen oder sinken.

Abbildung 2.11 zeigt den Effekt hydrostatischeraB#ling auf einige lonenkanéle von
Chondrozyten. Die mit ATP getriecbene 'N& -Pumpe wird durch hydrostatischen
Druck inhibiert, der N&H™-Transporter aktiviert, wahrend bei Hypertonie oS-
K*-2CI-Transportsystem angeregt wird. So fanden Boweingl. [75] einen Anstieg
der Nd-Konzentration in den Zellen nach 30 Sekunden hdlydrostatischer Belas-
tung (30 MPa). Zuséatzlich wurden Calcium-lonen, $&cond Messengeur intra-
zellularen Signaltransduktion, aus den intrazelend Speichern freigesetzt, spéater
wurde die erhohte GaKonzentration iiber den Transport der lonen inZiidle auf-
recht erhalten. Desweiteren wird bei unphysioldgisoher hydrostatischer Belastung
der Glucosetransporter (GLUT) inhibiert und es wartgenommen, dass dadurch die
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Glykolyse und damit die ATP-Produktion herabgeseiiztl. ATP ist fur die Matrix-
synthese erforderlich [40].

) _ (a) Glucosetransporter GLUT
Extrazellulare Matrix wird inhibiert bei hydro-
statischem Druck

Glucose

(b) ATP getriebene Na *-K*-
Pumpe

wird inhibiert bei hydro-
statischem Druck

(c) Na*-K*-2Cl--Transporter
wird aktiviert bei Hypertonie

(d) Na*xH*Transporter

wird aktiviert bei

hydrostatischem Druck

Abbildung 2.11: Einfluss von hydrostatischer Belastung auf Membieangporter in Chondrozyten,
bei denen eine mechanische Stimulierung gezeigtevekonnte (modifiziert nach [75]).

Als weitere Signallibertragungswege zwischen deleZehd ihrer Umgebung sind
Integrine bekannt [76]. Integrine sind transmembr&ilykoproteine. Eine genauere
Beschreibung folgt im Abschnitt 2.3.2. Bei extrdziéren Signalen werden uber Inte-
grine Signaltransduktionen durch Kaskaden im Zysmla in Gang gesetzt [76, 78].
Es konnte gezeigt werden, dasSB1l-Integrine Uber eine Dehnung der Membran,
induziert durch Scherung und Flissigkeitsstroméyiakt werden.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Effekte @&kten oder inhibieren also letzt-
endlich Signalkaskaden, die moéglicherweise chonderspezifische Transkriptions-
faktoren wie Sox9 regulierel™7, 79]. Bisher konnte beispielsweise gezeigt ward
dass uUber den TGE3-Signaltranduktionsweg Informationen fur eine déte6GAG-
Synthese und Proliferationsrate nach dynamischengfession vermitteln werden
[73]. Desweiteren konnten Studien nachweisen [8(, 8ass Scherstress die Pro-
liferation von Monolayerkulturen zum Teil Uber d&GF{1-Signalweg férdert und
Kompression die Expression von BMP-3 reduziert.

2.2.4 Bioreaktoren zum Aufbringen von Druckbelastumg

Aufgrund dieses substanziellen Einflusses mechhaarsBelastung bei der Entwick-

lung und Aufrechterhaltung des Knorpéfs vivo werden seit einigen Jahren grol3e
Anstrengungen unternommen, Knorpel-Konstrukteitro eben diesen Kraften auszu-
setzen, um die Qualitat des kultivierten Knorpelsor allem die biomechanischen

Eigenschafter noch vor der Implantation zu steigern.

Mithilfe der Belastung durch Bioreaktoren wird vecht, die Produktion der extra-
zellularen Matrix und durch Ausrichtung dieser Mdiestandteile den E-Modul zu
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steigern. Desweiteren sollen durch die Standardisge und Automatisierung die

Reproduzierbarkeit erhéht und Produktionskostenemjdas werden [82]. Die ent-

wickelten Bioreaktoren (Abbildung 2.12) lassen siach der Art der aufgebrachten
Krafte in vier Gruppen einteilen [83]:

* Druck

o direkte Kompression
* hohe Scherkrafte

* niedrige Scherkrafte

Zusatzlich zur mechanischen Stimulation in Anlelgnam die Bedingungem vivo
sollten Bioreaktoren auch die N&ahrstoff- und Gaseagung, den Abtransport von
Metaboliten und die Uberwachung der ;gQonzentration, des pH-Wertes und der
Temperatur gewdahrleisten. Kultivierungen kénnerkinschritt- und Zweischrittpro-
zessen durchgefuhrt werden. Bei Zweischrittprozessied die mechanische Belas-
tung in einem Bioreaktor aufgebracht und anschhidl3&erden die Konstrukte in
Kulturgefal3e zur statischen Kultivierung in dendb&tor umgesetzt. Dieses bringt ein
erhohtes Kontaminationsrisiko und eine geringerpr&duzierbarkeit mit sich [83].

Um die Belastungsmuster im Knie zu simulieren, raiissie Wirkungsprinzipien der
Reaktortypen fiir die Herstellung von Knorpel-Kooktenin vitro kombiniert wer-
den. Die Zuordnung der beobachteten Effekte auémieelnen Anteile der komplexen
Belastung ist dann jedoch nicht moglich, weshalb den isolierten Belastungsarten
zunachst Grundlagenuntersuchungen durchgefuhrtemef@4]. Allgemein wird das
Reaktordesign inTissue Engineeringls aulRerst komplex beurteilt, Erfahrungen bei
der Konstruktion und Handhabung dieser Reaktorestehen noch nicht lange [85].
Noch im Jahr 2003 schrieben Darliagal. [83], dass Reaktoren vor allem fir direkte
Kompression nur im Zweischrittprozess existierarzwlischen konnten Reaktoren,
unter anderem am Institut fir Biomechanik der Tésdiren Universitdt Hamburg-
Harburg konstruiert werden, die direkte Kompressio Scherung in einem Ein-
schrittverfahren realisieren [86]. Zum Erzeugen droBcherkrafte wurden Spinner-
flaschen oder Reaktoren nach dem Prinzip der @reRerfusion entwickelt, zum Er-
zeugen niedriger Scherkrafte der sogenartiating-WallBioreaktor (Abbildung
2.12) [83, 84]. In diesem Abschnitt werderder Themenstellung dieser Arbeit ent-
sprechend- nur Reaktoren zum Aufbringen hydrostatischer ugdrddynamischer
Belastung ausfuhrlicher beschrieben.
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(b) (©)

Abbildung 2.12: Bioreaktoren fur die mechanische Belastung von pelgeweben vitro: (a) Spin-
nerflasche fur hohe Scherkréfte, (b) Perfusionscedldr hohe Scherkrafte, (§otating-WallReaktor

fur niedrige Scherkrafte, (d) Reaktor fir direkterfpression ([82] mit Genehmigung des Elsevier
Verlags).

Im Wesentlichen existieren vier verschiedene Repktwipien zum Aufbringen von
hydrostatischem oder hydrodynamischem Druck aufrp@lexplantate oder kulti-
vierten Knorpel (Tabelle 2.4). Diese werden in Abbing 2.13 dargestellt. Reaktoren
nach dem Prinzip (a) bestehen aus einem mit Wagdéliten Druckkessel. Die Kul-
turen befinden sich in Petrischalen, kleinen Reaktjefal3en oder Beuteln, die mit
Medium gefillt und mit einer meist semipermeablenidean verschlossen werden.
Ein Nachteil entsteht bei einer langeren Kultiviegsdauer, da kein festgesetzter Gas-
austausch stattfindet. Daher werden in diversedi§tudie GefalRe nach jeder Belas-
tung unter undefinierten Bedingungen in einen lr@itab umgesetzt. Dieses fuhrt zu
einer Erhéhung des Kontaminationsrisikos. Anderdentnd aber die Konzentratio-
nen der gelésten Gase und damit auch der pH-Wert dbn Kultivierungszeitraum
nicht konstant.

Der Reaktor (b), in dem sich ausschlieRlich Medund keine Gasphase befindet,
lauft nach dem semikontinuierlichen PerfusionsppnbDie Begasung des Mediums
findet aulBerhalb des Reaktors statt und die bdrdtiGase werden Uber Perfusion zu
den Zellen geleitet. Zum Aufbringen des Druckegiwidre Mediumperfusion gestoppt
und der Druck Uber die Flussigkeit im Reaktor, zBaispiel mithilfe eines beweg-
lichen Kolbens, aufgebaut. Dieses Prinzip eigneh §ir eine langere Kultivierungs-
zeit von Explantaten, jedoch nicht fir Kultivier@mgvonin vitro generiertem Knor-
pel, bei der die Gabe von Wachstumsfaktoren vorgasest (siehe Abschnitt 2.3.1).
Wachstumsfaktoren sind bei 37°C nur einige Stunstabil [87] und missen daher
innerhalb von ein paar Tagen erneut zugesetzt werd&ses fuhrt bei den groRen
Mediummengen im Perfusionssystem zu sehr hoheneKoflesweiteren wird der
Effekt des Druckes durch eine fluiddynamische Balag tGiberlagert.

Das Prinzip (c) sieht einen Druckaufbau Uber dispBase vor. Es gibt die Moglich-
keit, den Druck uber einstromendes vorkomprimiet®s oder Uber einen beweg-
lichen Kolben zu erhdhen.
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Im Reaktor (d) wird der Druck direkt Uber die Fligkeitsphase beispielsweise mit-
hilfe eines Kolbens aufgebracht. Ohne Begasunghistmals keine langere Kultivie-
rung unter konstanten Bedingungen moglich und emséizen der Proben erforder-

lich.

&)

mediumgefilite Beutel Perfusionsreaktor
im Druckkessel

d
Druckaufbau Uber Druckaufbau Gber
die Gasphase die Flussigphase

Abbildung 2.13: Reaktorprinzipien zur Lastbeaufschlagung von Knggeebe mit hydrostatischem
oder hydrodynamischem Druck.

Die Tabelle 2.4 zeigt, dass bereits mehrere Arpeifgoen den Einfluss von Druck-
belastung auf Chondrozyten untersucht haben. $tudie mit Stammzellen, Pro-
genitorzellen oder Zelllinien durchgefiihrt wurdemd hier nicht bertcksichtigt. Eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist nicht gegelslensehr unterschiedliche Kultivie-
rungsbedingungen gewéhlt wurden. Die Tabelle ztigtvVerwendung von Zellen in
verschiedenen Passagen und verschiedener Sperigkelxwischen 0,04 MPa und
50 MPa und Frequenzen von 0 Hz (konstanter Druckyb 1 Hz, verschiedene Be-
lastungsdauern sowie die Kultivierung von ExplagttatMonolayerkulturen und Kul-
tivierungen in Gelen, Schwdmmen oder Vliesen. Dariinaus sind in der Darstel-
lung der Tabelle Einflisse wie die Kultivierungszer und nach der Belastung, die
Medienzusammensetzung (Serum, Wachstumsfaktore)) die Zelldichte oder die
Sauerstoffkonzentration in der Zuluft unbertcksgthgeblieben. Desweiteren wurden
unterschiedliche Methoden zur Analytik gewahlt, dieht direkt miteinander ver-
gleichbar sind. Beispielsweise wurde in der Stuie Toyodaet. al. [88] eine Erho-
hung der mRNA fir Aggrecan um das Vierfache gemesdahingegen erhohte sich
die Einlagerung von®{S]-Sulfat nur um 10%. Im Allgemeinen wird angenomme
dass bei kleinen Amplituden (0,01-0,5 MPa) kongtaBelastung oder niedrige Fre-
guenzen zum Erfolg fuhren, wahrend bei héheren kniicbis zu 10 MPa) auch ho-

here Frequenzen (> 0,1 Hz) ndétig sind [89]. Unpiiggjisch hohe Driicke wirken sich
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negativ auf die Matrixsynthese aus. Trotzdem hdiegReaktion der Zellen von ihrer
Umgebung und den Kultivierungsbedingungen ab, &3 @i jeden Zellkulturansatz
zur Herstellung von Knorpeh vitro Belastungszyklen erneut abgestimmt werden
mussen.

2.3 Einflisse ausgewahlter Kultivierungsbedingunge

Neben der mechanischen Stimulierung uowitro generiertem Knorpelgewebe Uben
auch Wachstumsfaktoren und die Oberflachenstrukbor Biomaterialien Einflisse
auf die Qualitat des Gewebes aus. Dieses Kapltlegne kurze Einfuhrung in diese
beiden Themen.

2.3.1 Wachstumsfaktoren
Notwendigkeit von Wachstumsfaktoren

Der Ausgangspunkt fur Methoden der Gewebezichtumg<norpelregeneration ist
eine Biopsie, deren GroRe erfahrungsgemaR zwis6t@n4,4- 10 Zellen liegt [63].
Um Knorpelin vitro zu generieren, werden in fast allen Fallen deuththere Zell-
zahlen bendtigt, so dass eine Vermehrung der Zalemnlasslich ist. Die Folge einer
Expansion von Chondrozyten tber mehrere PassagdarkyBvierungsschritte) ist
eine Dedifferenzierung der Zellen, so dass sie magh kleine Mengen oder keine
Proteoglykane und Kollagene vom Typ Il synthetsreund eine den Fibroblasten
ahnliche Morphologie annehmen [108, 109]. Fiur dibori@irogenese bei der
Herstellung von Knorpelgewebe ist daher zunachaee dredifferenzierung der
expandierten Zellen erforderlich, die beispielswedgirch Wachstumsfaktoren, eine
dreidimensionale Anordnung und Morphologie der Ghliomyten— wie in einem
Alginatgel- und physiologische Belastung stimuliert werdenrkgdr©9-112].

Wachstumsfaktoren sind hormonahnliche Botenstafie,anders als Hormone nicht
auf dem endokrinen, sondern auf dem para- und enéskWeg wirken. Sie geben die
Signale anderer Korperzellen Uber entsprechendep®azn in der Zellmembran
weiter. Derzeit sind diverse, aber nicht alle Waamsfaktorfamilien identifiziert [3].
Auch vom Knorpelgewebe selbst werden Wachstumsfaktsynthetisiert und im
Gewebe gespeichert. Studien zur Charakterisierum Wirkung von Wachstums-
faktoren wahrend der Herstellung von Knorpelgewebdtro zeigten, dass vor allem
die zusatzliche Gabe vomsulin-like Growth Factor(IGF-1) und vomTransforming
Growth Factor(TGF{1) geeignet ist. Die Ergebnisse der Studien défem dennoch
sehr stark und lassen sich vermutlich, wie auchdeeai abweichenden Effekten der
Belastung, auf die unterschiedlichen Kultivieruregingungen, Spezies und Alter der
Donoren, Wachstumsfaktor-Konzentrationen,e dbabe von Serum oder den
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Tabelle 2.4: Zusammenfassung der Literaturrecherche zum Einflosshydrostatischem und hydrodynamischem DruckdiifAktivitat von Chondrozyter

Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis aus der @aalinter Druckbelastung zur Qualitat unter unsiglen Bedingungen.

Zellen Kultur Reaktor | Amplitude | Frequenz Zeit Analyt ik Proteoglykane Kollagen Il | Gesamtkollagen E-Modul Referenz
ovin, adult | Explantat a 5 MPa konstante2? h B ~1,4x n.d. ~1,3x n.d. Hadt al. 1991
Druck [90]
50 MPa 2h ~0,2x ~0,4x
0,1-50 MPa| 2h Maximum bei 5 Maximum bei 5
MPa (~1,4x), MPa (~1,25x),
>15 MPa negativ >15 MPa negativ
0,1-50 MPa| 20s Maximum bei 5-10 Maximum bei 5-10
MPa (~1,5x), MPa (~1,5x),
40-50 MPa nega- 40-50 MPa nega-
tiv tiv
bovin, PO, | Monolayer a 5 MPa 0,0167Hz 1,5h B ~1x n.d. n.d. n.d. Parkkinegt al.
adult 0,05 Hz ~0,7x 1993 [91]
0,25 Hz ~0,5x
0,5Hz ~0,8x
0,0167Hz| 20 h ~0,8x
0,05 Hz ~1x
0,25 Hz ~1,2x
0,5Hz ~1,2Xx
bovin, PO | Explantat 5 MPa 0,0167 Hz 1,5h ~1,1x
0,05 Hz ~1,1x
0,25 Hz ~0,9x
0,5 Hz ~1,2X
bovin, PO, | Monolayer a 5 MPa 0,017Hz 20h B x0,8 n.d. n.d. n.d. Lamnet al. 1994
adult 0,25 Hz ~1x [92]
0,5 Hz ~1,1x
30 MPa konstant |20 h ~0,6x
bovin, PO, | Monolayer d 10 MPa 1Hz 4 h A/B A: ~1,3x A: ~1,4x n.d. n.d. Smithet al. 1996
adult B: ~1,7x [93]
10 MPa konstant |4 h A~1x A~1x
equin, P3, | PGA-Netz b 3,44 MPa 5/15s 20 min jede C ~3,2X n.d. ~1x n.d. Carveret al. 1998
juvenil an/aus 4 h, 5Wo- [94]
chen
6,87 MPa ~5x ~1,8x
equin, P3, 3,44 MPa ~2X ~3X
adult 6,87 MPa ~1,3x ~7x

N
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bovin, P1, | Monolayer c 0,2 MPa 30/2 mir} 8 h/d, 3 E n.d. 0% pos. n.d. n.d. Domet al. 2000
an/aus Wochen [95]
Alginatgel ~0,2x
bovin, PO, | Pellet a 10 MPa 1Hz 4 h A ~2X n.d. .d.n Smithet al. 2000
adult Monolayer 4 h/d, 4d ~20x ~9x [96]
bovin, PO, | Monolayer c 0,2 MPa 0,1 Hz 10 h/d, 6|/d D n.d. k.A. ~1,2x n.d. Hansest al. 2001
adult 30/2 min ~1x ~1,6x [89]
an/aus
2/30 min k.A. ~0,7x
an/aus
bovin, PO, | Agarosegel a 5 MPa 1Hz 4 h B ~1,1x n.d. n.d. n.d. Toyodaet al. 2003
adult konstant |4 h A ~4x ~1,5x [88]
B ~1,1x ~1,1x
human, PO} Kollagen (o] 0,2 MPa 30/2 min | 8d B ~2X n.d. ~1,1x n.d. Schemdral. 2004
OA I/lll-Mem- an/aus [97]
bran
human, PO| Monolayer a 1 MPa 1 Hz 4 h/d, 1d A ~1x X ~1 n.d. n.d. Smitret al. 2004
5 MPa ~1,3x ~1x [98]
10 MPa ~1,5x ~1x
1 MPa 4 h/d, 4d ~1,4x ~1,2x
5 MPa ~1,8x ~1,6x
10 MPa ~1,9x ~1,7x
porcin, PO | Pellet ar 4 MPa 1Hz 1,5h/d, 1d C/B ~2x n.d. ~2,5x n.d. Eldest al2005
[99]
Alginatgel ~0,9x n.d. ~1,6x
bovin, PO, | Pellet ax 10 MPa 1Hz 4 h/d, 5 C ~1,4x n.d. ~1,2x Aggregat- | Hu et al. 2006
juvenil d/Woche, 8 Modul [100]
Wochen ~0,9x
porcin, P3,| Knorpel- (o] 0,3 MPa 1 min 6 h/d, 21d C ~1,4x n.d. n.d. ~1,3x Heylaatdal.
adult Trager- an/aus 2006 [101]
Konstrukt
human, PO} Kollagen I- c 40 kPa 0,0125 Hz 2 Wochen C | ~1,4x n.d. n.d. n.d. Gavengt al
OA Gel A ~1,6X 2007 [102]
bovin, PO, | Kollagen- b 2,8 MPa 0,015 Hz| 15d C |[~2,7x n.d. n.d. n.d. Mizunet al. 2007
juvenil schwamm B ~1,4x [103]
konstant C ~3,1x
B ~1,3x
bovin, P3, | Pellet ar* 5 MPa 0,5 Hz 4 h/d, 4d A X~5 ~4x n.d. n.d. Kawanislet al.
2007 [104]
bovin, PO, | Pellet ax 1 MPa konstant |1 h/d,5d C ~1x ~1x n.d. ~1,2x Elderet al. 2008
juvenil 0,1 Hz ~1,2x ~1,2x ~0,9x [105]
1 Hz ~1x ~1,2Xx ~1,5x
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N 5 MPa konstant ~1,3x ~1,3x ~2X
0,1 Hz ~1,1x ~0,9x ~1,4x
1Hz ~1x ~0,9x ~1,2x
10 MPa konstant ~1,3x ~1,5x ~1,9x
0,1 Hz ~1,2x ~0,9x ~1,6x
1Hz ~1,5x% ~0,8x ~1,6x
bovin, P2, | Polyester- a 10 MPa 0,33 Hz 4 h/d, 3d n.d. ~2,3x n.d. n.d. Candianiet al.
juvenil urethan- 2008 [106]
schaum
bovin, PO, | Pellet ax 10 MPa konstant 1h/d, 5d ~1,2x n.d. 1,4% 1,6x Eldeet al. 2008
juvenil [107]
Reaktor
a Die Kulturen befinden sich in mit Medium gefillt®euteln, Petrischalen, ReaktionsgefalRen etc. ndden mit Wasser gefiillten Reaktor gelegt
werden. Die Belastung wird Uber die Flissigkeigabfacht.
b Semikontinuierliches Perfusionssystem: Die Flussigkird au3erhalb des Reaktors mit Gasen angesgidbie Belastung wird tber die Flissig-
keit aufgebracht.
c Der Druck wird Uber die Gasphase aufgebracht.
d Der Druck wird Gber das Medium aufgebracht (Kolben)
Analytik
A Bestimmung der mRNA
B Bestimmung der Einlagerung voti$]-Sulfat (Proteoglykane) oder [3H]-Prolin (Gesantitkgen)
C Photometrische Bestimmung der Produkte
D ELISA
E Bestimmung mithilfe von Antikdrpern.

(Abkurzungen: * Nach der Belastung werden die Zedas dem Reaktor genommen und im Inkubator katftivi* pO, und pCQ werden kontrolliert;
konstant- konstanter, nicht intermittierender Druck; GAsteoarthrotisch; n.d: nicht durchgefihrt; k.A- keine Angabe; P Passage).
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Differenzierungsstatus der Zellen zurtckfihren [1134]. Daher missen die
Kombinationen der Wachstumsfaktoren fir jeden Zsdtlkansatz und in jeder
Kultivierungsphase erneut optimiert werden.

Wirkung des Insulin-like Growth Factor |

IGF-1 und IGF-II z&hlen zu den insulindhnlichen Watumsfaktoren, die eine hohe
Sequenzmorphologie zum Proinsulin aufweisen [1}ltmanes IGF-1 (7,5 kDa,

67 Aminosauren) wird hauptséchlich von der Lebdaildet und in den Blutkreislauf

abgeben. Im Allgemeinen wirkt dieser Wachstumsfiakidogen und ist damit an der
Steuerung des Zellwachstums beteiligt.

Im Knorpelgewebe liegt IGF-I als Komplex mit einet®F-bindenden Protein
(IGFBP) in der territorialen Matrix vor [116]. Ddich messbar ist eine erhdhte Ex-
pression von IGF-I wahrend der Heilung von Knorpédtiten und in arthrotischen
Gelenken [112]. IGF-I kann als einer der wichtigséaabolen Faktoren fir Chondro-
zyten sowohlin vivo als auchin vitro bezeichnet werden. Er stimuliert sowohl die
Proliferation dieser Zellen als auch die Matrix$yage, speziell die Synthese von Pro-
teoglykanen [108, 111, 114, 117].

Wirkung des Transforming Growth Factor Beta 1

TGF$1 gehort wie auch diBone Morphogenic ProteinMP), die Inhibine und

Aktivine zur Transforming Growth Factor Beta Superfamiilum grof3ten Teil kommt

TGF$1 (26 kDa, 225 Aminosauren als Homodimer) in Bhtwhen, Knochen und
Knorpel vor. Er spielt eine Rolle wahrend der Difezierung, Morphogenese,
Proliferation, Apoptose und Migration von Zelleri§l.

Im Knorpel wird TGFB1 grofldtenteils in latenter Form in Verbindung miheen
Latent TGFg Binding Protein(LTBP) gespeichert. Das Zusetzen von T[@Fzur
Knorpelkultur hat widersprichliche Effekte gezeidie sich vermutlich- wie oben
beschrieben— auf die unterschiedlichen Kaultivierungsbedingungeartckfiihren
lassen. Dieser Faktor hat in bisherigen Versuchasplelsweise das Zellwachstum
und die Synthese von Proteoglykanen und Kollagep Tystimuliert oder auch
inhibiert [111].

Desweiteren beobachteten Tsukazstkal, dass TGHB1 mit IGF-I synergistisch wir-
ken kann. Dieses resultiert in einer Veranderungaaéo- und parakrinen Signalkette
des IGFs, so dass die Kombination dieser Faktanevidrgleich zur Anwendung jedes
einzelnen Faktors eine andere Wirkung hat [114].116
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2.3.2 Tragermaterialien
Notwendigkeit von Tragermaterialien

Die Verwendung vonin vitro generiertem Knorpelgewebe wird haufig durch die
schlechte Fixierung auf dem subchondralen Knoclaah er Implantation limitiert
[9, 119]. Es wurden Kultivierungsprinzipien entwadk die dieses Problem losen, in-
dem eine Knorpelschicht direkt auf einem Tragermigtkultiviert wird. Wahrend der
Implantation wird die Defektstelle ausgebohrt uredt @rager mit dem darauf liegen-
den Knorpelgewebe in den Knochen eingesetzt. Hitegtation des Tragers in den
Knochen durch die umgebenden Zellen soll die Vesamnkg im Gelenk gewéahrleisten

[9].
Hydroxylapatit als Tragermaterial

In erster Linie bieten sich fiir die Herstellung vosteochondralen Implantaten
Knochenersatzmaterialien an, die bereits in deniKlieingesetzt werden. Hydro-
xylapatit zahlt zur Klasse der Calciumphosphate ngier Strukturformel
Cao(PQy)s(OH), [120]. Als Knochenersatzmaterial werden HA biokatiple, bioak-
tive, osteokonduktive und in einigen Literaturgellsogar osteoinduktive Eigen-
schaften zugesprochen [65, 120]. In WirbeltierddebiHA die Hauptkomponente im
mineralischen Teil des Knochens und der Zahne [li2idlge seines groRen natir-
lichen Vorkommens in Lebewesen wird es derzeiten dlinik als Knochenersatz-
material oder als Beschichtung fir Huftprothesemveadet [122, 123].

Oberflachenbeschaffenheit des Tragers

Auch in vitro ist das Problem der Haftung zwischen Tragermatand dem kulti-
vierten Knorpel nicht gelost, denn die Verbindungssiden im Kniegelenk wirkenden
Kraften, besonders den hohen Scherkréaften vonltistk,7xBW standhalten [122]. Es
ist bekannt, dass verschiedene Eigenschaften degeifnaterials die Anheftung von
Zellen und die Gewebebildung beeinflussen. Dazuemdbhemische und physika-
lische Faktoren wie die Zusammensetzung, die Régtiiie oder die Oberflachen-
struktur [121-124]. Nach der Auffassung einiger dxen kann der optimalen Ober-
flachentopographie bei der Kultivierung von Zelleim ebenso grof3es Gewicht wie
der chemischen Zusammensetzung des Materials zogbgm werden [128, 134].
Obwohl sich einige Studien bereits mit dieser Fssgleing beschaftigt haben, ist
kaum etwas daruber bekannt, wie Chondrozyten atgrschiedliche Topographien,
vor allem auf unterschiedliche Hydroxylapatit-Sturen reagieren [128, 129].

Schon die Feststellung, dass Prothesen mit einenr@berflachén vivo effektiver im

Knochen fixiert werden kénnen als Implantate miteeiglatten Oberflache, liefert
Hinweise auf einen Einfluss der Oberflachenstrukiwir das Einwachsen von Bioma-
terialien in das umliegende Gewebe [129, 130]inlrvitro Studien konnte gezeigt
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werden, dass Zellen auf eine veranderte Oberflatheédur beispielsweise mit einer
verbesserten Anheftung, Beschleunigung der Zelkign oder Ausrichtung, veran-

derten Morphologie, veranderten Kontaktinhibierudgr Aktivierung der Phagozy-

tose oder Veranderung der Genexpression reagier2®, [L29]. Teilweise kdnnen

diese Effekte durch die selektive Adsorption undofimung von Proteinen (bei-

spielsweise Fibronektin, Vitronektin), die fur daheftungsvorgange von Zellen er-
forderlich sind, abhangig von der Oberflache etkigerden [123, 131, 132]. Weiter-

hin spielen die Oberflachenenergie und die Bengizeigenschaften eine grof3e Rolle
[132]. Diese Faktoren beeinflussen neben der Aohgfiauch die Morphologie der

Zellen, die Bindungskréfte zwischen Zellen und Badenial und damit die im Folgen-

den erklarten Vorgange.

Die Adhésion von Zellen an ein Substrat verlaufvier Schritten [78]. Zuné&chst la-
gert sich eine Schicht aus Makromolekiilen (Serutepre, Wachstumsfaktoren etc.)
aus dem Medium auf dem Biomaterial ab. Die Anheajftdar Zellen in den ersten Se-
kunden ist physikalischen Ursprungs (1. Schritthd nach einigen Minuten kénnen
die Zellen nicht mehr durch leichte Scherkréafte dem Oberflache gelost werden und
beginnen mit der Spreitung (2. Schritt). Das Zy&dei organisiert die Aktinfasern in
Bindeln (3. Schritt) und die Zelle bildet zur memikahen Verankerung an den Trager
die sogenannten Fokalkontak@gocal Adhesionsaus, die nicht aus einer einzigen
Bindung, sondern aus Protein-Clustern (Integritie)efine hohere Stabilitat bestehen
(4. Schritt) [78, 133].

Wie Abbildung 2.14zeigt, kommt der Kontakt tber Integrine in der @ambran zu-

stande, die an spezifische Liganden von extrazedul Makromolekiile, meist eine
RGD-Aminosaurenfrequenz (Arginin-Glycin-Aspargiminden und damit intrazellu-
lare Prozesse in Gang setzen [78, 132].

/ / / Aktin-Zytoskelett

Adapterproteine

intrazellular Zellmembran
ﬁ e e L ——— ~—

extrazellular

a B .
I
T0( B /{\ a B ntegrine
RGD-Bindungs- Extrazellulare
doméne Makromolekdile

Abbildung 2.14: Signalfortpflanzung von der Umgebung der Zelle zdetlkern (modifiziert nach
[135]).
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In der Zelle lagern sich Adapter-Proteine (Talininadlin, Paxillin etc.) an die

nunmehr gestreckten Integrine, die aus eirarnd eineiB-Untereinheit bestehen, und
schaffen damit eine Verbindung zwischen den Integriund dem Aktin-Zytoskelett.
Durch die auf diese Weise ausgeloste Umstrukturgrdes Zytoskeletts und durch
Signalmolekiile gelangen dann die Informationen @ders Umgebung zum Zellkern,
um dort durch die Expression von Genen beispietssvelie Differenzierung, Pro-
liferation oder Matrixsynthese zu stimulieren [183, 134].
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3 MATERIAL UND METHODEN

Die Fragestellungen und Durchfiihrungen der einze\rersuche werden zur besseren
Verstandlichkeit begleitend in den Kapiteln 4-6gistellt. Dieser Abschnitt erlautert
die standardmafRig verwendeten Verfahren wie dertiierungsprozess zur Her-
stellung von Knorpel-Trager-Konstrukten und die Ktk zur Bestimmung der Qua-
litat des kultivierten Knorpels. Zum Schluss wirth é&Jberblick iber die durchge-
fihrten Arbeiten gegeben.

3.1 Kultivierungsprozess

Im Folgenden wird das Standardprotokoll zur Helstgl von Knorpel-Trager-Kon-
strukten erlautert. Dieses Protokoll war Ausganggpaller Untersuchungen, fur die
jeweiligen Versuche wurden nur einzelne Parameigievt.

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden steril unteiner Sterilarbeitsbank mit sterilen
Materialien und Lésungen durchgefiihrt. Die Zusanse&zungen der Losungen sind
im Anhang unter Kapitel 8.1 beschrieben. Die Kidiungen fanden im Inkubator
(CB120, Binder, Tuttlingen) bei 37°C unter 5%iges Ond 5%iger C@Atmosphére
statt. Der reduzierte Sauerstoffpartialdruekn Anlehnung an die physiologischen
Werte des nativen Gelenkknorpeldieferte in vorangegangenen Studien [136, 137]
eine verbesserte Matrixsynthese. 5%,Q®©der Begasungsluft wurden aufgrund des
eingesetzten Carbonatpuffers im Medium gewahlt. Analytik beruht auf zum Teill
erweiterten Standardmethoden aus der Literatur adéHerstellerangaben der ver-
wendeten Geréte.

3.1.1 Medien, Zellen und Tragermaterial
Medien

Als Medium wurde das gebrauchsfertiggulbecco’'s Modified Eagle Medium
(DMEM, PAA LaboratoriesColbe) verwendet. StandardmalRlig wurden dem Medium
25 mmol-[* HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethalisnsaure, Carl
Roth, Karlsruhe) als Puffaund 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (Endkonzeniwat

100 Units-m[* Penicillin, 100 pg-mt Streptomycin, PAA Laboratories) als Schutz
vor bakteriellen Kontaminationen zugesetzt.

Als ,Proliferationsmedium® wird im Folgenden dassbhriebene Medium versetzt mit
10% (v/v) fotalem Kalberserum (FCS Gold, PAA Laliores) bezeichnet. Zusatzlich
wurden 10 ng- mit Fibroblast Growth Factotbasic (human FGF basic/FGF-2, Cell-
Concepts, Umkirch) bei jedem Mediumwechsel zur Gktion der Proliferation zu-
gegeben.
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Zur Herstellung des ,Chondrogenesemediums® fur Aliginat- und Knorpelkultur

wurde 10% (v/v) Schweineserum (Porcines Serumtrbbgen oder PAA Laboratories)
in DME-Medium verwendet. Als Zusatz wurden 0,28 rhiid L-Ascorbinsdure-2-

phosphat (Asap, Sigma-Aldrich, Taufkirch) und 1 nrhd Cystein (Sigma-Aldrich)

bei jedem Mediumwechsel beigeflugt.

Bei der Bestimmung des Wachstumsfaktor-ZusatzesUnberstitzung der Rediffe-
renzierung und Matrixbildung wahrend der AlginatduKnorpelkultur (Kapitel 4.2.1)
wurden verschiedene Kombinationen aus 100 ng- imsulin-like Growth Factor |
(IGF-I, human, CellConcepts) und 10 ng-ilransforming Growth Factgfl (TGF-
p1, human, CellConcepts) getestet. Eine genauesfwily dieser Kombinationen ist
unter Kapitel 4.2 angegeben. Bei allen weiterenelduchungen wurden in der
Alginatkultur standardmaRig 10 ng: thiITGF-81 und 100 ng- mt IGF-I zugegeben,
in der Knorpelkultur keine Wachstumsfaktoren.

Zellen (Gewinnung von Chondrozyten)

In der vorliegenden Arbeit wurden porcine Chondtemyverschiedener Tiere ver-
wendet, die aus den Kniegelenken von Hausschwelnerh eine enzymatische Dis-
soziation gewonnen wurden. Die Kniegelenke der Midghate alten Hausschweine
wurden von einem Ortlichen Schlachter (Schlachtwist, Hamburg) zur Verfiigung
gestellt. Nach der Zellisolierung schloss sich &ubkultivierungsschritt in Zellkultur-
flaschen an, um die Zellen bis zum Versuchsstadeinersten Passage einzufrieren.

24 Stundenpost mortemwurde das Knie unter sterilen Bedingungen geofined
Knorpelgewebe mit einem Skalpell vom Femur prapar@ie Knorpelchips wurden
fein zerkleinert, in einer phosphatgepufferten Baling (PBS) gewaschen und
nacheinander in verschiedenen Enzymlésungen b€ Bikubiert: Hyaluronidase Typ
lll-L6sung (15 Minuten), Trypsin/EDTA (Ethylendiantetraessigsaure, PAA
Laboratories, 45 Minuten), Kollagenase Typ la-L@s(ifber Nacht).

Bei vollstandigem Verdau am néchsten Tag wurdeZdiizahl mithilfe von Trypan-
blau (PAA Laboratories) in einer Neubauerzahlkamifiet mm Tiefe, 0,0025 mm
Marienfeld, Lauda-Kodnigshofenam Lichtmikroskop (Diaphot, Nikon, Dusseldorf)
bestimmt. Die Chondrozyten wurden bei 120-g zergirt und in frischem Pro-
liferationsmedium mit 10 ng- nfiLFGF-2mit einer Zelldichte von 8,5- $@ellen- cnf

in herkdbmmliche Zellkulturflaschen (Carl Roth) aesgt. Wahrend der Proliferation
wurde das Medium zweimal pro Woche erneuert.

Bei Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewasched mnithilfe von Trypsin/EDTA
vom Boden geldst. Das Enzym wurde mit Proliferatimedium inaktiviert und die
Zellen bei 120- g zentrifugiert. Das Pellet wurdeEimfriermedium mit einer Zell-
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dichte von 3-5-10Zellen-mL* suspendiert und bei -196°C in fliissigem Stickstoff
eingefroren (Kryokonservierung in Passage 1).

Tragermaterial

Fur die Herstellung der Konstrukte wurde ein Trader Firma Zeliwerk GmbH
(Sponceram HA Eichstadt) mit einem Durchmesser von 4,55 mm einér Hohe
von 2 mm verwendet. Der Trager bestand aus Hydapsyit und wurde generell un-
behandelt verwendet.

Eine Ausnahme bildete die Untersuchung zum EinfllessOberflachenstruktur wah-
rend der Herstellung von Knorpel-Trager-Konstruk(gapitel 4.3). Dazu wurde die
Oberflache durch Schleifen mit Papier (glatte Jedla) oder Tintenstrahldruckpapier
(raues Polymer) von D. Fritsch und Dr. R. Janf3anrestitut fur Keramische Hoch-
leistungswerkstoffe modifiziert. Damit standen dverschiedenen Oberflachenstruk-
turen (unbehandelt, mit Papier geschliffen, miti¢-gleschliffen) zur Verfigung. An-
schlieBend wurde die Oberflachenstruktur mithilieee Mikroskops (InfiniteFocus,
Alicona, Grambach, Osterreich) und eir@narged-Coupled-Deviekamera (CCD-
Kamera) charakterisiert, mit denen eine dreidinmrele Aufnahme (Auflésung:
10 nm in z-Richtung, 1-2 um in x-y-Richtung) geperiwerden konnte. Die Aufnah-
men und eine Beschreibung der Oberflachen sindamit&l 4.3 dargestellt.

3.1.2 Herstellung von Knorpel-Konstrukten

Das Kaultivierungsprinzip zur Herstellung von Knokgeager-Konstrukten gliederte
sich in vier Schritte (Abbildung 3.1):

(a) Die isolierten Chondrozyten wurden vermehrt, bieeeaiefinierte Zellzahl vorlag
(Passage 3).

(b) Die vermehrten Chondrozyten wurden auf dem Tragesmah zur Bildung einer
Zellschicht fur zwei Wochen kultiviert (Zellbeschiang).

(c) Parallel zum zweiten Schritt wurden Zellen zwei \Wexe in einem Alginatgel zur
Stimulierung der Redifferenzierung eingeschlosgdgirtatkultur).

(d) Die redifferenzierten Chondrozyten wurden aus ddgmAtgel geldst und auf den
mit Zellen beschichteten Trager zentrifugiert. M@morpel-Trager-Konstrukte
wurden fur drei Wochen kultiviert (Knorpelkultur).
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-

Proliferation

(Schritta)
Proliferation auf
dem Tragermaterial Alginat_kultur
(Schritt b) (Schritt c)

@

Knorpelkultur
(Schritt d)

Abbildung 3.1: Kultivierungsschema zur Herstellung von Knorpelga&Konstrukten (basierend auf
Nagel-Heyert al.[67, 68]).

Die Durchfiihrung der einzelnen Schritte wird natddgad ausfiihrlich beschrieben:
Schritt a: Proliferation

Zunéchst mussten die Zellen vermehrt werden, bis ausreichende Zellzahl vorlag.
Mit dem hier zugrunde liegenden Kultivierungsschekamnte beispielsweise mit
einer Biopsie von 1-f@ellen (siehe Abschnitt 2.3.1) nach drei Subkigtivngs-
schritten eine Zellzahl erreicht werden, die eiredelRtflache von etwa 5 ¢nim Knie
mit Knorpel-Trager-Konstrukten auffullen kann.

In den Versuchen wurde die Proliferation in Pasdagestartet, da die Vitalitat von
Zellen, die in Passage 1 im Vergleich zur Passagm@efroren wurden, hoher ist.
Dementsprechend musste die Proliferation fur diestééung von sechs Konstrukten
mit 1-10 Zellen in der Passage 1 gestartet werden. Dazdemuiefgefrorene porcine
Chondrozyten (Abschnitt 3.1.1) aufgetaut, in Pesationsmedium gegeben und
zentrifugiert (120-g, 8 Minuten). Mit frischem Hfefationsmedium wurde eine
Zelldichte von 5,7-10Zellen-cnf eingestellt und in Zellkulturflaschen ausgesat.
Zweimal pro Woche erfolgte ein Austausch des MegiuNach sieben Tagen wurden
die Zellen im subkonfluenten Zustand mithilfe einBrypsin/EDTA-L6sung vom
Boden gelost und erneut in Zellkulturflaschen asag€Passage 2). Dazu wurde die
dreifache Wachstumsflache gewahlt. Nach weiterebesi Tagen befanden sich die
Zellen im konfluenten Zustand und standen damitdi@r Kultivierung im Alginatgel
und auf dem Trager zur Verfugung. Die Zellen wurdeit Trypsin/EDTA abgelost
und in Waschpuffer suspendiert (Passage 3).
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Schritt b: Kultivierung auf dem Tragermaterial

Vor der Kultivierung wurde der Trager in PBS zurf@echtung und Einstellung des
physiologischen pH-Wertes von 7,4 gelegt. Nach @hd&n wurde der Trager in
einen Teller mit zylindrischer Hilse aus PEEK (Rtheretherketon) mit einem
Volumen von 0,5 mL gelegt, der wiederum in Zenggdaréhrchen gestellt wurde, und
autoklaviert (Abbildung 3.2).

Zellsuspension

|
Hilse— v i .
Trager 5
l s H I S
| Zentrifugen-
.. —>
Teller rohrchen

Abbildung 3.2: Trager-Hulsen-System zur Herstellung der Zellbedthing (Schritt b) und der
Knorpel-Trager-Konstrukte (Schritt d).

Zur Besiedelung der Tréager durch Sedimentation amird- 18 der in Schritt a ver-
mehrten Zellen in 0,5 mL Proliferationsmedium m&F2 in die Hilsen gegeben.
Nach 24 Stunden wurde das Medium getauscht, nagesamt 48 Stunden wurde die
Hilse entfernt und der Teller mit dem besiedeltedgér in eine 12Aell-Platte umge-
setzt. Wahrend der nun folgenden zwolftagigen Kiagltung wurde zweimal pro Wo-
che das Medium (3 mL j@/ell) getauscht.

Schritt ¢: Kultivierung im Alginatgel

Parallel zu Schritt b wurden Zellen in einem Aldgged immobilisiert. Die Kultivie-
rung in einem dreidimensionalen System unterstliieth das Fehlen eines Substrates
und die daraus resultierende runde ZellmorpholdgeRedifferenzierung von expan-
dierten Chondrozyten, so dass die Zellen mit dentt®&se von Proteoglykanen und
Kollagenen beginnen.

Firr die Herstellung von sechs Konstrukten wurderi@®Zellen aus Schritt a in einer
gepufferten Alginatldsung mit einer Zelldichte vdn1G Zellen-mL! suspendiert.
Durch eine Kantle mit einem Innendurchmesser vomriwurde die Zellsuspension
in einen mit 150 mL Calciumpuffer geflllten Erlenyeekolben getropft. Beim Ein-
tauchen der Tropfen in den Calciumpuffer bildete sofort Alginatktigelchen mit
einem Durchmesser von 2-3 mm. Nach einer 20-miadtiushartezeit wurden diese
zweimal in Waschpuffer gewaschen und anschliel3eitdCimondrogenesemedium
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(doppeltes Alginatvolumen) Uberschichtet. Mit Ausmee der Testung der Wachs-
tumsfaktor-Zusatze wurde der Alginatkultur 10 ng"mLGF1 und 100 ng-mt
IGF-1 zugefugt. Wahrend der zweiwo6chigen Kultivieguwurde alle zwei bis drei
Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

Schritt d: Kultivierung der Knorpel-Trager-Konstrgk

Zur Elution der redifferenzierten Zellen und deliassoziierten Matrix wurde die Al-

ginatkultur in Waschpuffer gewaschen und anschtid380 Minuten bei 37°C in

Citratpuffer (fiUnffaches Alginatvolumen) inkubiefie eluierten Chondrone wurden
zentrifugiert und in Waschpuffer suspendiert. ZwgllZahlung wurden 200 pL der
Zellsuspension mit 200 uL Kollagenase Typ la-Loswagsetzt. Nach 30 Minuten
lagen die Zellen vereinzelt vor und die Zellzahhite mithilfe von Trypanblau in der
Neubauerzahlkammer bestimmt werden.

Inzwischen wurden die Teller aus der Tragerkultiwey (Schritt b) mit zylindrischen
Hilsen mit einem Volumen von 1,5 mL versehen undlign Zentrifugenréhrchen
uberfiihrt (Abbildung 3.2). Je Trager wurden 1,8-dér eluierten Chondrozyten in
300 pL Chondrogenesemedium in die Hulsen gefillhchN einer zehnminitigen
Zentrifugation bei 60- gonnten weitere 1,2 mL Chondrogenesemedium in ditsd+h
gegeben werden. Am néchsten Tag wurde das Mediwedieselt, nach 48 Stunden
konnten die Hilsen entfernt und die Knorpel-Tragenstrukte in mit Agarose (1% in
A. dest.) beschichtete A®ell-Platten mit je 3 mL Medium umgesetzt werden (Abbil
dung 3.3). Wahrend der sich anschlieRenden 19dadfmiltivierung wurde alle zwei
bis drei Tage das Medium ersetzt.
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Abbildung 3.3: Makroskopische Aufnahme eines Knorpel-Trager-Kamdés: (a) Draufsicht, (b)
Seitenansicht (Skala 2 mm).

Zur Herstellung von Knorpel-Konstrukten ohne Verdeng eines Tragermaterials
entfiel Schritt b. Nach der Elution der rediffer@arzen Chondrozyten aus dem Algi-
natgel wurden 1,8- #@ellen in 3 mL Chondrogenesemedium in Falcon-Rééncimit
einem Volumen von 50 mL (Carl Rotagntrifugiert. 48 Stunden spater konnten die
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Konstrukte ebenfalls in mit Agarose beschichteteWl-Platten Uberflhrt werden.
Nach Versuchsende wurde die unter Kapitel 3.2 bedmdne Analytik durchgefihrt.

3.2 Analytik

Wahrend der Kultivierung konnte die Entwicklung dellen und Konstrukte nur mit-
hilfe der Glucose- und Laktatkonzentrationen undisoper Kontrollen unter dem
Lichtmikroskop beobachtet werden.

Die Redifferenzierung der Zellen nach Abschiluss Akginatkultur wurde Uber die
Bestimmung des GAG/DNA-Verhaltnisses (4 Proben jeill-16 Zellen) und tber
Immunfarbungen gegen Kollagen Typ | und Il auf sagentenCytospins(Abschnitt
3.2.4) untersucht. Dabei weist ein hoher Anteilkollagen Typ Il produzierenden
Zellen auf eine erfolgreiche Redifferenzierung lwfnahmen am Rasterelektronen-
mikroskop (REM) und am Mikroskop (InfiniteFocus, iddna) wurden von den
unbesiedelten und zellbeschichteten Tragern ariggfer

Standardmalig umfasste die Analytik am Ende jedaltieérung von Knorpel-
Konstrukten die Bestimmung der physikalischen umoimlechanischen Parameter
(Hohe, Feuchtgewicht und E-Modul), der biochemisclitarameter (GAG-Gehalt,
DNA-Gehalt) und immunhistologische Untersuchungé&i@rifung gegen Kollagen
Typ | und Typ Il, Safranin O-Farbung von Glykosaoualykanen). Der E-Modul ist
ein wichtiges Malf3 fur die Steifigkeit und spielthéa eine grof3e Rolle zur Funktiona-
litat des Gewebes. Der GAG-Gehalt gilt als Dimendiar die gebildeten Proteogly-
kane. Als weiterer Parameter wurde das Verhalms GAG und DNA bestimmt, da
damit eine Aussage Uber die synthetisierten Protkage je Zelle getroffen werden
konnte.

3.2.1 Bestimmung der Glucose- und Laktatkonzentratin

Mediumproben fur die Bestimmung von Glucose- un#étatkonzentrationen wurden
bei jedem Mediumwechsel wahrend der Kultivierung édginatgels und der Knor-
pel-Konstrukte genommen. Die Proben wurden bei Q0§@entrifugiert, um Zellen

und Zellreste zu entfernen. Die Bestimmung erfolig@n mithilfe eines Analysators
(YSI 7100 MBS, Yellow Springs Instruments, Langddfeauf Basis einer enzyma-
tischen Umsetzung.

Zur Auswertung der metabolischen Aktivitdt der £allwurden die Glucosever-
brauchs- und Laktatbildungsraten berechnet:
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mit @ - Glucoseverbrauchs- bzw. Laktatbildungsrate [mhigl-
c - Glucose- bzw. Laktatkonzentration [mmef]L
t - Zeit[h].

Die scheinbare Ausbeutegy . von Laktat aus Glucose beim Zellstoffwechsel wird
aus dem Verhéltnis zwischen Laktatbildungs- undcGdeverbrauchsrate bestimmt
[138]:

Yiakioic = Bk (3.2)

Glc

3.2.2 Biomechanische Analytik

Die biomechanische Analytik wurde direkt nach Vetsende an den Knorpel-Kon-
strukten durchgefuhrt. Im Anschluss wurde eine BrigbVersuchsbedingung als Vor-
bereitung auf die Anfertigung von histologischerni@tten in Formalin (4% in PBS)

fixiert. Die restlichen Knorpel-Konstrukte wurdeirfdie GAG- und DNA-Analyse

verwendet.

Masse

Zunachst wurde die Masse der Knorpel-Konstrukténiifet einer Feinwaage (MC1,
Sartorius) bestimmt. Die Trager wurden bereits Wersuchsbeginn im feuchten Zu-
stand gewogen. Aus der Differenz zwischen der MdsseKnorpel-Trager-Konstruk-
tes und des Tragers konnte dann die feuchte Ma&ssKrmbrpels berechnet werden.

Hobhe

Die Bestimmung der H6he und des E-Moduls wurdereiaar Materialprtfvorrich-
tung (Zwicki 1120, Zwick/Roell, UIm) durchgefihmer kultivierte Knorpel wurde
davor mithilfe einer Pinzette vom Trager gezogeab& wurde die Haftung subjektiv
ermittelt. Als ,schlechte” Haftung wurde Knorpelgele, das sehr leicht vom Trager
gelost werden konnte, bezeichnet. Desweiteren wdilélaftung in ,,gut” und ,sehr
gut” eingeteilt. Dabei erhielt nur das Gewebe deiBeilung ,sehr gut®, in dem nach
dem Abziehen Stickchen des Tragers zuriickbliebem. Khorpel wurde dann mit
einer Stanze (Biopsy Punch, Stiefel, Offenbach aammMauf einen Kreisdurchmesser
von 3,6 mm gebracht.

Wahrend der Messung befanden sich die Proben er enit PBS geflillten Wanne.
Die Knorpeldicke wurde zwischen zwei Stempeln nolligrten Oberflachen ermittelt.
Dabei wurde der Abstand der Stempel so lange \garin bis eine Kraft von 0,05 N
auf den oberen Stempel wirkte. Der Abstand der pétentspricht der Knorpelhdhe.
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E-Modul

Die Bestimmung des E-Moduls wurde nach einem Védrspiotokoll durchgefihrt,

das auf einer Veroffentlichung von Korhonenal.[139] basiert und an der TUHH
modifiziert wurde [86]. Die Proben wurden zwisché&n zwei Stempeln mit einer
Vorkraft von F =0,05 N belastet. In einem SpanmsiRglaxations-Test wurde der
Knorpel in funf Schritten um jeweils 4% seiner Hdk@mprimiert und die Kraft ge-

messen. Sobald der Kraftabfall weniger als 0,002iN* mafR, wurde die nachste
Stufe angefahren. Aus der Steigung des resultieren&pannungs-Dehnungs-
Diagramms konnte der E-Modul bestimmt werden.

3.2.3 Biochemische Analytik

Fur die Beurteilung der Ergebnisse wurde die Gesemge an DNA, GAG und
Hydroxyprolin auf die feuchte Masse der Konstrutgzogen.

DNA

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes der Proben wurad méner von Buschmaret
al. beschriebenen Methode durchgefiihrt [140]. Als ¥oeliung auf die GAG- und
DNA-Messung wurden die Chondrone nach der Elutiois aem Alginatgel in
Waschpuffer gewaschen, zentrifugiert (250-g, 5 Minjiund der Uberstand entfernt.
Die Probe wurde anschlieend bei -20°C bis zur Mwegdiefgefroren. Knorpel-
Konstrukte wurden nach dem Ablésen vom Trager etbenjewaschen und eingefro-
ren.

Vor der Messung mussten die Proben in einer Pdjsainh tber Nacht bei 60°C unter
Schitteln (Thermo Mixer compact, Eppendorf, Hampurigubiert werden. Bei voll-
stdndigem Verdau wurden die Proben am nachstemT&grhaltnis 1:5 mit Verdin-
nungspuffer gemischt. Mithilfe eines Pipettier-Rte (Megaflex, Tecan, Crails-
heim) wurden 100 pL der Proben achtmal schrittwisissiner 96Well-Platte im Ver-
haltnis 1:2 mit Ansatzpuffer verdiinnt, so dasstéatdlich 100 pL Volumen in jedem
Well vorlagen. AnschlieRend wurden in jed@¢ell 100 uL der Bisbenzimid-Ge-
brauchslésung pipettiert. Nach einer 15-minttigekubation im Dunkeln konnte die
Fluoreszenz-Messung der Platten in einbhaltilabelcounte (Victor 1420, Perkin
Elmer, Rodgau-Judesheim) durchgefuhrt werden. Digt&tion erfolgte bei 355 nm,
die Emission bei 450 nm. Als Standard wurde DNA lkalbsthymus verwendet.

Zur Auswertung wurden zunachst die Mittelwerte Beppelbestimmungen berech-
net. Mittels linearer Regression konnte die Steggdar Proben und tber die Steigung
der Standardgerade schlie3lich die Konzentratiomtelt werden.
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GAG

Die GAG-Konzentration wurde ebenfalls in den vetdauProben gemessen. Dazu
wurden 10-100 ul in eineell einer 96Well-Platte vorgelegt und mit destilliertem
Wasser auf insgesamt 200 pL aufgefillt. Es folgte siebenfache serielle Verdin-
nung in 1:2-Schritten. 150 puL einer Farbstofflosumg 1,9-dimethyl-Methylenblau
wurde jeWell zugegeben und nach 30 Sekunden konnte die Extmkiei 525 nm an
dem Multilabelcountergemessen werden. Als Standard diente Chondroitatsiie
Auswertung wurde- wie oben beschriebenanhand der Steigungen durchgefiihrt.

Hydroxyprolin

Die guantitative Bestimmung des Kollagen-Gesamtigefiarfolgte tber die Bestim-
mung der kollagentypischen Aminosaure Hydroxyprokiir die Messung wurden
100 pL der Proben aus dem Papain-Verdau in 900 QI(6J6 M, Carl Roth) gegeben
und bei 110°C 16 Stunden aufgeschlossen [141]. e®end wurden 200 pL dieser
Losung bei 60°C uUber Nacht getrocknet. Das weitéreggehen fand im Zentrallabor
,Chemische Analytik® der TUHH statt. Der Trocknunigskstand wurde in 100 pL
destilliertem Wasser gelost, mit 3%iger Perchlorsgd¥'WR International, Darmstadt)
gefallt und bei 1600-g fir 3 Minuten zentrifugieRlem Uberstand wurden 200 pL
Boratpuffer zugegeben. Die Derivatisierung von 10der Probe wurde mit 9-Fluo-
renylchloroformiat durchgefuihrt, die Riickderivagizing des tberschiissigen FMOCs
mit 1-Adamantanammoniumchlodrid. Die Produkte wuardettels HPLC aufgetrennt.
Die Messung wurde fluorometrisch mit einer Anregawgllenlange von 263 nm und
einer Emissionswellenlange von 313 nm durchgeflhrt.

3.2.4 Histologische Untersuchungen
Immunfluoreszenzfarbung von Cytospins gegen Kaildge | und Typ I

Cytospinswurden direkt nach der Elution der Zellen aus d&ginatgel angefertigt.
Die Zellen wurden in Waschpuffer gewaschen und emer Zelldichte von 10000
Zellen in 200 pL Waschpuffer mithilfe einer Cytokawer (Flache 0,79 chhauf sila-
nisierte Objekttrager (HistoBond, Marienfeld) zéuogiert (120-g, 5 Minuten). Nach
dem Trocknen wurden digytospingbei -80°C gelagert.

Serienmallig folgte nun eine Farbung mithilfe vortikirpern gegen Kollagen Typ |
und Typ Il. Die Waschschritte der Farbungen wurdeh PBS durchgefiihrt. Die
Zellen wurden nach dem Auftauen mit Aceton auf d@mekttrager fixiert. Die

Blockierung der unspezifischen Bindungen erfolgtectd die Zugabe von porcinem
Serum (10% in PBS, PAA Laboratories). Nach 30 Minutvurden die primaren Anti-
kérper mit einer Konzentration von 5 pg-tiKollagen Typ I: clone I-8H5 oder
Kollagen Typ Il: clone 11-4C11, Acris Antibodies, eétford) in AntikGrperver-
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dinnungsmedium (Dako Cytomation, Hamburg) zugegeinenauf den Objekttragern
Uber Nacht in einer Feuchtekammer bei 4°C inkubi2e Negativkontrollen wurden
nur mit Antikérperverdinnungsmedium tberschichfegh nachsten Tag wurden die
Objekttrager gewaschen und der sekundare Fluoresatkdrper Goat anti-mouse
FITC, Southern Biotechnology, Biozol, Eching) furSfunde hinzugefiigt. Nach
erneutem Waschen folgte eine 15-minitige Farbungdékerne mit 4-6-Diamidino-
2-phenylindol-di-hydrochlorid (Dapi, 100 ng-mLn Methanol, Sigma-Aldrich) bei
37°C. Die Cytospinswurden nochmals gewaschen und Mibunting Mediumfur
Fluoreszenz (Dako Cytomation) und einem Deckglakeblet.

Die Auswertung erfolgte an einem FluoreszenzmikopsiNikon eclipse 80i, Nikon)
mithilfe der Software NIS-Elements AR. Die Immurdiesenzfarbung wurde mit
einer Anregung bei einer Wellenlange von 488 nm eindr Emission bei 515-545 nm
aufgenommen. Fur die Dapi-Farbung musste mit édneegung der Wellenldnge von
360 nm und einer Emission bei 450-460 nm gearbeitetien. AnschlieBend wurden
die beiden Bilder tberlagert und mit einem Makrggawertet [142]. Es wurde ange-
nommen, dass Zellen, die in Kollagen-positiv geti@mbBereichen zu finden waren,
auch Kollagen produzierten. Das Makro zahlte disa@@zellzahl und die Zellen, die
in den gefarbten Bereichen lagen.

Farbungen der Zellkerne auf den Trageroberflachen

Zur Bestimmung der Zellzahl auf den Tragern naah &ehritt b im Protokoll wurden
die Zellkerne mit 4-6-Diamidino-2-phenylindol-di-tisochlorid angefarbt. Dazu wur-
den die Trager nach der Kultivierung mit ZellenFarmalin (4% in PBS) fixiert. Zur
Farbung wurden die Trager zunachst gewaschen umdfda 15 Minuten bei 37°C in
der Dapi-L6sung (100 ng: rifLlin Methanol) inkubiert. Nach einem erneuten Waitichr
konnten die Zellkerne unter dem oben genannterr&édzenzmikroskop mit einer An-
regung bei einer Wellenldnge von 360 nm und eimeiskion bei 450-460 nm gez&ahlt
werden.

Immunfarbung von histologischen Schnitten gegetageh Typ | und Typ |l

Zur Anfertigung von histologischen Schnitten musstie Knorpel-Konstrukte zu-
nachst vom Trager entfernt und in Paraffin (Patpl@arl Roth) eingeschlossen wer-
den. Dazu wurden die in Formalin fixierten Knorpanstrukte in PBS gewaschen
und in Einbettkassetten (Carl Roth) verpackt. Hgtéoeine Entwasserung tber eine
aufsteigende Isopropanolreihe (50-100% in A. def$ir) jeweils 15 Minuten. An-
schlieRend wurden die Einbettkassetten fur weilgrélinuten in eine Paraffin-1so-
propanol-Mischung (Mischverhéltnis 1:2) gelegt. N&8 Stunden in geschmolzenem
Paraffin bei 62°C, in denen einmal das Paraffin ggvweelt wurde, konnte das Knor-
pelgewebe in Paraffin eingegossen und gekuhlt werde
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Mit einem Mikrotom (Schlittenmikrotom SM 200R, LaicMicrosystems, Wetzlar)
wurden 5 um diinne Schnitte angefertigt, in 42°Crmean Wasser gestreckt und auf
Objekttrager (HistoBond, Marienfeld) aufgezogene Hchnitte wurden tber Nacht
bei 37°C getrocknet.

Zur Farbung mussten die Schnitte anfangs in Xytapa&raffiniert (2 x 15 Minuten),
durch eine absteigende Ethanolreihe (100-50% ideAt.) hydratisiert und nach einer
kurzen Uberfiihrung in destilliertes Wasser mit Pg8vaschen werden. Zur Entfer-
nung der Glykosaminoglykane wurden die Schnitte emier Hyaluronidase Typ llI-
Losung fur 4 Stunden bei 37°C in einer Feuchtekamdemaskiert. Nach einem
Waschschritt schloss sich eine 30-miniitige Bloakigrunspezifischer Bindungen mit
porcinem Serum (10% in PBS) an. Uber Nacht wurdenSghnitte— wie oben be-
schrieben- mit den primaren Antikdrpern inkubiert. Am nachsieag wurden die Ob-
jekttrager gewaschen und mit dem sekundéren blaign Antikérper (5 pg- mit,
Goat anti-mous€g[lgG (H+L)-biotin], Southern Biotech) fir 1 Stuadbedeckt. Fir die
Farbung wurde nach einem erneuten Waschschritt Stneptavidin/Alkalische-
Phosphatase-Komplex (Linaris, Wertheim-Bettingeimgesetzt. Nach 30 Minuten
musste die Lésung durch Waschen entfernt werdenlie8tch wurde die Farbelo-
sung auf die Schnitte gegeben (30 Minuten). Diee@tager wurden zweimal fur
10 Minuten mit Leitungswasser gewaschen und iniliedes Wasser Uberfihrt. Zur
Farbung der Zellkerne wurden die Histologien 20uselen mit Hamalaun (1:4 in A.
dest., Carl Roth) behandelt und anschlieRend l@teinin Leitungswasser geblaut.
Die gefarbten Schnitte wurden dann niermanent Mounting MediungDako
Cytomation) und spater mit Histokitt (Carl Roth)duainem Deckglaschen bedeckt.
Die Aufnahmen wurden am oben genannten Mikroskaefentigt.

Farbung der Glykosaminoglykane mit Safranin O

Fur die Safranin O-Farbung wurden ebenfalls Sahmietr Gewebeproben auf Objekt-
tragern verwendet. Auch hier war es erforderliah, $chnitte in Xylol zu entparaffi-
nieren und in einer absteigenden Ethanolreihe 8) zu rehydratisieren. Nach der
Uberfuhrung in demineralisiertes Wasser wurden Q@ligekttrager fur 3 Minuten in
eine Fast GreenL6sung getaucht. AnschlieBend wurden sie 15 Mmute 1%iger
Essigsaure gespilt und 5 Minuten in Safranin O-hgsgefarbt. Es folgte eine De-
hydratisierung mit 96%igem und absolutem EthanaiciNeinem zweimaligen Schritt
in Xylol (jeweils 10 Minuten) konnten die gefarbt&chnitte mit Histokitt und einem
Deckglaschen bedeckt werden.

48



MATERIAL UND METHODEN

3.2.5 Rasterelektronenmikroskopie

Aufnahmen am Rasterelektronenmikroskop wurden ven @rédgern mit und ohne
Zellen vorgenommen. Bei der Untersuchung verschiedd@régeroberflachenstruk-
turen wurden die Trager nach der zweiwdchigen Keltung (Schritt b) mit Chondro-
zyten mindestens fir eine Nacht in Glutaraldehy#i¢bin PBS, Sigma-Aldrich)
fixiert. Nach einem Waschschritt in PBS wurden Bi@ben in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (20-80% Ethanol in PBS) entwdasserte Dirager wurden dann Uber
Nacht in 100%igem Ethanol aufbewahrt. AnschlieRemgsste das Ethanol schritt-
weise gegen n-Amylacetat (Carl Roth) ausgetausenten. Dazu wurden die Proben
fir 2 Stunden in ein Ethanol-Amylacetat-Gemischgdverhaltnis 1:2) und bis zur
Kritischen-Punkt-Trocknung, mindestens jedoch UNecht, in 100%iges n-Amyl-
acetat gelegt.

Bei der Kritischen-Punkt-Trocknung wird n-Amylaaegegen C@ausgetauscht. Die
Proben wurden in die mit n-Amylacetat geflllte Dkki@mmer des Gerétes (Balzers,
Liechtenstein) eingebracht. AnschlieRend wurdesilijess CQ (Linde, Pullach)is zu
einem Druck von 5 MPan die Druckkammer geleitet. Nachdem der Druck ér d
Kammer siebenmal auf einen Druck von 2,5 MPa restizvorden war, wurde die
Temperatur auf 40°C erhéht, so dass der Druck &awd 8,5 MPa stieg. Zum Schluss
wurde die Temperatur auf 45°C geregelt und der Braaf Umgebungsdruck
reduziert.

Vor den Aufnahmen am Rasterelektronenmikroskop tansdie getrockneten Trager
mit Leit-Tabs auf REM-Probenhalter (Plano, Wetzlgeklebt und die Oberflachen
mit Leit-Kohlenstoff mit den Probenhaltern verbundeerden. Die Proben wurden
dann mit Gold besputtert. Folgende Einstellungen $puttergerat (Sputter Coater
S150B, Edwards, Kirchheim) fihrten zu einer Schidgdke von etwa 15 nm: Zeit

100 Sekunden, Stromstarke 15 mA, Arbeitsabstanchr®5 Zur Aufnahme der Bilder

wurde das Rasterelektronenmikroskop (Leo 1530,sZ€¥erkochen) verwendet. Es
wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 5 ki einem Arbeitsabstand von 7-
12 mm gearbeitet.

3.3 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Versuche wurde Fiaggramm NCSS (Version
NCSS 2001 and PASS Trial) eingesetzt. Zunachst evudde Mittelwerte berechnet
und eine Normalverteilung der Werte nach Kolmoge®Bovirnov tberprift. Der Mit-
telwertvergleich von mehreren Stichproben erfolgéenn mit einer Varianzanalyse
(One-way ANOVA Zunéchst musste hierzu die Homogenitat der Yiaaa tberprift
werden. Dazu wurde der Test nach Levene verwerkt.Normalverteilung und
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Homogenitat der Varianzen kam anschlieRendTadey-Kramer Multiple-Compari-
sonTest zum Einsatz. Waren diese Voraussetzungen aidtiit, wurde die Rang-
varianzanalyse nach Kruskal-Wallis verwendet. stdbkiede wurden bei einem p-
Wert unterhalb einer Irrtumswahrscheinlichkeit wor 0,05 als signifikant betrachtet.

Fur Korrelationsanalysen zwischen Merkmalen wurBamameter nach Pearson mit
dem Programm SPSS (Version SPSS 15.0 fur Windoufs3ignifikante lineare Zu-
sammenhange untersucht. Hier galt ebendéa#s0,05.

3.4 Uberblick Gber die durchgefiihrten Arbeiten

Zur Verbesserung der Knorpelqualitat wurde zunachst Basis des vorhandenen
Kultivierungsschemas eine Anpassung bestimmter Ratea (Wachstumsfaktoren,
Trager, Kultivierungsdauer) im Protokoll vorgenommmém zweiten Schritt wurde
ausgehend vom optimierten Standardprotokoll derfllisea von hydrostatischer
Druckbelastung wahrend der Kultivierung der Kno#idehstrukte untersucht. Die
folgenden Absatze beschreiben die genauen InhakerdArbeitsabschnitte.

Abbildung 3.4 veranschaulicht anhand eines Kongsjkvelche Parameter im Proto-
koll in dieser Arbeit variiert oder untersucht wend um die Qualitat der Knorpel-
Trager-Konstrukte zu verbessern und den Effekt dstatischer Druckbelastung zu
bestimmen. Als Ausgangspunkt wurden im Kapitel 4rtionen des Kultivierungs-
protokolls“ zunachst die Eigenschaften des natpercinen Knorpels als Vergleich
zum n vitro generiertem Knorpelgewebe dargestellt. Dazu wutemE-Modul, die
Glykosaminoglykan (GAG)- und DNA-Gehalte nach Logation im Kniegelenk be-
stimmt. Zur Anfertigung des Standardprotokolls wanderschiedene Kombinationen
von Wachstumsfaktor-Zusatzen aus IGF-1 und T&Fwahrend der Alginat- und
Knorpelkultur im Medium getestet. Nach der Festiegudieser konnten Untersu-
chungen zum Einfluss des verwendeten keramischaget®s (Tragermaterial, Ober-
flachenstruktur, Zellbeschichtung) und zur Kultviegsdauer in der Knorpelkultur
durchgefiihrt werden. Im Kapitel 5 ,Einflisse aué dveproduzierbarkeit des Sys-
tems” werden die Versuche unter dem GesichtspuektReproduzierbarkeit zusam-
mengefasst.

Im Kapitel 6 ,Hydrostatischer Druck wéhrend der #uérung* wurde nach Ab-

schluss der Arbeiten am Kultivierungsprotokoll @fekt von hydrostatischem Druck
untersucht. Dazu wurden mittels eines bereits mAgtbeitsgruppe vorhandenen Bio-
reaktors (Gasdruckreaktor) die Auswirkung der Belag in den verschiedenen Pha-
sen des Kultivierungsschemas und die Bedeutun@elkstungsdauer auf die Matrix-
synthese erforscht. Nach Festlegung der Belastyhkigsz war es erforderlich, einen
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neuen Druckreaktor (Kolbendruckreaktor) zu konstiem, mit dem Experimente unter
hoheren Frequenzen durchgefiihrt werden konnten.

Wachstumsfaktoren, )
Kultivierungsdauer

« (Kap. 4), hydrostatischer
-~ Druck (Kap. 6) >_ Reproduzierbarkeit
' (Kap. 5)

A

Tragermaterial, Ober-
flachenstruktur, Zell-
beschichtung (Kap. 4) y

A
-

.
$
- —«—‘A__v. - -

Abbildung 3.4: Ubersicht tiber die Untersuchungen am Herstellunémsiveen von Knorpel-Trager-
Konstrukten, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiarden (Skala 2 mm).

Obwohl nach jeder Kultivierung der Konstrukte di@rbechanischen Parameter
Masse, HOhe und E-Modul und die biochemischen Petem&AG- und DNA-Gehalt
bezogen auf das Feuchtgewicht des Knorpelgewebstimba& und histologische
Untersuchungen (Farbungen gegen Kollagen Typ llynBarbung mit Safranin O)
angefertigt wurden, wird in den folgenden Kapit#lrder Regel nur der E-Modul und
der massebezogene GAG-Gehalt angegeben. DiesesElgdien spielen eine wich-
tige Rolle fur die Funktionalitat des Knorpelgewsbdie vor der Implantation ge-
wahrleistet werden soll. Im Normalfall Gberschredaber die Hohe des Knorpels auf
den Tragern einen ausreichenden Wert von 1 mm [124f massebezogene DNA-
Gehalt liegt mit durchschnittlich 0,4 + 0,1 pg-tigur 10% tber dem nativen Niveau.
Die histologischen Aufnahmen werden nur bei Besdmei'en oder grof3en Unter-
schieden zwischen den Versuchsbedingungen abgebW#hrend Kollagen Typ |
nicht im nativen Gelenkknorpel vorkommt, tritt Kajjen Typ Il in grol3en Mengen auf
und erhoht durch intermolekulare Vernetzung diemt@ohanische Qualitat des Gewe-
bes [108].
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4  VARIATIONEN DES KULTIVIERUNGSPROTOKOLLS

Ziel dieses Kapitels war die Aufstellung eines wmpdrten Standardprotokolls zur
Herstellung von Knorpel-Trager-Konstrukten, auf déismweiteren Versuche basieren
sollten. BeiTissue Engineerinyylethoden zur Knorpelregeneration werden drei Kom-
ponenten als wesentlich betrachtet: Zellen, bivakiaktoren und Biomaterialien [53,
57, 143]. Als Zellmodell wurden in dieser Arbeitsaahliel3lich porcine Chondrozyten
verwendet, aber auch die Verwendung von mesenckyn&hmmzellen oder Proge-
nitorzellen aus dem Periost und Perichondriumastktbar [53, 144]. Es wird mit einer
Bestimmung der Eigenschaften des nativen KnorgelNergleich fir den kultivierten
Knorpel begonnen, der aus unterschiedlichen ZomeGelenk entnommen wurde. Im
Anschluss wird auf den Einsatz geeigneter Wachdakitsen in den verschiedenen
Phasen des Protokolls eingegangen. Aus diesen iisgeb wurde das Standardproto-
koll angefertigt. Letztendlich wurden der Einfludes Tragers und der Verlauf der
Knorpelqualitat Gber die Kultivierungsdauer in dé@rorpelkultur fir das neue Proto-
koll bestimmt.

4.1 Eigenschaften des nativen Knorpels

Im Rahmen dieses Projektes wurden die mechanisahdnbiochemischen Eigen-
schaften von nativem porcinem Knorpel bestimmt [14465]. Knorpelproben wurden
24 Stunderpost mortemmithilfe einer Stanze (d = 3,6 mm) aus verschietezfionen
der Gelenke (Tabelle 4.1) von sieben Knien entnomriée Bereiche ,belastet” und
,unbelastet” wurden anhand der Lokalisation an Bemurkondylen festgelegt. Eine
Entnahme im Bereich der Kondylen der Tibia war awig der geringen Knorpelhéhe
nicht durchfihrbar. Je Zone wurden sechs Probegeatenzt, von denen jeweils drei
fur die E-Modul-Messung und fiir die GAG- und DNAdBienmung verwendet wur-
den. Die Messungen wurden nicht an denselben Gewelben, sondern an im Knie-
gelenk nebeneinander liegenden Proben durchgefiihnt,eine Beeinflussung der
GAG-Analyse durch die E-Modul-Bestimmung auszusdidn.

Tabelle 4.1:Entnahmezonen fir die Bestimmung der nativen Eigeafsen von porcinem Knorpel.

medial medial lateral lateral belastungs-
Entnahme- -
zone belasteter unbelasteter belasteter | unbelasteter | unabhéngiger
Bereich Bereich Bereich Bereich Bereich
Femurkondyle 6 Proben 6 Proben 6 Proben 6 Probgn
Patellarinne - - - - 6 Proben
Patella - - - - 6 Proben
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Die Abbildung 4.1 stellt die Parameter geordnethnden Entnahmezonen Patella,
Patellarinne und Femurkondylen gemittelt Gber diden Knie dar. Die Patella weist
etwas hohere Werte fur den E-Modul, GAG-Gehalt dasl GAG/DNA-Verhéltnis auf
und geringere Werte fur die Mittelwerte der DNA-G#d. Desweiteren wurde eine
Two-way ANOVA beziglich der Entnahmezonen an den Femurkend(belastet-
unbelastet, medial- lateral) durchgefihrt. Nur im GAG-Gehalt zeigteiichs
signifikante Unterschiede zwischen den unbelastetehbelasteten Zonen insgesamt,
der unbelasteten und belasteten Zonen auf der imedseite und zwischen den be-
lasteten Zonen der medialen und lateralen Seitdi{@dlng 4.2). Zwischen dem E-
Modul und dem GAG-Gehalt (r =-0,092, p = 0,316zibbungsweise dem E-Modul
und dem GAG/DNA-Verhéltnis (r = 0,076, p = 0,40@nkten keine linearen Korre-
lationen nach Pearson festgestellt werden.
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Abbildung 4.1: Mechanische und biochemische Eigenschaften vonvaratporcinen Knorpel aus
dem Kniegelenk nach der Entnahmezone Patella, |&atele und Femurkondylen (n =15 fur die

Patella und Patellarinne, n = 84 fiir die Femurkdealy. = 0,05).
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Abbildung 4.2: Mechanische und biochemische Eigenschaften vonvematgporcinen Knorpel aus
dem Kniegelenk nach der Lage an den Femurkondidéaral belastet und unbelastet, medial belastet
und unbelastet (Abklrzungen: belbelastet, unbek unbelastet, n = 21 je Bedingungz 0,05).

4.2 Kombinationen der Wachstumsfaktoren IGF-1 undTGF-$1

Erfahrungsgemar konnen Wachstumsfaktoren die Reelifzierung von expandierten
dedifferenzierten Chondrozyten und die Knorpelhilgin vitro fordern (Kapitel 2.3).

Durch diese Studie sollte eine geeignete Kombinatmn Wachstumsfaktoren in den
verschiedenen Phasen des Protokolls bestimmt wediezu einer mdglichst grof3en

Verbesserung der Knorpelqualitat fuhrt.

Zur Beurteilung der Wachstumsfaktor-Zusatze wurdewohl Alginatkulturen als
auch Knorpel-Konstrukte angefertigt und analysi@ebelle 4.2 stellt die getesteten
Kombinationen wahrend der Alginatkultur und der Kpedkultur dar. Die Auswahl
der Wachstumsfaktoren IGF-1 und T@E-basierte dabei auf der Arbeit von Dr. C.
Goepfert [39]. Es konnte gezeigt werden, dass BGRis einzelner Zusatz und die
Verbindung von IGF-I und TGB1 wahrend der Knorpelkultur nicht geeignet sind.
Hier erfolgte die Kultivierung im Alginatgel dahentweder ohne Wachstumsfaktoren,
mit 100 ng-mL* IGF-1 oder einer Kombination aus 100 ng-MIGF-I und 10 ng- mt:
TGF$1. Die Knorpel-Konstrukte wurden schlie3lich ohnexdNstumsfaktoren oder

mit 100 ng- mC* IGF-1 kultiviert.
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Tabelle 4.2: Versuchsdesign zur Bestimmung der Wachstumsfalisgétze in der Alginat- und
Knorpelkultur.

Nr. | Alginatkultur Knorpelkultur

1. ohne Wachstumsfaktoren
ohne Wachstumsfaktoren

2. 100 ng-mL* IGF-I

3. ohne Wachstumsfaktoren
100 ng- mr* IGF-|

4. 100 ng- mL* IGF-I

5. | 100 ng- mL* IGF-1 & ohne Wachstumsfaktoren

6. | 10 ng-mC TGF$1 100 ng- mL* IGF-I

Alginatkultur

Um den Status der Redifferenzierung der Zellenrudéan Einfluss der Wachstums-
faktoren nach der Alginatkultur zu bestimmen, wurdker Prozentsatz an Kollagen
Typ | und Typ Il produzierenden Zellen anhand vammunhistologisch gefarbten
Cytospinssowie das GAG/DNA-Verhaltnis bestimmt (Abbildun@).

[ Kollagen! [ Kollagen || Il GAG/DNA
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Abbildung 4.3: Anzahl der Kollagen Typ | und Typ Il produzierendéellen und das GAG/DNA-
Verhaltnis nach der Alginatkultur unter dem Einfugerschiedener Wachstumsfaktoren (Abkurzung:
WF — Wachstumsfaktoren, 1 Ansatz, n = 4 je Bedingung).

Es konnten keine statistischen Verfahren zur Uligupg von Signifikanzen
angewendet werden, da die hier aufgefihrten Stdabtareichungen lediglich durch
eine wiederholte Probenahme aus demselben Anstgiaeten. Die Abbildung 4.3
zeigt, dass die Abwesenheit von Wachstumsfaktoteweniger Kollagen Typ | und
Typ Il produzierenden Zellen fiihrte als die andegewahlten Zusatze. Nicht nur der
Prozentsatz der Kollagen Typ Il produzierendenefelitieg auf nahezu 100% unter
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Gabe von IGF-1 oder IGF-1 und TG, sondern auch der Kollagen Typ I-Prozent-
satz. Das niedrigste GAG/DNA-Verhéltnis wurde bei &ultivierung mit IGF-1 und
TGF1 beobachtet. Im Vergleich zu den anderen beiddtuiém mit tiber 40 pg- Iy
wurde hier nur ein Wert von 15,7 pg-iggreicht.

Knorpel-Konstrukte

Aus den Zellen der unterschiedlichen Alginatkultureurden Knorpel-Konstrukte mit
und ohne Tréger angefertigt. Die Konstrukte, diehmgad der Alginatkultur ohne
Wachstumsfaktoren kultiviert wurden, nahmen eineéegelméfige Form an (Ab-
bildung 4.4 und 4.5, jeweils Bild (1) und (2)). Di&abe von IGF-I wahrend der
Alginatkultur ergab sehr weichen und instabilen Kred, so dass nach drei Wochen
auf den Tréagern durch den Zellverlust wahrend dedimwechsel nur noch sehr
wenig Gewebe vorhanden war. Wegen der geringen Hamg Masse dieser
Konstrukte war eine biomechanische Auswertung niofiglich und die bio-
chemischen Ergebnisse unterlagen gro3eren StremAbbildung 4.6 und 4.7). Die
grofdten Konstrukte und die gleichmaligste Form kemmnter der Gabe von IGF-I
und TGFB1 wahrend der Alginatkultur erreicht werden (Abbild) 4.4 und 4.5,
jeweils Bild (5) und (6)).

Abbildung 4.4: Aufnahmen der Knorpel-Trager-Konstrukte unter deinfliss verschiedener Wachs-
tumsfaktoren: (1) Alginatkultur: ohne Wachstumséakn, Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren,
(2) Alginatkultur: ohne Wachstumsfaktoren, Knorpglir: IGF-1, (3) Alginatkultur: IGF-I, Knorpel-
kultur: ohne Wachstumsfaktoren, (4) Alginatkult@F-1, Knorpelkultur: IGF-I, (5) Alginatkultur:
IGF-1 & TGF-1, Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren, (6) Algkultur: IGF-1 & TGF$1,
Knorpelkultur: IGF-1 (Skala 2 mm).

56



VARIATIONEN DES KULTIVIERUNGSPROTOKOLLS

Y < a ‘[

jLIdiE

W e

) i
|

LLLil
R 1O B R

‘(2) ,%_}_(2&)1 : r{»— ( } 1 ii,d‘_‘

H

Abbildung 4.5: Aufnahmen der Knorpel-Konstrukte ohne Trager udiem Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren: (1) Alginatkultur: ohne Wachsttaktoren, Knorpelkultur: ohne Wachstums-
faktoren, (2) Alginatkultur: ohne Wachstumsfaktgr&morpelkultur: IGF-I, (3) Alginatkultur: IGF-I,
Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren, (4) Algindtir: IGF-I, Knorpelkultur: IGF-I, (5) Alginat-
kultur: IGF-I & TGF{$1, Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren, (6) Aigkultur: IGF-1 & TGF-
B1, Knorpelkultur: IGF-1 (Skala 2 mm).
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Abbildung 4.6: E-Modul, GAG-Gehalt und GAG/DNA-Verhaltnis der Kped-Trager-Konstrukte
unter der Gabe verschiedener Wachstumsfaktorerewé fiter Alginatkultur (obere Beschriftung) und
der Knorpelkultur (untere Beschriftung). (a) DieMedule waren aufgrund des geringen Gewebema-
terials nicht messbar. Signifikanzen sind aus Geander Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet (Ab-
kurzung: oWF- ohne Wachstumsfaktoren, n = 3 fir den E-Modul,5fér den GAG-Gehalt und das

GAG/DNA-Verhéltnis je Bedingung).
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Beim Vergleich der E-Module stellte sich herausssddurch die Gabe von IGF-I und
TGF$1 wahrend der Alginatphase jeweils die signifikéudichsten Werte erreicht
wurden (Abbildung 4.6 und 4.7, p < 0,001). Den tsfeh E-Modul von 0,0595 MPa
zeigten die Knorpel-Trager-Konstrukte, denen kéWechstumsfaktoren wahrend der
Knorpelkultur zugesetzt wurden (Knorpel-Konstrukt@me Trager: E = 0,0345 MPa
mit IGF-1 wahrend der Knorpelkultur). Ein ahnlichBgd zeichnete sich fur die Para-
meter GAG-Gehalt und GAG/DNA-Verhéltnis ab: Der Medzusatz von IGF-I und
TGF{$1 wéahrend der Alginatkultur ergab die signifikatchsten Werte. Die hochsten
GAG-Gehalte konnten dabei jeweils ohne Wachstunsfak wahrend der Knorpel-
kultur beobachtet werden (Konstrukte mit Trager:,58lug-mg, p < 0,001,
Konstrukte ohne Trager: 25,28 pg-mg < 0,001). Das hochste GAG/DNA-Verhalt-
nis fiir die Kulturen mit Trager von 116,0 pg-gurde unter Zusatz von IGF-1 ge-
funden (p < 0,0101), ohne Trager von 102,2 pg-plone Zusatz von Wachstums-
faktoren (p < 0,001).
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Abbildung 4.7: E-Modul, GAG-Gehalt und GAG/DNA-Verhaltnis der Kpeal-Konstrukte ohne
Trager unter der Gabe verschiedener Wachstumséakiwéhrend der Alginatkultur (obere Beschrif-
tung) und der Knorpelkultur (untere Beschriftur@gjgnifikanzen sind aus Grinden der Ubersichtlich-
keit nicht eingezeichnet (Abkirzung: oWFohne Wachstumsfaktoren, n = 3 fir den E-Modul, 45
fur den GAG-Gehalt und das GAG/DNA-Verhéaltnis jedBeyung).

In Tabelle 4.3 wurden die Hydroxyprolin-Gehalte Miaf3 flir das Gesamtkollagen der
Konstrukte angegeben, die in der Alginatkultur m@-1 und TGF1 und in der
Knorpelkultur ohne Wachstumsfaktoren kultiviert wen. Zwischen den Konstrukten
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mit und ohne Trager ergaben sich keine signifikaritmterschiede (p = 0,41). Die
nativen Werte des Hydroxyprolin-Gehaltes lagen1#e97 + 2,56 pg-mgund in Be-
zug auf den DNA-Gehalt bei 86,20 + 20,25 ug-iig = 3), so dass bis zu der nativen
Zusammensetzung eine Steigerung des Hydroxyprddimaies um das Neunfache
und der zellbezogenen Hydroxyprolin-Menge um daZfadhe erforderlich ist.

Tabelle 4.3: Hydroxyprolin-Gehalt der Knorpel-Trager-Konstrukied der Knorpel-Konstrukte, die
wahrend der Alginatkultur mit IGF-1 und TGR: und in der Knorpelkultur ohne Wachstumsfaktoren
kultiviert wurden. Die Menge an Hydroxyprolin wurdef die feuchte Masse des Knorpels bzw. auf
die DNA-Menge bezogen und ins Verhéltnis zu deiveatWerten (Angabe in Prozent) gesetzt (n=4
je Bedingung).

Hydroxyprolin

Hydroxyprolin

Hydroxyprolin/

Hydroxyprolin/

[ug-mg’] [%] DNA [ug-pg’] DNA [%]
mit Trager 1,71 £ 0,26 11,40 £ 1,72 6,02 + 0,35 6,99 + 1,17
ohne Trager 1,63 + 0,07 10,86 + 0,46 6,57 £ 0,35 7,62 £ 041

Die Konstrukte unter Einfluss von IGF-I wahrend édginatphase konnten aufgrund
der Instabilitat und geringen Grof3e nicht vollstignehtersucht werden. Deshalb zeigt
die Abbildung 4.8 nur histologische Farbungen deresen Kultivierungsbe-
dingungen. Unter jeder Versuchsbedingung konnte siarkere Farbung gegen Kol-
lagen Typ Il als gegen Kollagen Typ | beobachtetdea. Wenn die Kultivierung im
Alginatgel ohne Wachstumsfaktoren erfolgte, flldiesses am Ende der Knorpelkultur
zu l6chrigem Gewebe (Abbildung 4.8, Bild (1) und)(2Jnter Verwendung von IGF-I
und TGFB1 dagegen ergab sich ein homogenes Gewebe mihgiéigig verteilten
Zellen (Abbildung 4.8, Bild (5) und (6)).

Aufgrund des hdchsten E-Moduls von 0,0595 MPa (Kebirager-Konstrukte, Ab-
bildung 4.6) wurden die im Folgenden hergestelkonstrukte ebenfalls mit den
Zusatzen IGF-I und TGB1 in der Alginatkultur und ohne Wachstumsfaktonemer
Knorpelkultur kultiviert.
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Abbildung 4.8: Immunhistologische Farbungen gegen Kollagen Typwéils linke Spalte) und Typ
Il (jeweils rechte Spalte) von Knorpel-Trager-Kang&ten und Knorpel-Konstrukten ohne Trager
unter dem Einfluss verschiedener WachstumsfaktofEnAlginatkultur: ohne Wachstumsfaktoren,
Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren, (2) Algindtiar: ohne Wachstumsfaktoren, Knorpelkultur:
IGF-1, (5) Alginatkultur: IGF-1 & TGFB1, Knorpelkultur: ohne Wachstumsfaktoren, (6) Aadkul-
tur: IGF-1 & TGF{$1, Knorpelkultur: IGF-I (Skala 200 pm).

4.3 Einfluss des Tragers

Der Trager hat einen grof3en Einfluss auf die Knlbifgeing und damit auf den Erfolg
der Kultivierung. Auch wurde oftmals nur eine scloWwa Haftung zwischen
Tragermaterial und dem kultivierten Knorpel errgiakie spater aber den im Kniege-
lenk wirkenden Kraften standhalten muss. GemalRLderatur aus Abschnitt 2.3.2
spielt nicht nur die chemische ZusammensetzungselBiematerials, sondern auch
dessen Oberflachenbeschaffenheit eine RDifedie Reaktion der Zellen aber je nach
Zelltyp und verwendetem Tragermaterial variiert,ré@n in dieser Arbeit Untersu-
chungen zum Einfluss des Tragermaterials und derf@bhenstruktur der Hydroxyl-
apatit-Trager auf die Qualitat und Haftung desikigtten Knorpelgewebes eingebun-
den. In friheren Studien des UKE konnte beobactaetien, dass eine Zellbeschich-
tung des Tragers (Schritt b im Protokoll) die Ha@iizwischen den aus dem Alginat-
gel geldsten Zellen und dem damals verwendeten efrg@alciboff, Biomet
Deutschland) deutlich verbesserte (Dr. Goepfentsgrdiche Mitteilung). Im letzten
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Abschnitt dieses Kapitels wurde die Notwendigkeid uder Effekt dieser Zellbe-
schichtung erneut untersucht, da im Vergleich zuspniinglichen Protokoll des UKE
Kultivierungsbedingungen, der Trager und das Tietetiovom Minipig zum Haus-
schwein gedndert wurden.

Einfluss des Tragermaterials

Zunachst wird der Einfluss der Kultivierung mit ein Trager im Vergleich zur Kulti-

vierung ohne Trager auf die Knorpeleigenschaftagetdellt. Die Konstrukte wurden
nach dem unter 3.1.2 beschriebenen Standardproekgéfertigt. Um festzustellen,
ob der Tréager lediglich durch sein Material eindfelg auf die Knorpelqualitat hat,

wurden Konstrukte ohne Trager hergestellt, bei dexia Trager wahrend der Knor-
pelkultur in das Kultivierungsmedium zugeftigt wurd@ezeichnung: mit beigelegtem
Trager).

Wie in der Abbildung 4.9 zu sehen ist, waren sovewil E-Modul als auch der GAG-
Gehalt der Knorpel-Trager-Konstrukte im Vergleialh den Konstrukten ohne Tréager
signifikant um 71% (p = 0,003) beziehungsweise uhoSp < 0,001) niedriger. Mit

beigelegtem Trager zeigten sich keine signifikantgnterschiede im E-Modul

(p =0,503) und GAG-Gehalt (p=0,162) im Vergleichh den tragerlosen Kon-
strukten. Die Safranin O- und immunhistologisch&nblengen gegen Kollagen Typ |
und Il in Abbildung 4.10 zeigen gleichmafiiges Gegvehne Locher. Die Intensitaten
der Farbungen unterscheiden sich in allen Fallelnt sichtbar.
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Abbildung 4.9: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Trager-Konsteukt Knorpel-Konstrukten
ohne Trager und Knorpel-Konstrukten mit beigelegtEndger. Knorpel-Konstrukte mit beigelegtem
Trager wurden ohne Trager angefertigt und mit eirmeisammen kultiviert (n = 3 fur den E-Modul,
n = 3-5 fur den GAG-Gehali, = 0,05).
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Safranin O Kollagen | Kollagen II

(1a) 5(1’0)

(2a) - (2b)
(3a) : (3b)

Abbildung 4.10: Safranin O-Farbungur Visualisierung der Glykosaminoglykane und imimstolo-
gische Farbungen gegen Kollagen Typ | (linke Spaltel Typ Il (rechte Spalte) fi¢l) Knorpel-Tra-
ger-Konstrukte, (2) Knorpel-Konstrukte ohne Trada), Knorpel-Konstrukte mit beigelegtem Trager
(Skala 200 pm).

Einfluss der Oberflachenstruktur

Im zweiten Teil dieses Kapitels wurde ermittelt, eine Modifikation der Trager-
oberflache die Haftung zwischen Knorpel und Biomateund die Knorpelqualitat
beeinflussen [147]. Zunachst wurden die Zellbediedeund das Zellwachstum auf
den modifizierten Topographien des Sponcerant-HAigers (Schritt b im Protokoll).
Im Anschluss wurden Knorpel-Trager-Konstrukte aehdOberflachen der Tréager
nach dem Standardprotokoll angefertigt.

Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme beiOffher Vergro3erung in Ab-
bildung 4.12 im Bild (1) zeigt eine ungeordneteutur des Tragers aus gestreckten
Agglomeraten mit einer Lange zwischen 2 um und 0 Pie Ubersicht des Tragers
in Abbildung 4.11 lasst eine inhomogene Oberflachie Ausbriichen mit einem
Durchmesser zwischen 40-80 pm und Rillen mit eBwite von 5-20 um erkennen,
die vermutlich wahrend des Herstellungsprozesstsagmien sind. Durch das Schlei-
fen mit Papier konnten die Rillen entfernt werddie, Oberflache erscheint glatt und
nur die Defektstellen blieben sichtbar. Das Scéfeiihit Folie erzeugte tiefere Rillen
in eine Richtung, so dass der Oberflache eine timekung gegeben wurde (Kapitel
3.1.1).
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i — SN -
Abbildung 4.11: Aufnahmen mithilfe eines Mikroskops (InfiniteFocusljcona) und einelCharge-
Coupled-Devicdkamera:(1) Ubersicht des Hydroxylapatit-Tragers (Sponcekf, Zellwerk, Skala

4,5 mm), (2) Oberflache des unbehandelten Trag@yberflache des mit Papier geschliffenen Tra-
gers, (4) Oberflache des mit Folie geschliffene@igérs (Skala 200 pum).

Nach einer zweiw6chigen Kultivierung von Chondr@yt(Schritt b im Protokoll)
zeigten die rasterelektronenmikroskopischen Aufrexnin Abbildung 4.12 eine ge-
schlossene Zelldecke auf dem unbehandelten Tr@ggegen sind deutlich weniger
Zellen auf den veranderten Topographien sichtbar Zh

Abbildung 4.12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Ts&@ky ohne Zellen, unbehan-
delte Oberflache, (2) mit Zellen, unbehandelte @dee, (3) mit Zellen, Oberflache geschliffen mit
Papier, (4) mit Zellen, Oberflache geschliffen Falie (Skala 20 pm).

Nach der Bewertung der Zellbesiedelung wurden Kelefpager-Konstrukte auf den
drei Oberflachen angefertigt. Es konnten weder dén E-Modul noch fir die
biochemischen Parameter signifikante Unterschiedischen den drei Strukturen be-

obachtet werden (Abbildung 4.13). Die Mittelwerter anechanischen und physikali-
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schen Eigenschaften des Gewebes auf den unbelean@dderflachen sind zwar nied-
riger, jedoch konnte nur eine Signifikanz fur diéhe der Konstrukte festgestellt wer-
den, die um durchschnittlich 57% hoher auf denneeéten Oberflachen war (Tabelle

8.9 im Anhang 8.2p = 0,045).

0,10 30
§ 0087 .
Z. 0,06 2
S - —
€ 0,04 2
z . o 10_
) 0,02 <4
w ] i
0,00 0-
unbe-  Papier Folie unbe-  Papier Folie
handelt handelt

Abbildung 4.13: E-Modul und GAG-Gehalt der Knorpel-Trager-Konsteikauf unbehandelten
Tragern, mit Papier geschliffenen Tragern und natie= geschliffenen Tragern (n =3 fur den E-

Modul, n =5 fur den GAG-Gehalt je Bedingung).

Die histologischen Untersuchungen in Abbildung 4&&#en fur alle Bedingungen ein
lickenloses, aber inhomogenes Gewebe. Auffalligisss die Konstrukte, die auf den
unbehandelten Tragern kultiviert wurden, eine unglmalige Verteilung der Kolla-
gene und Glykosaminoglykane aufwiesen. Die Farlgeggn Kollagen Typ Il war in
allen Fallen ausgepragter als gegen Kollagen Typ I.

Safranin O Kollagen | _ Kollagen I
(1a) (1b)
(2a) ~ (2b)
(3a) ' (3b)
& _

Abbildung 4.14: Safranin O-Farbung zur Visualisierung der Glykosamlykane und immunhisto-
logische Farbungen gegen Kollagen Typ | (linke @&)alind Typ Il (rechte Spalte) von Knorpel-
Trager-Konstrukten: (1) auf unbehandelten Oberf&ci2) auf mit Papier geschliffenen Oberflachen,

(3) auf mit Folie geschliffenen Oberflachen (SKaQ® pm).
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Nach der Kultivierung wurde die Haftung der Knorpelf den Tragern mit der unter
3.2.2 beschriebenen Methode bestimmt, bei der dasg€lgewebe mithilfe einer Pin-
zette vom Trager geldst wurde. Es ergab sich ahkeshtere Haftung auf den veran-
derten Oberflachen im Vergleich zum unbehandeltgigér: Eine schlechte bis gar
keine Haftung wurde auf den unbehandelten Obesdidbei einem Trager und auf
den mit Papier oder mit Folie geschliffenen ObetfEn bei vier Tragern von jewells
insgesamt sechs angefertigten Konstrukten beoliachte

AnschlieBend wurden die auf den Tragern zurtickgbéhen Zellen durch eine Dapi-
Farbung sichtbar gemacht und die Zellzahl am Mikopsbestimmt. Es befanden sich
mit 31,8-16 + 6,118 Zellen pro Tréger signifikant gréRere Zellmengen<(0,001,

n = 3) auf dem unbehandelten Trager als auf demPw@gier geschliffenen Trager
(6,4-16 + 4,3-168Zellen pro Trager) und dem mit Folie geschliffen@néger
(5,2-16 + 2,4-18Zellen pro Trager).

Notwendigkeit der Zellbeschichtung (Schritt b) ger Knorpelkultur

Im letzten Abschnitt zur Untersuchung des Tragewsde die Notwendigkeit der Zell-
beschichtung vor der Knorpelkultur am neuen Prdtdiestimmt.

In den Abbildungen 4.15 und 4.16 wird der Einflder Zellbeschichtung auf die

Qualitat der Knorpel-Trager-Konstrukte verglich&ei keinem der dargestellten Para-
meter konnte ein Unterschied zwischen den Verswexhisgungen beobachtet werden.
In den histologischen Untersuchungen dagegen wulkdeinte Abweichungen sicht-

bar. Wahrend die Safranin O-Farbung der Glykosagiykane in den Konstrukten

mit vorheriger Zellbeschichtung eine etwas starkimtensitat aufwies, zeigten die
Konstrukte ohne Zellschicht eine starkere Farbumgeg Kollagen Typ Il. Wahrend

des Abziehens der Knorpelstiickchen vom Trager leankeine Unterschiede in der
Starke der Haftung festgestellt werden.
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Abbildung 4.15: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Trager-Konsteakt Dabei haben die
Trager entweder wie im Standardprotokoll vorgesehenvor der Knorpelkultivierung eine Zell-
beschichtung (Schritt b, mit Zellschicht) erhalteser kamen erst direkt in der Knorpelkultur zum
Einsatz (ohne Zellschicht), (n = 3 fur den E-Moduk 4 fir den GAG-Gehalt je Bedingung).
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Safranin O Kollagen | Kollagen lI
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Abbildung 4.16: Safranin O-Farbungur Visualisierung der Glykosaminoglykane und imimgto-
logische Farbungen gegen Kollagen Typ | (linke &palnd Typ Il (rechte Spalte) vokinorpel-
Trager-Konstrukten: (1) mit vorherig aufgebractelischicht, (2) ohne Zellschicht (Skala 200 pm).

4.4 Kultivierungsdauer

Nach der Festlegung des neuen WachstumsfaktorzaséAbschnitt 4.2) war es von
Interesse, den Verlauf der Knorpelqualitat Gibeeeiliingeren Zeitraum und damit die
optimale Kultivierungsdauer in der Knorpelkultur bestimmen. Fir diese Studie
wurden die Proliferations- und Alginatphase nacm d&andardprotokoll angefertigt.
Wahrend der sich anschlieRenden Knorpelkultur wurde insgesamt finf Wochen
jede Woche sechs Konstrukte entnommen und analysier

Bei der Kultivierung mit einem Trager (AbbildundlZ.und 4.18) zeigten sich nur ge-
ringe Parameterveranderungen uber den ZeitraumMidielwerte der E-Module, der

GAG-Gehalte und der GAG/DNA-Verhéaltnisse erschienach einer zweiwochigen

Kultivierung hoher als die anderen entsprechendesrtéVzu sein. Die E-Module

unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,177¢r AG-Gehalt der zweiten Woche
konnte als signifikant groR3er als der der erst@arten und flinften Woche bewertet
werden (p = 0,004), wahrend der DNA-Gehalt deregr$t/oche signifikant héher als
der der vierten und flinften Woche war (p = 0,004).

Ein deutlicheres Bild ergab sich in der Kultivieguohne Tréager (Abbildung 4.17 und
4.18). Uber den gesamten Zeitraum nahm die Masséaestrukte signifikant zu.
Der E-Modul und der GAG-Gehalt erreichten nach remeiwdchigen Kultivierung
ein Maximum. Dabei war der E-Modul der dritten Wedignifikant héher gegentber
der ersten, zweiten und funften Woche (p < 0,0041),GAG-Gehalt der dritten Woche
gegenuber der ersten und finften Woche (p = 0,@2) DNA-Gehalt nahm Uber die
Zeit signifikant ab (p <0,001), da die Zellen vetich durch die gebildete
extrazellulare Matrix auseinanderrtickten. Dadurtbgsdas GAG/DNA-Verhaltnis
kontinuierlich signifikant ang< 0,001).
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Abbildung 4.17: Masse, Hohe und E-Modul

von Knorpel-Trager-Konstrukten und Knorpel-
Konstrukten ohne  Trager Uber einen
Kultivierungszeitraum von 1-5 Wochen in der
Knorpelkultur. Signifikante Unterschiede
(0 =0,05) sind aus Grunden der Ubersicht-
lichkeit nicht eingezeichnet (n=3 fur den E-
Modul und die Hohe, n=5 fir die Masse je

Bedingung).
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Abbildung 4.18: DNA-, GAG-Gehalt und
GAG/DNA-Verhaltnis von Knorpel-Trager-
Konstrukten und Knorpel-Konstrukten ohne
Trager Uber einen Kultivierungszeitraum von 1-
5 Wochen in der Knorpelkultur. Signifikante
Unterschiede of = 0,05) sind aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet (n = 4-5 je
Bedingung).
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Wenn nicht die massebezogenen, sondern die absdlieagen an gebildeter DNA
betrachtet werden, wird ein leichter Anstieg der DNber die Kultivierungsdauer
sowohl mit als auch ohne Trager sichtbar (mit Tragen 9,05+ 1,39 ug auf
11,58 + 1,62 pug, ohne Trager: von 11,70 = 0,44 yfgld,57 pg £ 0,54 pg). Die ab-
solute Menge an Glykosaminoglykanen unterlag Schwagen in der Kultivierung
der Knorpel-Trager-Konstrukte. Dennoch ist eingggsamt steigende Tendenz zu er-
kennen (Tabelle 4.4). Wahrenddessen nahm in ddrvieuling der Konstrukte ohne
Trager die Menge stetig zu.

Tabelle 4.4: Absolute DNA- und GAG-Mengen von Knorpel-Trager-lstmkten und Knorpel-

Konstrukten ohne Trager in Abhéngigkeit von der tiidrungsdauer wahrend der Knorpelkultur
(n = 4-5 je Bedingung).

Bedingung Knorpel-Trager-Konstrukte Knorpel-Konstrukte ohne T rager
Zeit DNA GAG DNA GAG
[ug] [ug] [ug] [ug]
1 Woche 9,05 £ 1,39 207,7 £ 554 11,70 £ 0,44 523,2 +17,7
2 Wochen 10,61 + 0,44 3999 + 229 13,02,450 994,6 + 61,7
3 Wochen 9,52 +£1,53 362,3 + 182,4 13,50 + 0,4}V 1568,5 + 84,5
4 Wochen 10,80 + 2,32 236,8 + 91,1 15,62 + 0,26 2005,4 + 124,4
5 Wochen 11,58 +1,62 4159 + 1074 14,5054 2339,5 + 134,8

4.5 Diskussion der Variationen am Kultivierungspraokoll
Eigenschaften des nativen Knorpels

Wie in den Abbildungen 4.1 und 4.2 zu sehen isigtea sich signifikante Unter-
schiede in den Eigenschaften des nativen Geweb&sshmn den verschiedenen Be-
reichen im Gelenk. Der Knorpel der Patella besintum 20% hoheres GAG/DNA-
Verhaltnis und einen um 10% hoéheren GAG-Gehaltlatsknorpel des Femurs. Auch
wenn diese Unterschiede nicht sehr grol3 sind,sisinéglich, dass damit auch die
Eigenschaften der Chondrozyten zwischen den veagehen Zonen im Gelenk variie-
ren. Im Vergleich dazu fanden Froimsenal. [148] ein um 19% hoheren Proteogly-
kan-Gehalt in der humane Patellarinne gegentbePdtalla selbst. Desweiteren be-
obachteten Lyyraet al. [148] einen signifikant hoheren E-Modul des Kndspaus
dem Femur im Vergleich zur Patella. Dieses konntelieser Studie nicht bestatigt
werden. Die Ursachen dieser Abweichungen konntelmt rdentifiziert werden.

Fir die Herstellung der Knorpel-Trager-Konstrukterden aufgrund der gezeigten
Unterschiede zwischen den Entnahmezonen nur ZetlenFemur der Schweine iso-
liert. Der Femur wurde ausgewahlt, da das Konzepkahorpel-Trager-Konstrukte in
erster Linie die Regeneration dieser Zone vorsiglst.Vergleichswerte fur den kulti-
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vierten Knorpel wurde daher der Durchschnitt deggeBschaften Uber die sieben Knie
des vom Femur praparierten Knorpels in Tabellebérgchnet.

Tabelle 4.5: Eigenschaften des porcinen nativen Knorpels am Fegfiemurkondylen und
Patellarinne) als Vergleichswerte fir das kultitegnorpelgewebe (n = 105 je Parameter).

E-Modul DNA-Gehalt GAG-Gehalt GAG/DNA
[MPa] [Mg" MGcnorpei ] | [MG- MGcnorpel ] [Mg-Hg']
0,8710 +0,5089 0,36 + 0,09 542 +9.0 156.3 + 33)1

Mit einem spezifischen DNA-Gehalt von 6,05 pg pell& [60] fur porcine Chondro-
zyten betragt die Zellularitat 59,5-i(ZeIIen-gnorpe[1. Gegenuber den Angaben fur
humanen Knorpel aus der Literatur, in denen der &3eBalt bei durchschnittlich
20 UQ- M@norpei > die Zellularitat bei 30,5 £@ellen- gnopei” und das GAG/DNA-
Verhaltnis bei etwa 90 pg-fidiegen [149], sind die Werte fir porcinen Knorpel
deutlich héher. Der E-Modul des humanen Knorpelsdewon Lyyraet al. [48] auf
etwa 0,7 MPa fur den Femur bestimmt und liegt dakatim unterhalb der hier
gemessenen Werte fir porcines Gewebe.

Es konnten keine gro3en Abstufungen zwischen dé&steéen und unbelasteten Zo-
nen des Femurs beobachtet werden. Mehrere Aut@rer 150] beschrieben jedoch in
den belasteten Zonen des humanen Gelenkes detitlibbre GAG-Gehalte und
GAG/DNA-Verhaltnisse. Desweiteren konnten keinengiganten Korrelationen zwi-
schen dem E-Modul und dem GAG-Gehalt oder dem GA&Verhlinis auf-
gestellt werden, obwohl den Glykosaminoglykanercduhre elektrochemischen Ei-
genschaften ein bedeutender Teil der Lastibernddlen&ompressionskraften zuge-
sprochen wird [33]. Bezuglich der Korrelation zwistt E-Modul und dem Glykos-
aminoglykan-Gehalt von nativem Knorpelgewebe deck&m aber auch die Er-
gebnisse anderer Autoren nicht. Wahrend Kempetoal. [151] eine Zunahme der
biomechanischen Eigenschaften mit dem GAG-Gehallida, konnten Franet al.
[152] diesen Zusammenhang nicht feststellen. Désehéltnisse hangen sehr stark
von der Art der Bestimmung der biomechanischen riSgeaften ab. Beispielsweise
wurden in den verschiedenen Studien entweder deulfcodul, der Kriechmodul
oder aber der E-Modul auf statische oder dynamistleesse gemessen. Die mecha-
nischen Eigenschaften des Knorpels sind nicht imon GGAG-Gehalt abhangig, son-
dern auch von dem Verhaltnis aus Kollagenen und&dsigminoglykanen sowie dem
Aufbau der Matrix.

Einfluss von Wachstumsfaktoren

Fur die Herstellung von osteochondralen Implantaes kérpereigenen Zellen ist in

den meisten Fallen eine Expansion der Zellen uneeltioh, die schon bei der Ent-

wicklung entsprechender Verfahren nicht vernackgisgserden kann. Bei der Ver-
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wendung des oben beschriebenen Kultivierungspsnapssen die Chondrozyten um
den Faktor 50 bis 100 vermehrt werden. Wahrenddderdafir erforderlichen Sub-
kultivierungsschritte dedifferenzieren die Zellekapitel 2.3.1). Die Redifferenzie-
rung, die durch den Zusatz von Wachstumsfaktoreersiiitzt werden kann, erfolgte
dreidimensional in einem Alginatgel. Die anschlie®@ Kultivierung der Knorpel-
Konstrukte (Knorpelkultur) ist vornehmlich zur Kiparbildung gedacht. Ziel dieser
Studie war es, die passende Kombination der Wagtssaktoren IGF-1 und TGB4
fur diese Phasen des Kultivierungsprotokolls zuitvesen.

Die Ergebnisse zeigten zunachst, dass das Gewabaud der Alginatkultur mit dem
Zusatz IGF-1 stammte, nicht brauchbar war, obwaéser Zusatz zu einem hohen
GAG/DNA-Verhaltnis von 44,4 pg: ffqhach der Alginatkultur fihrtand nahezu alle
Zellen Kollagen Typ Il produzierten. Nach der Zé@ogation auf den Trager blieb es
weich und instabil, so dass die mechanischen Aealam Ende der Kultivierung
nicht durchgefiihrt werden konnten. Auch Ergebnesderer Arbeitsgruppen [109,
112, 117] ergaben, dass die Matrixsynthese dur&hlI€imuliert und vor allem grofR3e
Mengen an Proteoglykanen gebildet werden. Mogliskese war das Kollagennetz-
werk im Verhaltnis zur Glykosaminoglykan-Menge titinreichend ausgebildet, um
das Gewebe als Pellet auf den Tragern zusammeral®nhDie Konstrukte ohne
Trager konnten zwar bis zum Ende problemlos kelttviverden, erreichten aber
trotzdem nur ein geringen E-Modul (Abbildung 4.B)olgedessen demonstrieren die
Daten, dass trotz der hohen Produktion an Glykasagtykanen in der Alginatkultur
keine qualitativ hochwertigen Konstrukte erzieltrden konnten. Aus diesen Griinden
sind in Tabelle 4.6 nur die Ergebnisse der Kultiveen ohne Wachstumsfaktoren
und mit IGF-1 und TGH1 wahrend der Alginatkultur fir die folgende Diskios
zusammengefasst.

Die Kultivierungen, die in der Alginatkultur ohne athstumsfaktoren durchgefihrt
wurden, resultierten vorwiegend in ungleichméafigenstrukten sowohl bei Verwen-
dung eines Tragers als auch ohne Trager. Der E-Matt durchschnittlich
0,008 MPa erreichte nur 1% des nativen Wertes. ége@satz dazu wurden die signi-
fikant hochsten E-Module, Glykosaminoglykan-Gehaitel GAG/DNA-Verhaltnisse
aus dem Alginatgel mit IGF-1 und TGF: gewonnen, obwohl in der Alginatkultur nur
15,7 ug GAG pro g DNA gebildet wurden. Das bes@iohl die Kultivierung mit
als auch ohne Trager.

Letztendlich wurde im Standardprotokoll die Verwang von IGF-1 und TGHB1

wéhrend der Alginatkultur und die wachstumsfak®gr Kultivierung wahrend der
Knorpelkultur festgelegt, da hier zwar nicht diechéten GAG/DNA-Verhaltnisse,
aber der hochste E-Modul erreicht wurde und dielamerten Konstrukte im Gelenk
hohen biomechanischen Anforderungen genigen mud3ese Knorpel-Trager-
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Konstrukte wiesen einen E-Modul von 7%, einen GA€h&t von 40% und ein
GAG/DNA-Verhaltnis von 50% des nativen Niveaus duof.Vergleich dazu erreich-
ten die Konstrukte ohne Trager, die wegen der “¥aigbarkeit zu den Knorpel-
Trager-Konstrukten im weiteren Verlauf auch untemdgenannten Wachstumsfaktor-
Zusatz kultiviert wurden, 4% des nativen E-Modu4lg% des nativen GAG-Gehaltes
und 66% des nativen GAG/DNA-Verhaltnisses. Bezugmatd auf die beschriebenen
Ergebnisse ndherten sich die Konstrukte zwar ddkeliGabe von Wachstumsfaktoren
dem GAG-Gehalt, aber nicht der Steifigkeit des veati Gewebes. Dieses lasst sich
unter anderem auf das unzureichend ausgebildet@adeninetzwerk zurtckfuhren.
Der Hydroxyprolin-Gehalt als Mal3 fiir das Gesamtgdin betrug nur 11% vom nati-
ven Knorpel. Es kommt hinzu, dass der Kollagen TPgpteil im kultivierten Gewebe
im Vergleich zum nativen Knorpel deutlich erhdhtrywaie anhand der immunhisto-
logischen Farbungen festgestellt wurde. Die Farban@Abbildung 4.8) zeigten
dennoch ein homogenes Gewebe ohne Ldcher, in demhsdslykosaminoglykane
als auch Kollagen Typ Il nachgewiesen werden kanntedoch ist keine Einteilung in
die knorpelspezifischen Zonen erkennbar und dien@hazyten sind- anders als im
nativen Gewebe (Abbildung 2.4)einzeln verteilt.

Tabelle 4.6: Zusammenfassung der Ergebnisse bei der KultiviesorgKnorpel-Konstrukten unter

verschiedenen Wachstumsfaktor-Zusatzen (Abkurzimig:— Wachstumsfaktoren, n = 3 fiir den E-
Modul und die Hohe, n = 4-5 fur die Masse, den DE@halt, GAG-Gehalt und das GAG/DNA-Ver-
haltnis je Bedingung).

Alginat-/ | Masse | Hohe | E-Modul | DNA GAG | GAG/DNA
Knowel | mg] mm] | [kPa] | [ug-mg’] | [ug-mg? | (Mg pg]
ohne WF/ 247 04 6.4 0,34 8.4 26,6
ohne WF +3.6 +0,0 +1,0 +0,13 +1,6 +7,0
= | ohne WF/ 56,3 11 9.8 0,17 9,8 56,6
2 | IGF-I +15,0 +0,1 +0,3 +0,02 +1,3 +6,6
C | IGF&TGF/ 44,8 1,1 59,5 0,29 21,9 76,9
£ | ohne WF 7,5 0,0 +1,3 +0,02 2,8 18,6
IGF&TGF/ 76,9 11 357 018 20,6 116,1
IGF-I +13,0 0,0 +1,0 +0.02 +2,1 +15,4
ohne WF/ 94,9 0,9 74 017 10,0 58,9
ohne WF +6,2 +0,1 +1,0 +0,02 +1,0 +58
S | ohne WF/ 147,2 1,1 8,6 0,12 10,3 83,5
€ | IGF-I +0,9 +0,0 +3,0 +0,01 +0,7 2,0
o [IGF&TGF 102,2 1,8 33,1 0,25 253 102,2
< | ohne WF +73 +0,0 +1,2 +0,02 +0,6 +73
IGF&TGF/ 99,7 1,7 34,2 021 20,5 96,6
IGF-I +3,1 +0,1 +5,0 +0,04 +1,0 +4.4
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In dieser Studie konnte bestatigt werden, dasg@mannten Phasen sich gegenseitig
beeinflussen, so dass fur die Bestimmung der Wantsaktor-Zusatze immer die
Kombination der beiden Schritte bertcksichtigt veerdnuss. Die Betrachtung der
einzelnen Schritte fihrt zu anderen Schlussfolggenn so dass auch in folgenden
Versuchen, die die Wachstumsfaktoren betreffersedieV/ersuchsdesign beibehalten
werden muss. Aul3erdem wurde festgestellt, dasgadien wahrend der Alginat- und
der Knorpelkultur unterschiedlich auf die Wachsttak®ren reagieren, da das Ver-
halten der Zellen vom Differenzierungszustand ablgasein kann.

Einfluss des Tragers

Oftmals stellt eine nicht ausreichende Fixierung wovitro Knorpelgewebe nach der
Implantation in das Gelenk ein Problem dar. Datezubt das vorliegende Prinzip auf
der Herstellung von osteochondralen Implantatem,adis einem keramischen Trager
zur Verankerung in den subchondralen Knochen umer ddultivierten Knorpelschicht
bestehen. Grundsatzlich sind auch die Anforderurgedie Haftung zwischen Trager
und Knorpel sehr hoch, da die Verbindung den hdketiten im Kniegelenk stand-
halten muss. In einer vorangegangenen Studie B8, 154] wurden Trager basierend
auf Hydroxylapatit mit einer mikroporoésen Strukawrs einer Reihe von chemisch und
strukturell unterschiedlichen Knochenersatzmatenahusgewahlt.

Wie die Versuche der letzten Jahre [155] gezeigehaverschlechtert der Trager die
Qualitat des Knorpelgewebes deutlich. In Abbilduhg ist dieser Sachverhalt doku-
mentiert. Der E-Modul und der GAG-Gehalt waren naeh Kultivierung auf dem
Trager um 71% beziehungsweise um 54% im Verglewht#gerlosen Herstellung
niedriger. Fur diese Tatsache sind verschiedenaderilenkbar, die durch die unter
4.3 beschriebenen Versuche am zuvor ausgewahlégemSponceram HAweiter
untersucht wurden.

Es ist moglich, dass die Haltevorrichtung (Abbildqu8.2) und der Trager die
N&ahrstoff- und Gasdiffusion von der unteren Seite au dem kultivierten Knorpel
begrenzen (Annahme 1). Dieses kann zu einer Unsamgung des Knorpelgewebes
fihren. Die Konstrukte ohne Trager schwimmen dagdigg im Medium und werden
gleichmalRig versorgt. Die histologischen Untersugfen der Knorpel-Trager-
Konstrukte in Abbildung 4.10 weisen jedoch keinhiiges Gewebe auf. Daraus kann
gefolgert werden, dass ausreichend N&ahrstoffe bei dellen ankommen, so dass
diese den Stoffwechsel aufrecht erhalten kdnnennicitt absterben. Es kann aber
nicht ausgeschlossen werden, dass eine maglichéidrinmg Effekte auf die Zellen
hat und damit die Qualitat der extrazellularen Mateeinflusst. Neben der schlechten
Versorgung mit Nahrstoffen wie Glucose oder Aminosé werden eventuell
Stoffwechselprodukte wie Laktat und €@ur schleppend abtransportiert. Dieses
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wirde zu einer lokalen Senkung des pH-Wertes im rpg@lo fihren, so dass
beispielsweise Uber die daraus resultierende lokateahme des osmotischen Druckes
Reaktionen der Zellen hervorgerufen werden [156].

Der Herstellungsprozess der Knorpel-Trager-Konsgrwiirkt sich negativ aus (An-
nahme 2). Das Zentrifugieren der aus dem Alginaggéisten Zellen in dem Hiulsen-
und Teller-System resultierte in einem Verlust delisuspension von 22,6 + 28,2%
(n = 18). Dieses entspricht durchschnittlich 4-Zéllen, die bei der Bildung des Pel-
lets auf dem Trager verloren wurden. Das Knorpetdewhne Trager dagegen wurde
in einem Falcon-Rohrchen angefertigt und nach Zlesgen in eine 12Vell-Platte
umgesetzt, so dass kein Zellverlust auftrat.

Mdoglicherweise hat die chemische Zusammensetzurgy Tdégermaterials einen
Einfluss auf die Zellen (Annahme 3). Eine Zusamreé&nsg, die keine negative oder
gar toxische Wirkung auf die Zellen hat, ist selbssténdlich eine Voraussetzung im
Tissue EngineeringDie oben erwéahnte Studie zur Auswahl des Tragemmads hatte
aber gezeigt, dass sogar verschiedene Calciumphtespatts Tragermaterialien, die
sich bezuglich ihrer Zusammensetzung im molarenP Gaerhaltnis voneinander
unterscheiden, einen Einfluss auf die Knorpelgaahtaben [153, 154]. So war das
GAG/DNA-Verhaltnis des Knorpelgewebes auf Hydropgtt-Tragern im Vergleich
zu Tragern aup-TCP (Tricalciumphosphat) hoher. Reines Hydroxylapdas in gro-
Ren Mengen natirlich im menschlichen Kérper vorkdnweist eine ausgezeichnete
Biovertraglichkeit auf. Um auszuschliel3en, dassewmdle Verunreinigungen durch
den Herstellungsprozess, die in Abbildung 4.11demufOberflache des Tragers sicht-
bar sind, einen negativen Einfluss haben, wurdeorpel-Konstrukte, die wie be-
schrieben in einem Falcon-R6hrchen hergestellt amrdusammen mit Tragern kulti-
viert. Durch diese Form der Kultivierung ergaberhdieine Unterschiede in den phy-
sikalischen, biomechanischen und biochemischennftdean (Tabelle 8.10 im An-
hang 8.2), so dass das Tragermaterial selbst keintsprechenden Effekt hat. Jedoch
konnte ein negativer Einfluss des Tréagers auf ddnNert festgestellt werden. Der
pH-Wert von PBS erhohte sich durch die Anwesendiags Tragers Uber Nacht von
7,4 auf 7,8. Wahrend der Kultivierung im Inkubakonnte aufgrund des HEPES- und
Carbonat-Puffers keine Zunahme des pH-Wertes imiliedeobachtet werden. Je-
doch ist eine lokale Erhéhung nahe dem Trager,ndiet gemessen werden kann,
nicht auszuschlie3en. Dieser Effekt wurde in devadnten Tragertestung nicht be-
obachtet und ist daher vermutlich chargenabhangig.

Die Oberflachenstruktur des Tragers konnte einerfluiss auf die Knorpelqualitat
haben (Annahme 4). Studien zur Reaktion von Zellgindie physikalischen Struktu-
ren von Biomaterialien umfassen Untersuchungen Pantikelgrof3e, Porositat und
Oberflachentopographie [128, 157, 158]. Bei deflie#genden Studie zum Einfluss der
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Oberflachenstruktur sollte ein Uberblick geschaffeerden, ob durch modifizierte
Oberflachentopographien die Haftung und die Quadigi Konstrukte verandert wer-
den. Um einen zuséatzlichen Einfluss des Tragernadgeauszuschlie3en, wurden aus-
nahmslos die Trager Sponceram Hdéer Firma Zellwerk einer Charge verwendet.
Diese konnten aufgrund ihrer geringen Stabilitat durch einfaches Schleifen mit
Papier und Folie bearbeitet werden.

Im ersten Schritt wurden Chondrozyten in einer Mayer auf die Trager ausgesat
(Schritt b des Protokolls). Nach zwei Wochen walrdan rasterelektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen (Abbildung 4.12) eine geschlosséailschicht auf den unbehan-
delten Tragern sichtbar, wahrend sich deutlich geniZellen auf der Oberflache der
behandelten Trager befanden. Eine Zellzahlung euaf uhbehandelten Tragern mit-
hilfe einer Dapi-Farbung ergab 2,9°100,4-10 Zellen pro Trager (n = 4). Mit einer
Anfangszellzahl von 2. 2@Zellen fand also trotz der beobachteten geschiess2ell-
schicht nur ein geringes Wachstum statt, wahrendzdélge auf den behandelten
Trageroberflachen die ausgesaten Zellen abstarden micht adharieren konnten.
Daraus kann abgeleitet werden, dass Chondrozytear den beschriebenen Bedin-
gungen raue und inhomogene Oberflachen zur Adhdseorzugen. Die Ergebnisse
anderer Studien bezuglich der Adhasion und Pralil@n erscheinen widersprichlich.
Wahrend Boyaret al. [129] weniger Chondrozyten aus der Wachstumsfugedem
Epiphysenknorpebuf rauen im Vergleich zu glatten Titan-Oberflactianden, be-
obachteten Deligianret al. [124] einen Anstieg der Zelladhasion und Prolifiera
von Knochenmarkstammzellen auf raueren Oberflaches Hydroxylapatit. Die
variierenden Ergebnisse kamen mdglicherweise duratterschiedliche Bio-
materialien, GroéfRenordnungen der Rauigkeit, Zedltyp Spezies und Alter der
Donoren, Differenzierungsstadien oder Kultivierusggingungen zustande.

Im Anschluss wurden Knorpel-Trager-Konstrukte aeih derschiedenen Oberflachen
angefertigt. Die Haftung des Knorpels auf den mpuiften Strukturen war weniger
stark als auf den unbehandelten Oberflachen. Dies®s mit den Ergebnissen aus der
Zellvermehrung vereinbart werden, bei denen aufuddehandelten Oberflachen eine
hohere Anzahl an Zellen gefunden werden konntewB#sren blieben nach der
Trennung des Knorpels vom Trager mehr als fiinfroavisle Zellen auf dem unbe-
handelten Trager im Vergleich zu den modifiziert@pographien zurtick. Méglicher-
weise hafteten die Zellen auf dieser Oberflachekst@o dass die untersten
Zellschichten beim Abziehen des Gewebes auf demerié&ngen blieben.

Die Mittelwerte der H6hen, Massen und E-Module daesrpels auf den unbehandel-
ten Tragern erreichten etwas niedrigere Werte inngé&eh zu den modifizierten
Oberflachen, allerdings bestand nur eine signiti&abifferenz in der H6he. Die his-
tologischen Farbungen zeigten eine ungleichmaliigereilung von Kollagenen und
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Glykosaminoglykanen im Gewebe, das auf den unbeti@ndOberflachen kultiviert

wurde (Tabelle 4.7). In den Grenzschichten zum 8raglbst war unter keiner Ver-
suchsbedingung eine Abstufung zum restlichen Gevegligbar, so dass die Unter-
schiede in den Parametern im gesamten Gewebentlegta

Tabelle 4.7: Qualitative Zusammenfassung der Eigenschaften der kultiviekawrpel-Trager-
Konstrukte unter Verwendung verschiedener Tragefiéloben (Abkirzungen: + positive Ergeb-
nisse, — negative Ergebnisse, +/-keine Unterschiede, ++signifikant héhere Ergebnisse).

Oberflachen- unbehandelter Trager geschliffen Trager geschliffen
modifikation Trager mit Papier mit Folie
Oberflachenstruktur rau und inhomogen glatt sttt

Proliferation
(Monolayer)

Haftung + - -
Biomechanische
- + +
Parameter
Biochemische +- +- +/-
Parameter
Histologie - + +

Zellzahl nach Tren-

nung Knorpel/Tréager o ) )

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine Modifirgeder Oberflache zu kleinen
Veranderungen in der physikalischen Qualitat dendfiakte, in der Verteilung von
Kollagenen und Glykosaminoglykanen, in der Haftumgschen Knorpel und Tréager
und in der Adhasion und/oder Proliferation von Ghraayten flihrte. Diese Studie
lieferte erste Ergebnisse zum Einfluss der Obdréastruktur von Sponceram HA
auf die Knorpelbildung der Konstruktéur Interpretation der Effekte und Verbesse-
rung der Knorpelqualitdin vitro durch die Oberflachentopographie werden jedoch
weiterfuhrende Versuche benétigt.

Im letzen Abschnitt dieses Kapitels wurden die Natdigkeit und der Einfluss der
Zellbeschichtung, die urspriinglich zur VerbessemmggHaftung zwischen Trager und
Knorpel eingefiihrt wurde, nach den VerdnderungeKirtivierungsprotokoll erneut

untersucht. Das unphysiologische Wachstum in elt@nolayer auf der Oberflache
des Biomaterials konnte zu einer weiter fortscbrelen Dedifferenzierung der sedi-
mentierten Zellen fuhren. Dedifferenzierte Zellerederum geben mdglicherweise in
der sich anschlieenden Knorpelkultur Signale analis dem Alginatgel gelosten
Zellen wetter, die sich negativ auf die Redifferenzng und die Knorpelbildung aus-
wirken kénnen. Aus diesen Grinden wird empfohleam 8chritt b aus dem Protokoll
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zu streichen. In Abbildung 4.15 und 4.16 sind kedesitlichen Abweichungen zwi-
schen den Kaultivierungen mit und ohne Zellbeschiobt sichtbar. Da auch keine
Unterschiede in der Haftung zwischen Trager undrigabbestanden, ist eine Zellbe-
schichtung in diesem Stadium der Arbeiten nichorelérlich. Dennoch wurde in den
folgenden Versuchen der Schritt b weiterhin durdiige, da die Abschaffung eine
grundlegende Anderung im Standardprotokoll bedehiitie, so dass keine Vergleich-
barkeit zu den vorherigen Versuchen gegeben ware.

Einfluss der Kultivierungsdauer

Das Protokoll schreibt eine dreiwtchige Kultivieguder Konstrukte in der Knorpel-
kultur vor. Mit der Verbesserung der Knorpelquald@r letzten Jahre ist jedoch nicht
mehr sichergestellt, ob es sich bei diesem Kultivigszeitraum um eine optimale
Ausschopfung des derzeitigen Protokolls handel iDivitro Zichtung vor der Im-
plantation soll in Bezug auf klinische Anwendungem kurz wie mdglich gehalten
werden. Damit wirden sich auch der Aufwand undKhbsten in der Forschung be-
trachtlich verringern. Zusatzlich kann die zeitkcEntwicklung des Knorpelgewebes
Anhaltspunkte fur Variationen anderer ParameteKirtivierungsprotokoll schaffen.

Die Qualitat der Knorpel-Trager-Konstrukte zeigtne starken Veranderungen Uber
den Kultivierungszeitraum. Der E-Modul und der GA¥8halt wiesen schon nach
einer zweiwdOchigen Kultivierung ein wenig pragnantdaximum auf, so dass eine
langere Kultivierungsdauer Uber die vorgeschriebhedesi Wochen hinaus nicht

sinnvoll erscheint.

In ahnlicher, aber ausgepragterer Weise verhiedieh dagegen die Knorpel-Kon-
strukte ohne Trager. Die Masse und das GAG/DNA-¥lnis stiegen Uber die ge-
samte Dauer von funf Wochen an, wahrend der GAGaGeimd der E-Modul nach

drei Wochen ein Maximum erreichten und anschlieRemler deutlich abnahmen.
Der DNA-Gehalt sank Uber den gesamten Zeitraungcjedicht die absolute DNA-

Menge im Knorpel, so dass nicht von einem Absterdb@nZellen ausgegangen wer-
den kann.
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5 EINFLUSSE AUF DIE REPRODUZIERBARKEIT DES
SYSTEMS

Aufgrund der hohen Abweichungen in den Niveaus dechanischen und bio-

chemischen Parameter der Knorpel-Konstrukte, diendeheinander durchgefihrten
Versuchen unter identischen Bedingungen auftrakann auf eine unzureichende
Reproduzierbarkeit des Verfahrens geschlossen wemie Ergebnisse der oben dar-
gesteliten Studien stammten jeweils aus einem Hxpat, um den Sachverhalt der
beobachteten Phadnomene sicherzustellen und falSdidussfolgerungen durch
gegebenenfalls versuchsabhangige Schwankungensabhsez@en. Parallel zu jedem
Versuch wurden Kontrollkultivierungen durchgefihum eine Vergleichbarkeit

zwischen den einzelnen Versuchen abzuschéatzemederd Kapitel wird zunachst die
schwache Reproduzierbarkeit dargestellt und sdidiefvurden Faktoren untersucht,
von denen ein Einfluss auf die Reproduzierbarksiiaetet wurde.

Die Knorpel-Konstrukte zur Kontrolle wurden im Irfsator nach dem Standardproto-
koll angefertigt. Es wurden jeweils Konstrukte ohfgiger hergestellt, da grol3ere
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchen éeeiKdltivierung mit einem
Trager beobachtet wurden. Zusatzlich zum Einfluss Tragers selbst wirkte sich der
Herstellungsprozess der Knorpel-Trager-Konstruldgativ auf die Reproduzierbar-
keit aus (Kapitel 4.5). Desweiteren entstandentmicih Schwankungen im Niveau des
E-Moduls, des GAG-Gehaltes und des GAG/DNA-Verhsdes, sondern zum Teill
wendete sich auch das Verhéltnis dieser Parametsclzen der Kultivierung mit und
ohne Trager. Die in Kapitel 4.3 geschilderten Ergste zur Untersuchung des
Tragereinflusses zeigten eine signifikante Abnald@eKnorpelqualitdt von Knorpel-
Trager-Konstrukten im Vergleich zu dem tragerloBgorpelgewebe. In 70% (insge-
samt 25% signifikanty = 0,05) aller Versuchsansatze waren die Mittelveker E-
Module der Knorpel-Konstrukte ohne Trager héherdsdsder Konstrukte mit Trager,
in 15% bestand kein nennenswerter Unterschied, inabE5% (insgesamt 8% signifi-
kant,a = 0,05) waren die Mittelwerte der E-Module der Kyel-Trager-Konstrukte
hoher als die der Kultivierung ohne Trager (n = BBzlglich des GAG-Gehaltes da-
gegen war ein héheres Niveau in 77% (insgesamt &i§#éfikant,o = 0,05) der Ver-
suche bei den Knorpel-Konstrukten festzustellen.dfgser Stelle war in keinem Fall
der GAG-Gehalt der Knorpel-Trager-Konstrukte hohals der der Knorpel-
Konstrukte.
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5.1 Herstellung von Konstrukten unter identischerBedingungen

An dieser Stelle werden die ansatzabhangigen Witexde zwischen den Kultivie-
rungen aufgezeigt. Die Versuche wurden nacheinamaker identischen Bedingungen
mit Zellen desselben Donors durchgefthrt.

Am Ende der Alginatkultur sind Unterschiede in daozentsatzen der Kollagen Typ |
und Il produzierenden Zellen und im GAG/DNA-Veringt zwischen den Ansatzen
sichtbar (Abbildung 5.1). In diesem Fall war eineuBeilung nach statistischen Me-
thoden nicht moglich, da die eingezeichneten Statadaveichungen in Abbildung 5.1
auf mehrmaligen Probenahmen aus demselben Ansathdme GroRere Schwankun-
gen fallen vor allem im GAG/DNA-Verhaltnis auf, di&ellen aus Ansatz (3) und (4)
produzierten deutlich mehr Glykosaminoglykane ads der anderen Versuche. Die
Abweichungen in der Anzahl an Kollagen produzieendZellen lassen sich
moglicherweise auf die Auswertungen oder Farburmerickfihren, da diese nicht
zeitgleich erfolgt waren.

[JKollagen! [Kollagen!l [l GAG/DNA
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Abbildung 5.1: Anzahl der Kollagen Typ | und Typ Il produzierendgellen und das GAG/DNA-
Verhaltnis nach der Alginatkultur, die jeweils unidentischen Bedingungen und mit Zellen des-
selben Donors durchgefiihrt wurden (n = 4 je Ansatz)

Grolere Differenzen zwischen den Versuchsansaizdram Ende der Knorpelkultur
erkennbar (Abbildung 5.2). Auffallig sind die gersesen E-Module aus den Ansatzen
(5) und (6), die um 58% voneinander abweichen Qp061). Die Unterschiede in den
GAG-Gehalten dagegen sind aufgrund der grofRen 8tgeunicht signifikant
(p =0,183). Letztendlich ergab sich eine durchitlithe Abweichung aller E-
Module um 40,5% und der GAG-Gehalte um 21,5%.

78



REPRODUZIERBARKEIT DES SYSTEMS

0,15 30
% 0,10+ g 20 4
> T (@)
g 0,05 31 10-
. 3

0,00- 0-

B @ 3 @ (O 6 1 @ 3 @ G (®)
Ansatz Ansatz

Abbildung 5.2: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Konstrukten ohmedger verschiedener
Ansatze, die unter identischen Bedingungen aueZelesselben Donors hergestellt wurden. Signifi-
kante Unterschiede sind aus Griinden der Ubersibkéit nicht eingezeichnet (n = 3 fiir den E-Mo-
dul, n = 4-8 fir den GAG-Gehalt je Ansatz).

5.2 Donoren

Desweiteren wurde die Bedeutung des Donors aufefialtierende Knorpelqualitat
untersucht. Da schon zwischen den einzelnen Ansamter identischen Bedingungen
grol3e Abweichungen bestanden, wurden hier nun lgwendestens vier Ansatze je
Donor zusammengefasst. Anderenfalls kdnnten beild@stellung eines einzelnen
Versuches Unterschiede falschlicherweise auf dembDpurtickgeflhrt werden.

Trotzdem wurden auch hier signifikante Unterschiedeschen den einzelnen Dono-
ren offensichtlich. Bei der Darstellung der Ergesiseiaus der Alginatkultur in Abbil-
dung 5.3 fallen zunachst aber kaum Differenzen auf.

—JKollagen! [Kollagen!l [ GAG/DNA
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Abbildung 5.3: Anzahl der Kollagen Typ | und Typ Il produzierendgellen und das GAG/DNA-
Verhéltnis nach der Alginatkultur, die unter identien Bedingungen und mit Zellen der Donoren (1)
bis (3) durchgefuhrt wurden. Die Ergebnisse jedemdds stammen aus 6, 4 bzw. 4 Ansatzen
(oo = 0,05).
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Abbildung 5.4 dagegen zeigt ein signifikant niedrgs E-Modul (p < 0,001) und
einen signifikant niedrigeren GAG-Gehalt (p = 0,00 die Zellen des dritten Do-
nors. Auch im GAG/DNA-Verhéltnis ergab sich eingnsfikante Differenz: Donor (1)
besald ein signifikant hoheres GAG/DNA-Verhéltnis Bbnor (3) (Tabelle 8.11 im
Anhang 8.2, p=0,037). Die DNA-Gehalte dagegen unterschiedech snicht
signifikant (p = 0,547).
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Abbildung 5.4: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Konstrukten ohhgiger, die unter iden-

tischen Bedingungen und mit Zellen der Donorerb{4)(3) hergestellt wurdeRie Ergebnisse jedes
Donors stammen aus 6, 4 bzw. 4 Ansatzen (n = @diwrE-Modul, n = 5 fir den GAG-Gehalt je An-
satz,a = 0,05).

5.3 Porcine Seren

In den Abschnitten 5.1 und 5.2 sind die Abweichungeischen wiederholten Versu-
chen dargestellt. Die Reproduzierbarkeit wird zzigdt neben anderen Faktoren
durch die Wahl des Serums wéhrend der Alginat- Kindrpelkultur beeinflusst. Die
Chargen des porcinen Serums sin@n Gegensatz zu dem fétalem Kalberserum im
Proliferationsmedium nicht standardisiert und besitzen unterschiedliéheammen-
setzungen. Die unter 5.1 und 5.2 dargestelltenldfigee wurden jedoch unter Ver-
wendung des gleichen porcinen Serums (Serum 2rdgein) angefertigt. Zur Uber-
prifung des Einflusses unterschiedlicher Seren smurddnorpel-Konstrukte mit drei
verschiedenen porcinen Seren wahrend der Algimat-der Knorpelkultur hergestellt.

Nach Ende der Alginatkultur haben sich keine delmn Unterschiede in der Anzahl
der kollagenbildenden Zellen und im GAG/DNA-Verhddt gezeigt (Tabelle 5.1). In
Abbildung 5.5 sind die E-Module und GAG-Gehalte Jwnorpel-Konstrukten dar-

gestellt, die mit drei verschiedenen porcinen Sémetter Alginat- und Knorpelkultur

hergestellt wurden. Die Verwendung des dritten 8srbob sich im E-Modul von den
anderen beiden ab. Signifikante Unterschiede wgegloch nur in der Ho6he

(p =0,015), Masse (p <0,001) und im GAG/DNA-Vémh& (p < 0,001) zu finden

(Tabelle 8.12 im Anhang 8.2).

80



REPRODUZIERBARKEIT DES SYSTEMS

Tabelle 5.1:Anzahl der Kollagen Typ | und Il produzierendenl@elund das GAG/DNA-Verhaltnis
nach der Alginatkultur, in der die Zellen mit drggrschiedenen porcinen Seren kultiviert wurden

(1 Ansatz, n = 4 je Bedingung).

Serum 1 Serum 2 Serum 3
Einteilung der Seren LOT A07229-234, LOT 5084244D, LOT 5614735D,
PAA Laboratories Invitrogen Invitrogen
Kollagen Typ 1 [%] 998 + 0,3 995 + 05 95,2 40
Kollagen Typ Il [%)] 995 + 0,6 99,7 £ 0,6 925 ¥,0
GAG/DNA [pg-ud 159 + 3,0 16,7 £+ 14 183 £ 21
0,10 30
T 0,08 :
2. 0,06 o 207
5 J —
3 0,04 El
= i 0 104
| 0,02+ <
u ] )
0,00- 0-
1) @) ©) 1) ) 3)
Serum Serum

Abbildung 5.5: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Konstrukten ohheiger, die in der Knor-
pelkultur mit verschiedenen porcinen Seren kuliivieurden (n = 3 je Bedingung).

5.4 Proliferation

Abweichungen in den Kultivierungsbedingungen, die Beproduzierbarkeit beein-
flussen, kbnnen schon wahrend der ProliferationZidien auftreten. In der Literatur
finden sich Hinweise, dass Chondrozyten bei unphygisch vielen Zell-Zell-
Kontakten mit einer Umstellung ihres Metabolismesagieren [159]. Desweiteren
spielt eventuell der Zeitpunkt der Gabe von FGHl&s Signaltransduktionswege in
der Zelle aktiviert, wahrend der Proliferation eRRelle.

Daher wurde die Qualitat von Alginatkulturen unterst, die mit Zellen aus verschie-
denen Expansionskulturen unter verschiedenen Bewgen angefertigt wurden
[160]. Die Zellen wurden bis zur dritten Passagenehrt. Die Ernte zur Herstellung
der Alginatkultur erfolgte dann entweder bei vdlisliger Konfluenz oder bei
80%iger Subkonfluenz. Einem Teil der Zellen wurademeinmal zwei Tage vor der
Ernte FGF-2 zugesetzt. Die anderen Zellen erhidliehTage zuvor die letzte FGF-2-

Ration.

Eine statistische Analyse der in Abbildung 5.6 datgllten Daten konnte durchge-
fihrt werden, da diese aus jeweils drei parallgiedertigten Kulturen stammten. Die
Ergebnisse zeigten einen Einfluss der Kultivierloegsngungen wéhrend der Pro-
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liferation auf die Redifferenzierung im Alginatgé&lie Anzahl der Kollagen Typ | und
Il produzierenden Zellen wurde durch die VerwenddagZellen aus der konfluenten
Expansionskultur erhdht. Die zusatzliche Gabe v@FR zwei Tage vor der Ernte
steigerte jeweils das GAG/DNA-Verhéltnis in der isltkultur.

[ JKollagen| [Kollagen !l [l GAG/DNA
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Abbildung 5.6: Anzahl der Kollagen Typ | und Typ Il produzierendéellen und das GAG/DNA-
Verhaltnis nach der Alginatkultur, deren Zellenarnterschiedenen Bedingungen vermehrt wurden.
Die Zellen wurden nach der Proliferation entwedeir 80%iger oder 100%iger Konfluenz abgeerntet
(Abkurzung: Konfl.— Konfluenz). Dabei erfolgte die letzte Gabe FGFrRaweder 2 Tage (mit FGF)
oder 5 Tage (ohne FGF) vor der Ernte (n = 3 je Bgdig,a = 0,05).

5.5 Alginatkultur

Um einen Effekt der GroRRe der Alginatkiigelchen dief Reproduzierbarkeit zu pri-
fen, wurden Alginatkulturen mit einem Durchmessen 2-3 mm und im Vergleich

von 5-6 mm angefertigt. Fir die Herstellung derinda Kiigelchen wurde die be-
schriebene Tropfvorrichtung verwendet, fir die gief3en Klgelchen eine Pipette mit
speziell angefertigten Spitzen (100-1000 pl, Eppefd

Abbildung 5.7 zufolge unterschieden sich die Kdturweder durch die Anteile an
Kollagen Typ | (p=0,885) und Il (p=0,313) praerenden Zellen noch im

GAG/DNA-Verhaltnis (p = 0,32). Da jeweils drei Kuten angesetzt wurden, war eine
statistische Auswertung mdglich, die keine sigaifiten Unterschiede lieferte.
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Abbildung 5.7: Anzahl der Kollagen Typ | und Il produzierendenl|@elund das GAG/DNA-Ver-
héltnis von Alginatkulturen, deren Kigelchen veredbn groReDurchmesser besallen (n =3 je Be-
dingung).

5.6 Diskussion der Reproduzierbarkeit des Systems

Wie im Kapitel 5.1 dargestellt worden ist, bestandeffallende Abweichungen zwi-
schen den Ergebnissen der einzelnen Versuche, élangéstrebt wurde, diese unter
identischen Bedingungen durchzufiihren. Wahrendein Alginatkulturen nur sehr
geringe Schwankungen sichtbar waren, wies vor atlemE-Modul mit bis zu 58%
die grof3ten Unterschiede auf. Fir den Einsatz irkdiaik und die weitere Entwick-
lung in der Forschung werden jedoch gleichbleibeQdalitdtsstandards gefordert, die
derzeit bei der Herstellung dieser Knorpel-Tragenstrukte nicht gewéahrleistet wer-
den kénnen. In der folgenden Diskussion werdenedigzAspekte bezlglich der Re-
produzierbarkeit ndher beleuchtet.

Es kann ausgeschlossen werden, dass die schleeptedrzierbarkeit durch Unge-
nauigkeiten bei der E-Modul- und GAG-Messung eniteaDie Bestimmung des E-
Moduls an der Standardprtfmaschine Zwicki fuhrtevbederholten Messungen der
gleichen Probe nur zu einer Abweichung von maxibtl Bei der GAG-Messung
wurde bei jeder Messung mit denselben Geraten mghdsn Standard im linearen
Bereich vermessen, Uber den der GAG-Gehalt derdArbbstimmt wurde.

Neben den Unterschieden durch unbekannte Faktdierpei der Kultivierung von
Zellen desselben Schweins unter identischen Bedmegu (Kapitel 5.1) sichtbar wur-
den, spielten auch der Donor und das gewéhite i8erum eine Rolle. Abbildung
5.3 zeigt, dass die analysierten Parameter dendtgultur keine Abhangigkeit vom
gewahlten Donor aufwiesen. Dennoch entstanden allsnZdes dritten Donors Kon-
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strukte minderer Qualitéat im Vergleich zu den aedebeiden (Abbildung 5.4). Die
Unterschiede sowohl im E-Modul (42%) als auch im@&&ehalt (19%) waren signi-
fikant. Auch die nativen Werte der Knorpel aus da@eben Schweineknien aus
Abschnitt 4.1, die im Einzelnen in Tabelle 8.13Amhang 8.2 dargestellt sind, zeigten
untereinander signifikante Unterschiede in den geseieen Parametern. Die grof3ten
Differenzen zwischen den Knien betrugen 64% fir BeModul, 25% fir den GAG-
Gehalt, 67% fur den DNA-Gehalt und 28% fir das GBISA-Verhéltnis und lagen
damit in einer ahnlichen GroRenordnung wie die Sufkmngen zwischen den
kultivierten Knorpelgeweben der oben abgebildetesn@en. Desweiteren wurden
Konstrukte mit drei verschiedenen porcinen Seredein Alginat- und Knorpelkultur
angefertigt. Hier waren bei der Verwendung deseersind zweiten Serums die
mechanischen und biochemischen Parameter im Vehgiim dritten Serum hdoher.
In dieser Arbeit wurde vorwiegend das zweite Sevamvendet. Nur die Versuche im
Kapitel 6 wurden mit dem dritten Serum und zum Teill Zellen des dritten Donors
durchgefiihrt. Die Kombination resultierte in niggm E-Modulen. Der Effekt auf den
E-Modul war groRRer als auf den GAG-Gehalt, so daggnommen wird, dass auch
der Kollagenanteil und der Grad der Vernetzungeaddrazellularen Makromolekiile
durch die Wahl des Serums und des Donors beeihflusgsle.

Es wird davon ausgegangen, dass die Zellen schbmewd des Auftauens und der
Expansionsphase unterschiedliche Signale erhaleindarauf reagieren. Abbildung
5.6 zur Untersuchung der Proliferation unterstilizse Aussage. Zellen, denen zu
verschiedenen Zeitpunkten FGF-2 gegeben wurde, emupei 80%iger Subkonfluenz
oder vollstdndiger Konfluenz zur Anfertigung einAfginatkultur abgeerntet. Die
Alginatkulturen bildeten ungleiche Mengen an Kadladryp I, Typ Il und Glykosami-
noglykanen. Letztendlich wurde im Standardprotokeditgelegt, dass die Ernte der
Zellen erst bei Konfluenz erfolgen sollte, da egmgleichsweise hoher Anteil an Zel-
len Kollagene produzierte. Darliber hinaus kannvdiistdndige Konfluenz durch eine
lichtmikroskopische Uberwachung leichter abgesdhaerden als eine 80%ige Sub-
konfluenz, so dass eine bessere Reproduzierbaekedrtet wurde. Die Gabe von
FGF-2 zwei Tage vor dem Ablosen resultierte in minebheren GAG/DNA-Ver-
haltnis.

Dagegen kann nach Abbildung 5.7 kein Einfluss deecBmessers der Alginatkiigel-
chen festgestellt werden. Es bestand die Vermutdags beispielsweise Stofftrans-
portlimitierungen durch gro3ere Kiigelchen einereEfauf die Redifferenzierung und
Matrixbildung der eingeschlossenen Zellen ausiibea.beiden Alginatkulturen mit

einem Kugeldurchmesser von 2-3 mm oder 5-6 mm eeigeine Unterschiede im
Prozentsatz der kollagenbildenden Zellen und im @®"GA-Verhaltnis, so dass eine
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Uberprufung des Kugeldurchmessers zur VerbessedengReproduzierbarkeit nach
der Herstellung der Alginatkultur nicht erfordehlicst.

Insgesamt lassen sich kaum Unterschiede am EndAlgeatkulturen erkennen, so
dass die gewahlten Parameter der Kollagen Typ Ilupdoduzierenden Zellen und
das GAG/DNA-Verhaltnis fir Untersuchungen zur Rejomerbarkeit des Gesamt-
systems nicht ausreichen. Desweiteren korrelieat® @AG/DNA-Verhaltnis aus 15
Alginatkulturen nicht mit den Eigenschaften deshialgend kultivierten Knorpels
(Korrelation-Koeffizient nach Pearson), so dassdeit untersuchten Parametern der
Zellen, die aus dem Alginatgel gelést wurden, kesedeutige Aussage Uber den
Erfolg der Knorpelkultivierung getroffen werden kan

Abschlielend wurden in Tabelle 5.2 Korrelationensziven den gemessenen Para-
metern nach Pearson bestimmt. Die Konstrukte wunddd Versuchen ohne Trager
unter identischen Bedingungenabgesehen vom Donor und vom porcinen Serum
angefertigt. Entgegen den nativen Werten (Kapitg) #onnte beimn vitro Knorpel-
gewebe eine signifikante lineare Abhangigkeit zivst dem E-Modul und dem GAG-
Gehalt (r = 0,725, p = 0,002) festgestellt werdemnativen Knorpel ist der E-Modul
nicht nur vom GAG-Gehalt abhangig, sondern auch Kartlagenanteil, von der Aus-
richtung der Makromolektle und der knorpelspezifest Organisation. Dieser Aufbau
konnte im kultivierten Gewebe bisher nicht beobatkterden, so dass fur die Hohe
des E-Moduls vermutlich zum grof3ten Teil die Zusansetzung wie der GAG- und
Kollagen-Gehalt verantwortlich ist. Neben den H@égschen Untersuchungen des
kultivierten Knorpels wurde zum Teil eine quantitat Bestimmung der Kollagene
durchgefihrt. Dabei enthielt der native Knorpelrathe neunfache Menge an Hydro-
xyprolin im Vergleich zum kultivierten Knorpel (vgKapitel 4.2). Die Differenz des
Kollagen-Gehaltes zum nativen Knorpel ist damitttigu groRer als im GAG-Gehalt,
der bei den entsprechenden Konstrukten bei 47%nasen Niveaus lag, so daiss
vitro im Verhaltnis mehr Glykosaminoglykane als Kollagegebildet wurden.

Eine weitere positive Korrelation zwischen der Massd der absoluten DNA-Menge
(r=0,601, p=0,018) sowie zwischen der Masse ded absoluten GAG-Menge
(r=0,768, p = 0,001) wurde bereits in vorangegaeg Arbeiten [39, 67] beobachtet
und kann in dieser Arbeit bestatig werden. EntgegrStudie von Nagel-Heyet al.
[67] wurde aber keine Korrelation zwischen der DN/d der GAG-Menge gefun-
den. Auch im nativen Gewebe konnte nur eine selwache und daher nicht rele-
vante Korrelation zwischen dem GAG- und DNA-Gehalt 0,218, p = 0,014) be-
rechnet werden. Dieser Sachverhalt ist allerdirggsalem imin vitro Knorpel nicht
erstaunlich, da die Produktion der extrazellulahdatrix von diversen, grof3tenteils
zurzeit nicht bekannten Faktoren abhangt und metvon der Zellzahl. Tabelle 5.2
zeigt allerdings eine negative signifikante Kortiela zwischen dem DNA-Gehalt und
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der absoluten GAG-Menge (r =-0,601, p = 0,016)s Rann bedeuten, dass es sich
negativ auf die GAG-Synthese auswirkt, wenn dielefelnphysiologisch nah bei-
einander liegen. Eine andere mogliche Interpratasig dass die Zellen nah beieinan-
der liegen, da sie aus einem anderen Grund nuigedslykosaminoglykane produzie-
ren und damit nicht weiter auseinander wandern &dnn

Tabelle 5.2: Korrelationen zwischen metabolischen, physikalischenechanischen und bioche-
mischen Parametern von Knorpel-Konstrukten aus disithen (x signifikant mito = 0,05).

Masse | E-Modul | DNA | DNAws | GAG | GAGus. %ﬁfA’
[mg] [MPa] | [ug-mg’] | [ug] |[ug-mg" | [ugd] (g 1G]
Qeears | T| 0076 | -0,750| 0,021 0,064 | -0,393 | -0,173| -0,209
[mmol-h"] |p| 0,787 | *0,010 0,941 0,820 0,147 0,537 0,455
Joc[mmol- | r| -0425| -0,248| -0424| -0,847| 0052 | -0,292 0,362
ht.zelle'] | p 0,114 0,373 0,115 | *< 0,01 0,885 0,291 0,185
Quakass. | T| -0,492 0271 | -0069| 0284 0,002 0,170 0,041
[mmol-hY | p| 0315 0,325 0,868 | 0,305 0,996 0,545 0,886
Quak[mmol- | r| -0,359 0269 | -0482| -0,788| 0,293 | -0,118 0,519
h'zelle] [p| 0,118 0,333 0,068 | *< 0,01 0,289 0,676 | *0,048
Masse |r -0,053 | -0,492 0,601 | -0,038 0,768 0,338
[mg] p 0,851 0,063 | *0,018 0,892 | *0,001 0,217
E-Modul | r 0,120 | -0,121 0,725 0,411 0,400
[MPa] | p 0,667 0,669 | *0,002 0,128 0,140
DNA |r 0,392 | -0,326 | -0,601 0,903
[ug-mgl | p 0,149 0,235 | *0,016 | *<0,01
DNAws. | T -0,331 0,248 | -0,481
[1o] p 0,228 0,374 0,070
GAG |r 0,603 0,631
[ug-mg’ | p *0,017 *0,012
GAGam. | T 0,698
[ma] P *0,004

Daneben fallt die negative lineare Korrelation ohisn der Glucoseverbrauchsrate
und dem E-Modul auf, fur die keine Erklarung odestitigungen in Studien anderen
Arbeitsgruppen gefunden werden konnte. Die zelifsigehe Glucoseverbrauchs- und
Laktatbildungsrate, also die Stoffwechselraten pedle, nahmen bei einer erhdéhten
absoluten DNA-Menge ab. Schneidgral. [161] fanden einen Zusammenhang zwi-
schen der Glucoseaufnahmerate und der zur Verfugtalgenden Glucosemenge bei
Chondrozyten. Es wurden bei gleicher Zellzahl lexley gewahlten Glucosekon-
zentration (5,6-25 mmoll) etwa 30% der Glucose umgesetzt, so dass beiiggedr
Konzentrationen der Verbrauch pro Zelle sank. &s€r Arbeit stand bei einer hohen
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Zellzahl im Konstrukt weniger Glucose pro Zelle Yergleich zu kleinen Zellzahlen
zur Verfugung. Der Glucoseverbrauch pro Zelle waglen Kulturen mit hoher DNA-
Menge geringer, obwohl noch ausreichend GlucoseMedium vorhanden war
(> 10 mmol- [!). Weitere Schlussfolgerungen aus den Stoffwechiseirkénnen nicht
gezogen werden, da die Zusammenhange zwischemdiggkdem Wachstum, der
Matrixbildung und der Speicherung in den Zellerhhisekannt sind.

Die Ergebnisse dieses Kapitels haben gezeigt, lstssr nur wenige Zusammenhange
und Wechselwirkungen in der Gewebekultur verstargieth Diese Vorgange sollten

in Zukunft untersucht werden, um damit die Kultrdegsbedingungen entsprechend
zu verbessern. Die Bestimmung der Ursachen flrsdievache Reproduzierbarkeit
und eine Steigerung dieser sind dringend erfoxderli
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6 HYDROSTATISCHER DRUCK WAHREND DER
KULTIVIERUNG

Die Bewegung und die Belastung des Kniegelemkestu tragen wesentlich zur Ent-

wicklung und Aufrechterhaltung gesunden Knorpels Bs ist somit denkbar, dass
auch das Aufbringen von Kraften vitro die Bildung einer hoherwertigen extrazellu-
laren Matrix fordert. Es entsteht neben Scherkndft€ompressionskraften und einer
Flissigkeitsbewegung Druck im Gelenkknorpel. Daldegernimmt der Druck einen

grof3en Anteil der schnell aufgebrachten Krafte. digisem Kapitel soll der Einfluss

von hydrostatischem Druck wéhrend der Herstelluog Kinorpel-Trager-Konstrukten

bestimmt werden.

Das Standardprotokoll bildete die Grundlage flrKldtivierungen unter Druckbeauf-
schlagung. Im Folgenden wird jeweils ein Verglemhischen den statischen, unbe-
lasteten Konstrukten in dem Inkubator und den betlas Konstrukten in den Druck-
reaktoren vorgenommen. Zu Beginn werden die Kelttungen im bereits vorhan-
denen Druckreaktor (Gasdruckreaktor) beschriebeaesdd Reaktor wurde in einer
vorangegangenen Arbeit [141] entwickelt und hiert@reverwendet. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde die Steuerung des Reaktothilfe von Dipl.-Ing. R.
Grajetzki (Institut fur Bioprozess- und Biosystentiaik) auf das im Institut vorhan-
dene ProzessleitsysteRrocess Control SysterRCS, PC Worx 3, Phoenix Contact,
Blomberg) umgestellt. Dadurch wurde es mdglich, Mieswirkung der Belastung
wahrend der verschiedenen Phasen des ProtokollsliienBelastungsdauer zu unter-
suchen.

Im Korper entstehen durch die verschiedenen Bewggguules Kniegelenkes unter-
schiedliche Geschwindigkeiten der Lastbeaufschlgglis ist aus der Literatur be-
kannt, dass auch die vitro verwendeten Frequenzen einen Einfluss auf die tieak
der Zellen haben. Die Effekte weichen jedoch aufdruder unterschiedlichen
Kultivierungsbedingungen und Druckamplituden voaeiter ab, so dass die
Geschwindigkeit der Lastbeaufschlagung fur jededtiHerungsverfahren erneut
untersucht werden muss. Daher wurde ein zweiteckdeaktor (Kolbendruckreaktor)
konstruiert, mit dem unterschiedliche Frequenzeri die Knorpel-Konstrukte
aufgebracht werden konnten.

6.1 Gasdruckreaktor
Funktionsprinzip des Bioreaktors

Der Gasdruckreaktor besteht aus einer Belastungskadie die gleichzeitige Kulti-
vierung von sechs Knorpel-Konstrukten ermdglichbl§Adung 6.1). Die Gasver-
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sorgung wird Uber das Prozessleitsystem gestdbieriMiassendurchflussregler stellen
aus Kohlenstoffdioxid, Stickstoff und Luft ein Gasgisch mit einer Zusammen-
setzung von 5% CQOund 5% Q her. Das Gas wird Uber ein Befeuchtungsgefafd und
einen Sterilfilter (Sartorius, Gottingen) in die lB&tungskammer geleitet. Uber einen
weiteren Sterilfilter gelangt das Abgas durch eiagvetventil (stromlos gedffnet,
Buschjost Norgren, Bad Oeynhausen) in die AtmosphZum Druckaufbau schlief3t
das Auslassventil, wahrend die Gaszufuhr hoch géregrd. Die H6he des erreichten
Druckes wird dabei tber den Gasvolumenstrom und@svordruck bestimmt. Zur
Entlastung 6ffnet das Auslassventil und die Massestdlussregler werden herunter
geregelt. Die Belastungskammer und das Befeuchgef@® wurden aus PEEK
gefertigt.

1
a i b
(@) 00 oo (b)
15
o Massendurch-
N, ..,Jq_'i, flussregler
10:
10
LUft»-JQ—(chL
1S
i<
Abgas

Belastungskammer  BefeuchtungsfaR

Abbildung 6.1: Gasdruckreaktor: (a) Schematischer Aufbau des Resaktit Peripherie, (b) Auf-
nahme des Reaktors mit angeschlossenen Befeucrfafs

Kultivierungsbedingungen

Der Bioreaktor befand sich wahrend der Kultivierumg einem Warmeschrank
(WB120, Mytrom) bei 37°C. Die Gaszusammensetzungde/déaglich mithilfe eines
Abgasanalysators (Binos 100 2M, Rosemount, Wegstiagtrolliert.

Die Kulturen wurden fur 6 Stunden am Tag mit eimeermittierenden Belastung be-
aufschlagt. Innerhalb einer Minute wurde der Ubgclrvon 0,3 MPa mit einer Be-
gasungsrate von 50 L*haufgebaut. In der nachfolgenden Entlastungsphaselen
eine Minute mit der niedrigen Begasungsrate von!5 lbegast. Der Druckverlauf ist
in Abbildung 6.2 dargestelit.
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Abbildung 6.2: Druckverlauf in der Belastungsphase des Gasdruktresa

Die Alginatkulturen wurden direkt nach der Hersteti in den Bioreaktor gesetzt und
zwei Wochen parallel zu den unbelasteten KulturerErlenmeyerkolben kultiviert.

Aufgrund der Verdunstung des Mediums durch die hoBasvolumenstrome wurde
hier ein hoheres Medium-Alginat-Verhaltnis gewdailt bei den unbelasteten Kultu-
ren, so dass sich in jeder Vertiefung 2 mL Alginatl 6 mL Medium befanden. Alle
anderen Bedingungen (Mediumwechsel, Wachstumstakiséatze etc.) entsprachen
der unbelasteten Kultur im Inkubator.

Die Knorpel-Konstrukte wurden zunéchst zwei Woclmereiner 12Well-Platte im
Inkubator kultiviert. AnschlieRend wurden diesemtiie einer sterilen Pinzette in den
Reaktor tberfuhrt. Auch hier wurde ein héheres Mexiolumen von 6 mL je Probe
aus den oben genannten Grinden gewahlt. Nach demadeBdprotokoll wurden die
Konstrukte nun eine Woche im Reaktor kultiviert.

Kultivierung ohne Belastung im Gasdruckreaktor

Anfangs wurde eine Kultivierung ohne Belastung ims@uckreaktor durchgefiihrt,
um den Einfluss des Reaktors auf die Kultivierumgviergleich zur Inkubatorkultivie-
rung in einer 12VNellPlatte festzustellen. Aus den Alginatkulturen desn Reaktor
oder Inkubator wurden Knorpel-Konstrukte ohne Trémegefertigt, die in der Knor-
pelkultur entweder im Reaktor oder im Inkubatortikigrt wurden, so dass vier Kom-
binationen von Konstrukten analysiert wurden: (1gidatkultur: Inkubator, Knorpel-
kultur: Inkubator, (2) Alginatkultur: Inkubator, Kmpelkultur: Reaktor, (3) Alginat-
kultur: Reaktor, Knorpelkultur: Inkubator, und (AJginatkultur: Reaktor, Knorpel-
kultur: Reaktor. Da nur ein Reaktor zur Verflugurtansl, war es in den nachfolgenden
Versuchen nicht mdglich, die Kontrollkultivierungeshne Belastung im Reaktor
durchzufthren.

Die Kultivierung des Alginatgels im Reaktor resite in einem leicht erhéhten
GAG/DNA-Verhaltnis und einer vernachlassigbareni&trigung des Kollagen I-Ge-
haltes im Rahmen der sonst beobachteten Schwanky@Adildung 6.3). Signifi-
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kanzniveaus werden nicht angegeben, da die geneMitelwerte und Standardab-
weichungen aus vier Einzelwerten eines einzelnesates stammen.

I Kollagen! [ Kollagen|l I GAG/DNA
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Abbildung 6.3: Anzahl der Kollagen Typ | und Il produzierendenlI@elund das GAG/DNA-Ver-
héltnis von Alginatkulturen, die im Inkubator oder Gasdruckreaktor ohne Belastung kultiviert wur-
den (1 Ansatz, n = 4 je Bedingung).

Wie in der Abbildung 6.4 erkennbar ist, haben $eine signifikanten Unterschiede
im E-Modul (p =0,913) und im GAG-Gehalt (p = 0,346&rgeben. Demgegenuber
wurde im GAG/DNA-Verhdltnis ein um 26% signifikamtiedrigeres Verhéaltnis
(Tabelle 8.14 im Anhang 8.2,=0,009 der Konstrukte bestimmt, die wahrend einer
der Phasen im Reaktor kultiviert wurden im Verdieicum Inkubator. Diese
Unterschiede entstanden hauptséachlich durch Diifere im DNA-Gehalt.

0,10 30
T 0,08- £
=. 0,06 - o 207
3 - ~
T 0,044 g
= i 0 10 4
' 0,024 b
- ] o
0,00 - 0-
Inku. Inku. Reak. Reak. Inku. Inku. Reak. Reak.
Inku. Reak. Inku. Reak. Inku. Reak. Inku. Reak.

Abbildung 6.4: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Konstrukten ohheiger, die wahrend der
verschiedenen Kultivierungsphasen (Bezeichnungbene Alginatkultur, unten— Knorpelkultur)
entweder im Inkubator oder im Gasdruckreaktor oBedastung kultiviert wurden (Abkilrzungen:
Inku. — Inkubator, Reak- Reaktor, n = 3 fiir den E-Modul, n = 3 bzw. 5 féndGAG-Gehalt fir den
Reaktor bzw. fur den Inkubator).
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Einfluss von Belastung in den verschiedenen Kahivigsphasen

Fur das Kultivierungsverfahren zur Herstellung Wmorpel-Trager-Konstrukten war

nicht bekannt, in welchen Phasen des Protokollsfiinevelchen Zeitraum hydrosta-

tischer Druck angebracht ist. Der Differenzierutags der Zellen und die Belas-
tungsdauer kénnen jedoch einen wesentlichen Eg#u$ den Erfolg der Druckbeauf-
schlagung haben [162]. Daher wurde im ersten $aheit Effekt von Druckbelastung

wahrend der Phasen Alginat- und Knorpelkultur sttdiAnschlielend wurde die Be-
lastungsdauer in der Knorpelkultur untersucht. Dazuden die Konstrukte zunachst
2 Wochen statisch im Inkubator kultiviert und seBlich einer ein-, zwei- oder drei-

wochigen Belastung ausgesetzt, damit es vor detiiiuling im Reaktor zu einer

Ausbildung der extrazellularen Matrix und einer Aftang des Gewebes an den
Trager kommen konnte.

In der Abbildung 6.5 werden die Kultivierungen inighatgel im Inkubator und im
Reaktor unter Druckbelastung verglichen. Das GAGAENerhaltnis war um fast
50% (12,4 pg-piyzu 6,3 pg-pg und der Mittelwert des Prozentsatzes an Kolldgen
produzierenden Zellen um 22% (93,6% zu 73,3%) igedunter Belastung.

[ Kollagen | I Kollagen || [l GAG/DNA

3140 60

= I

& 120- - 50

N ] ] A
e R I 40 2
5 1 1 1 J. D
S 80- r =
S 30 <
= Z
g ™ .
S 404 . - B
% 4

2 20- -10
g 1l

X 0 0

unbelastet belastet

Abbildung 6.5: Anzahl der Kollagen Typ | und Typ Il produzierendéellen und das GAG/DNA-
Verhéltnis nach der Alginatkultur, die unbelastet Inkubator oder belastet im Gasdruckreaktor
(1 Minute an/aus fiir 6 h'd 14 d) kultiviert wurde (n = 6 je Bedingung= 0,05).

Durch die Kombination aus unbelasteten und bemstatginat- und Knorpelkulturen
ergaben sich in jedem Versuch vier verschiedengivi@rungsbedingungen, die zur
besseren Ubersichtlichkeit in Tabelle 6.1 dargkstield. Die Ergebnisse aus der ein-,
zwei- und dreiwdchigen Belastung stammen aus naahder durchgefuhrten Versu-
chen, so dass fir die im Folgenden dargestelltgelifrisse sechs Versuche (3x mit
Trager, 3x ohne Trager) angesetzt wurden. Deru&Ssftler Belastungsdauer wird erst
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im néchsten Abschnitt diskutiert, an dieser Stedl die Wirkung wahrend der Phasen
Alginat- und Knorpelkultur bestimmt werden. Abbiltly 6.6 zeigt die Anderungen des
E-Moduls und des GAG-Gehaltes der belasteten Kukistr(Belastung 2-4) bezogen
auf die unbelasteten Konstrukte im Inkubator (Belag 1), die jeweils Uber die glei-

che Zeitdauer wie die Belastungen 2-4 kultivierrdan. Unbelastete Kontrollen nach
dem Standardprotokoll mit einer Kultivierungsdaven drei Wochen in der Knorpel-

kultur wurden zu jedem Versuch parallel durchgetfiBwischen diesen Kontrollen

haben sich signifikante Unterschiede ergeben (T@lBel6 im Anhang 8.2), so dass
ein Vergleich der absoluten Werte zwischen den \Mdren nicht durchfiihrbar war.

Ein Vergleich trotz der unvermeidlichen Schwankung&ischen den verschiedenen
Ansatzen wurde ermdoglicht, indem die Werte auf déert der unbelasteten Ver-
gleichskultivierung normiert wurden (Abbildung Gfid 6.7).

Tabelle 6.1: Kombinationen der aufgebrachten Druckbelastungedeim verschiedenen Phasen des
Protokollsim Gasdruckreaktor. Die unbelastete Kultivierungdeuim Inkubator durchgefiihrt.

o Alginatkultur Knorpelkultur
Kombinationen — : — :
Kultivierungsbedingung Kultivierungsbedingung
Belastung 1 unbelastet 2 Wochen: Inkubator unbetlast 3-5 Wochen: Inkubator

2 Wochen Inkubator,
Belastung 2 unbelastet 2 Wochen: Inkubator belastelann 1-3 Wochen: 6 h'd
1/120 Hz; 0,3 MPa

2 Wochen: 6 h-&

Belastung 3 belastet 1/120 Hz: 0.3 MPa unbelastet 3-5 Wochen: Inkubato}
) N 2 Wochen Inkubator,
Belastung 4 belastet i/\l/\é?)cni%%hl\'ﬂaﬁa belastet | dann 1-3 Wochen: 6 hid
e 1/120 Hz; 0,3 MPa

— [ ein- C zwei- I drei- [ ein- C3 zwei- I drei-

o_% 300 -W('jchige Belastung = 100 wochige Belastung
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Abbildung 6.6: Anderungen deE-Module und GAG-Gehalte vafinorpel-Trager-Konstrukten nach
einer ein-, zwei- oder dreiwdchigen Belastung im H@orpelkultur bezogen auf die unbelasteten
Kontrollen: (Belastung 2) Alginatkultur: InkubatokKnorpelkultur: Reaktor, (Belastung 3) Alginat-
kultur: Reaktor, Knorpelkultur: Inkubator, (Belasty 4) Alginatkultur: Reaktor, Knorpelkultur:
Reaktor (n =3 fur den E-Modul, n =3 bzw. 5 fumd8AG-Gehalt im Reaktor bzw. Inkubator je
Bedingung).
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Abbildung 6.7: Anderungen deE-Module und GAG-Gehalte vaknorpel-Konstrukten ohne Trager
nach einer ein-, zwei- oder dreiwdchigen Belastungder Knorpelkultur bezogen auf die unbelasteten
Kontrollen: (Belastung 2) Alginatkultur: InkubatoKnorpelkultur: Reaktor, (Belastung 3) Alginat-
kultur: Reaktor, Knorpelkultur: Inkubator, (Belasty 4) Alginatkultur: Reaktor, Knorpelkultur:
Reaktor (n = 3 fur den E-Modul, n = 3 bzw. 5 fund@AG-Gehalt im Reaktor bzw. Inkubator je Be-
dingung).

In nahezu allen Versuchen waren die E-Module unéd&3ehalte geringer, sobald die
Zellen in der Alginatkultur einer Belastung ausdesgaren (Belastung 3-4, Abbil-
dung 6.6 und 6.7). Eine Ausnahme bildete der GAGaBeder Knorpel-Trager-
Konstrukte, der sich bei einer zweiwodchigen Kudtrangsdauer steigerte [163]. Der
negative Einfluss war unabhéangig von der Belasiagsr und der Art der Kultivie-

rung in der Knorpelkultur.

Dagegen konnte zum Teil eine Verbesserung der Quaki Konstrukten, die nicht
wahrend der Alginatkultur und nur in der Knorpetlulbelastet wurden (Belastung 2),
erreicht werden. Diese Ergebnisse werden im naclgischnitt genauer dargestelit.

Einfluss der Belastungsdauer in der Knorpelkultur

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Belaswaauer betrachtet, die zwischen 1-
3 Wochen wahrend der Knorpelkultur variiert wur@a die Belastung wéhrend der
Alginatkultur im Allgemeinen zu einer schlechter®nalitéat der Knorpel-Konstrukte
fihrte, werden in Tabelle 6.2 nur die absoluten t&/der unbelasteten Kultivierung im
Inkubator und der Belastung in der Knorpelkultuekstung 2) dargestelit.

Wie auch in den Abbildungen 6.6 und 6.7 sichtbarmkdurch eine zweiwéchige Be-
lastung in der Knorpelkultur die Qualitat des Knelgoverbessert werden. Der E-Mo-
dul der Knorpel-Trager-Konstrukte war um 122% hoheiihrend der der Knorpel-

Konstrukte um 18% stieg. Der GAG-Gehalt der Knofpelger-Konstrukte war um

36% und der Knorpel-Konstrukte um 7% hoher. Jedeen aufgrund der grol3en
Streuungen nur der Unterschied der GAG-Gehalte Klesrpel-Trager-Konstrukte

unter einer zweiwochigen Belastung im Vergleich anbelasteten Kultivierung signi-

fikant (p = 0,041).
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Tabelle 6.2: Physikalische, biomechanische und biochemischenfitdea der Knorpel-Trager- und
Knorpel-Konstrukte ohne Trager im Vergleich zwisaliker unbelasteten und der belasteten Kultivie-
rung in der Knorpelkultur in Abhangigkeit der Kuligrungs- bzw. Belastungsdauer (Abkirzungen:
unbel. — unbelastet, bel.belastet, n = 3 fir den E-Modul, n = 3 bzw. 5dén GAG-Gehalt im Reak-
tor bzw. Inkubator je Bedingung).

Masse Hoéhe E-Modul DNA GAG GAG/
Belastungsform ma] ] kPal tg-ma | [ug-mgl DNA
g Hg-mg Hg-mg [Mg-1gY
mit Trager

einwochige | Unbel. | 362¢34 | 1303 507#27)3 049:0005 ¥B1 | 354 +12,1
Belastung | pel, | 32,7428 | 12+02 389#81 040003 13 B+l 34,9+28

zweiwdchige| Unbel. | 419+46 | 19+02 5703409 040:008 3% | 408 +184

dreiwdchige| Unbel. | 61,1#4142 2,0+02 51,7+165 0,34+0,05 6184 | 54,2 47,7
Belastung | pel. | 66,6¢8,2 | 18%0,2 728+198 0,31+0,03 1B+ 585 +2,2

9

Belastung bel. | 34,8+5,2 16+0,3 126,3+68,5 0,42+0)02 2MA | 49,9 +2.8
5
8

ohne Trager

einwochige | Unbel. | 53031 | 19+01 757#1319 022:001 237 |1053 +158
Belastung | pel. | 404#2,1 | 1,704 9142 031+003 123®+ 40,9 +1,6

zweiwbchige| unbel. | 924+14 | 18+01 9784201 016:0[01 21 (131,985
Belastung | pel. | 91,2428 | 2,0+00 115744 0,19+002 21@H117,7 +12,1

dreiwdchige unbel. 116,0+4,¢ 25+00| 783+58 0,14+0,01 19,6 +0,8 144,6 &1y,
Belastung Bel. [117,5+3,( 25+0,1| 90,0+17,6 0,18+0,01 19,8+0,7 113,M+5

Neuer Belastungszyklus als Resultat aus den vogamgenen Versuchen

Wie die vorangegangenen Ergebnisse gezeigt habigkte vgich eine langere Belas-

tung im Vergleich zur einwéchigen Belastung posatiis. Jedoch summierte sich da-
mit die Kultivierungsdauer in der Knorpelkultur ad#5 Wochen. Da im Kapitel 4.4

beobachtet werden konnte, dass die optimale Keittiigsdauer bei 2-3 Wochen liegt,
wurde ein neuer Belastungszyklus gewéhlt. Die Kokst sollten moglichst schnell

nach der Elution aus dem Alginatgel in den Reagasetzt werden und die Kultivie-

rungsdauer sollte drei Wochen nicht Giberschreiten.

In diesem Versuch wurde die Alginatkultur unbelaste Inkubator kultiviert. Die
Konstrukte wurden dann entweder im Reaktor unteucklelastung oder zum
Vergleich unbelastet im Inkubator angefertigt. Dieerfihrung der Konstrukte in den
Reaktor wurde am flinften Tag der Knorpelkultur dhgefiihrt, so dass die Konstrukte
fir 16 Tage der Belastung (6 H.dl Minute an/aus, 0,3 MPa) ausgesetzt waren. Es
wurden Konstrukte mit Trager und ohne Trager palrahgefertigt.
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Das frihere Aufbringen einer Druckbelastung wahreéerxdKnorpelkultur resultierte in
einem signifikant hoheren E-Modul (p =0,008) urherem GAG-Gehalt
(p =0,004) sowohl bei der Kultivierung mit Trageals auch ohne Tréager
(Abbildung 6.8). Auch das GAG/DNA-Verhéltnis konntiirch die Belastung an-
gehoben werden: fiir die Kultivierung mit Trager vai,9 +4,7 ug-yy auf
29,8 +9,1 pg- kY und fir die Kultivierung ohne Trager von 42,3 2 §,g-png auf
65,2 + 3,9 pg- Liy(signifikant,p = 0,002). Im Allgemeinen waren die Werte fiir den E
Modul und den GAG-Gehalt dieses Versuches vergigielise niedrig. Dieses lasst
sich auf das verwendete Serum und den Donor zuikicdh (Kapitel 5.2/5.3).

0,10 30
T ] T
0,08 g
a Y 2 * *
= . |_*| |;| 3 - 1 —
= 0,06 > 20
S T Es)
g 0047 S 10-
w 0,02 4 I ]
. ©)
0,00 - 0-
unbel. bel. wunbel. bel. unbel. bel. unbel. bel
mit Trager  ohne Tréger mit Trager  ohne Trager

Abbildung 6.8: E-Modul und GAG-Gehalt der Knorpel-Konstrukte mitd ohne Tréager nach einer
16-tagigen Belastungsphase im Gasdruckreaktor irgl&ieh zur unbelasteten Kultivierung im Inku-
bator (Abklrzungen: unbek unbelastet, bel- belastet, n = 3 fir den E-Modul, n = 3 bzw. 5d&n
GAG-Gehalt im Reaktor bzw. Inkubator je Bedinguamg; 0,05).

Die Farbungen gegen Kollagen Typ | und Il wieseimé&aleutlichen Unterschiede auf
(Abbildung 6.9), lediglich die Kollagen I-Farbunggsl unbelasteten Knorpel-Trager-
Konstruktes wirkt intensiver. Die Safranin O-Fargutes unbelasteten Knorpels mit
Trager dagegen verfugte uUber eine sehr schwachteiMag der Glykosaminogly-

kane, wahrend die Ubrigen Konstrukte gleichmaiigedarbt wurden.
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Abbildung 6.9: Safranin O-Farbung zur Visualisierung der Glykosaglykane und immunhisto-
logische Farbungen gegen Kollagen Typ | (linke &palnd Typ Il (rechte Spalte) nach einer 16-tagi-
gen Belastungsphase im Gasdruckreaktor im Verglrichunbelasteten Kultivierung im Inkubator:
(1) mit Trager, unbelastet im Inkubator, (2) mifger, belastet im Gasdruckreaktor, (3) ohne Trager,
unbelastet im Inkubator, (4) ohne Trager, beldstgbasdruckreaktor (Skala 200 pm).

6.2 Kolbendruckreaktor
Funktionsweise des Reaktors

Mit dem Gasdruckreaktor konnten Frequenzen bisQlH2 (1 Minute an/aus) aufge-
bracht werden. Es wird aber vermutet, dass hohemguEnzen als im Gasdruckreaktor
zur Aufrechterhaltung des Knorpels bendétigt werddan schon beim Gehen Frequen-
zen bis zu 1 Hz herrschen. Daher wurde ein zw@&teckreaktor (Kolbendruckreak-
tor) nach folgenden Anforderungen konstruiert:

 Frequenzk1Hz

* Druck p<1MPa

» Temperatur T = 37°C

 Platz fur 10 Konstrukte (Abmessungen durch Halteebtungen der Trager
vorgegeben)

* Das Mediumvolumen muss mindestens 30 mL fiir 10 Kokt betragen. Dieses
Volumen sollte aber aufgrund der hohen Kosten &g Mledium und die Zusatze
nicht deutlich Gberschritten werden.
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Es muss eine Mediumhthe von mindestens 1 mm uberkKaerpeln fir den
gesamten Kultivierungszeitraum gewabhrleistet werdentzdem sollte die Ho6he
nicht mehr als 2-3 mm betragen, damit keine Trarilgpdtierungen der Gase zu
den Zellen bestehen.

Es wird eine Oberflachenbegasung mit 5% &6 CQ und 90% N gefordert, so
dass es nicht zu einer Sauerstofflimitierung undkemer Verschiebung des pH-
Wertes kommt. Eine Blasenbegasung oder ein Einlveas &lhrers ist bei Reak-
toren fur dasTissue Engineeringqufgrund der hohen Scherkrafte nicht mdglich.
Das Gas muss vor dem Eingang in den Reaktor beftusbrden.

Eine Sterilitat tUber mehrere Wochen muss gewatetegin.

Der Reaktor muss unter der Sterilarbeitsbank gebtfimverden kénnen, um das
Zellmaterial in den Reaktor zu setzen. Ein Tauses Mediums im Reaktor soll
alle zwei bis drei Tage gegebenenfalls durch eiffeudg im Deckel bewerkstel-
ligt werden.

Die Abmessungen missen so gewéhlt werden, dadleddtor in den Autoklav
und unter die Sterilarbeitsbank gestellt werdemkan

Die verwendeten Materialien mussen autoklavierbain sind den korrosiven
Eigenschaften durch die feuchte Umgebung und dadiuvestandhalten. Zusatz-
lich missen alle Materialien, die mit dem Mediunduten Konstrukten in Kon-
takt kommen, biovertraglich sein.

Der Reaktor soll an das im Institut vorhandene €sskeitsystem angeschlossen
werden, damit Belastungs- und Ruhephasen autofmmasibaufen. Die Anfor-
derungen an die Steuerung des Reaktors werdenr spétatert. Der Druck im
Reaktor soll mithilfe eines Drucksensors aufgez@athwerden.

Fur die Konstruktion dieses Reaktors wurde daszBrider Druckaufbringung tber
die Gasphase gewahlt (Prinzip (c), Kapitel 2.2sé)dass sich im Reaktor sowohl eine
Gas- als auch eine Flussigkeitsphase befinden AD#singen tber die Flissigphase
(Prinzipien (a) und (d)) kam nicht in Frage, da dime langere Kultivierung, wie sie
das Protokoll zur Herstellung von Knorpel-TrageraAkukten vorsieht, ein Umsetzen
der Proben nach der Belastung in den Inkubatorasfbch ware. Aufgrund des er-
hohten Kontaminationsrisikos und des Umsetzvorgangeger undefinierten Bedin-
gungen bei den Prinzipien (a) und (d) wurde einz€ss im Einschrittverfahren ver-
langt. Kultivierungen im Perfusionsreaktor (Pring)) wirden zu einer Uberlagerung
von Effekten aus hydrostatischem Druck und einernisdtgkeitsstrom fihren.
Desweiteren wirden die Prozesskosten aufgrund eledtigten Wachstumsfaktoren
stark ansteigen.

Um die groRen Gasvolumenstrome wie im Gasdruckoeakt vermeiden und die Be-
aufschlagung mit Druck flexibler zu gestalten, wairder Druckaufbau Uber einen
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Kolben realisiert. Wie in Abbildung 6.10 dargedtadt, befinden sich die Konstrukte
in einer Belastungskammer. Die zehn Platze furkiestrukte sind kreisféormig um
den Druckteller angeordnet, der mit dem Kolben (dee bewegliche Silikon-Mem-
bran zur Abdichtung der Belastungskammer verburnsteiDie Begasung erfolgt tber
eine Oberflachenbegasung durch zwei Magnetvenfile-\ege Typ 210, Fluid
Concept, Karlsdorf-Neuthard). Das Gas stammt auer @orgefertigten Gasmischung
(5% O, 5% CQ, 90% N), wird durch ein Rotameter (Krohne, Hamburg) ainee
Durchfluss von 0,2 L-h eingestellt undiiber einen Sterilfilter (Midisaft 2000,
Sartorius, Goéttingen) in ein mit Wasser gefllltesfd® zur Befeuchtung geleitet. Als
Motor wurde ein pneumatischer Druckzylinder (Koldarchmesser 100 mm, Hub
10 mm, Airtec, Kronberg) gewahlt. Er Ubertragt seffraft auf direktem Weg auf den
Kolben. Vor dem Druckzylinder befinden sich ein Bgel- und ein weiteres Magnet-
ventil (3/2-Wege Typ M-04, Airtec). Die Fuhrung d€slbens wird tber ein einge-
presstes Gleitlager (Iglidur A290, Igus, Koln) gdwnéistet. Die Reaktorteile, die mit
Medium und Zellen in Kontakt kommen, sind aus deavdrtraglichen Stahl 1.4435
(X2CrNiMo18-14-3, Stappert Spezial-Stahl Handely&isburg) gefertigt, die tbrigen
Teile aus dem Stahl 1.4404 (X2CrNiMo17-12-2), dewghnlich in der Lebensmit-
telindustrie zum Einsatz kommt. Der Drucksensornidurdrucksensor, Messbereich
20 bar, Burster, Gernsbach) wurde in den DeckelRiesktors eingelassen. Einzel-
heiten zur Konstruktion kdnnen der Arbeit von Attiaal. [164] entnommen werden.

Befeuchtungs-
gefaRd
Gaszufuhr—%—z I = » Abgas
v
XIRO XIR02
<«— - >
Belastungs- ] . o— 1T |
kammer |
= Membran
St . Kolben
@I
X1

Abgas

Druckluft M—v

Abbildung 6.10: Schematische Darstellung des Kolbendruckreaktors.
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Zum Druckaufbau werden die Magnetventile der Begggieschlossen und das Ventil
des pneumatischen Motors geotffnet, so dass derelottach oben gedrickt wird.
Uber die resultierende Volumenverkleinerung in @mlastungskammer wird ein
Druck aufgebaut, der vom Vordruck des Druckzylisdabhangt. Die Geschwindig-
keit des Druckaufbaus wird tGber das vor den Drulikdgr geschaltete Drosselventil
eingestellt.

Die Steuerung des Reaktors wurde von Dipl.-IngGRajetzki mithilfe des bereits er-
wahnten Prozessleitsystems erstellt. Dazu mussterKdmponenten Magnetventil
Vwvotor (Stromlos geschlossen), die Magnetventilg, Mnd V, s (stromlos geéffnet) und

der Drucksensor mit Verstarker (Typ 9243, Bursierjlas System integriert werden.
Abbildung 6.11 veranschaulicht den Ablauf der Zykldie durch die Steuerung reali-
siert werden sollte.

0’6 -] - tBelastungsphase V<étRuhenhase
At
-1 Zyklus _,
g 0,4 — At Quck
2, t
v o 3
[}
2
T 0,2 -
(5]
0
D -
0,0 = -
tlt2 t4t5

Abbildung 6.11: Anforderungen an das Prozessleitsystem zur Staegetes Kolbendruckreaktors.

Auch bei der Steuerung dieses Reaktors sollte Rurtee- und eine Belastungsphase
unterschieden werden. Wahrend der Ruhephase sndagnetventile der Begasung
geoffnet. Wahrend der Belastungsphase werden igregesamten Zeitraum die ein-
gesteliten Belastungszyklen wiederholt. Zum Drudkau schlie3en zunachst nach-
einander das Eingangs- und das Ausgangsventil dga€ting zum Zeitpunkt. tZum
Zeitpunkt § wird dann das Magnetventil des pneumatischen Majebffnet. Uber die
Zeit Atpex Wird der Druck gehalten und schlieRlich am Punkddrch Offnen des
Ventils Vyowor @auf Umgebungsdruck reduziert. Zum Zeitpunkdftnet zunachst das
Ausgangsventil der Begasung und dann zum Zeitptgntths Eingangsventil. Nach
Ablauf eines Zyklushtyy,s beginnt der Druckaufbau erneut.

Nach der Fertigstellung des Reaktors (Abbildung2biurde dieser in Betrieb ge-
nommen. Der genaue Verlauf der Inbetriebnahme deffisich im Anhang (Kapitel
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8.3). Dabei wurden die Dichtigkeit des Reaktorg, 8terilitdt, die Temperatur, der
pH-Wert und die Steuerung Uberprift und gegebetfisrdagepasst, so dass im An-
schluss der Kolbendruckreaktor fur die Kultivierangvon Knorpel-Trager-Kon-

strukten zur Verfigung stand.

Gasausgang
Drucksensor (Eingang nicht

sichtbar)

Reaktor
Kondensationsflasche Gasbefeuchtungs-
Gasausgang flasche
pneumatischer Magnetventil Vyotor
Motor und Drosselventil

Abbildung 6.12: Aufnahmedes Kolbendruckreaktors mit Peripherie.
Kultivierungsbedingungen

Dieser Bioreaktor befand sich ebenfalls wahrendKigtivierung in einem Warme-
schrank bei 37°C. Zur Begasung wurde ein vorgefiedi Gasgemisch aus 5%, 6%
CO, und 90% N (Air Liquide, Duisseldorf) eingesetzt. Der Uberdeunetrug 0,3 MPa
und wurde flr eine Stunde am Tag an finf Tagerem\Wdoche flr insgesamt 16 Tage
mit unterschiedlichen Frequenzen auf die Knorpehstaukte aufgebracht. Eine
Kultivierung der Alginatkultur im Kolbendruckreaktéand nicht statt.

In der Abbildung 6.13 ist ein Belastungszyklus @stgllt, der in einem nachfolgenden
Versuch verwendet wurde. Der Druck wird im Gegengaim Gasdruckreaktor inner-
halb kurzer Zeit aufgebaut und fir eine Minute dgelma Es ist Uber die Einstellung
des Drosselventils aber auch mdglich, den Drucgdam aufzubauen. Als Vergleich
zum Gasdruckreaktor wurde die Frequenz 1 Minutawmfgewahlt. Im Anschluss
wurden schnellere Zyklen (30 Sekunden an/aus, kGrisien an/aus) verwendet.

Bei jedem Versuch befanden sich 10 Konstrukte ubdnk Medium in der Belas-
tungskammer. Alle 2-3 Tage wurden 30 mL des Mediensetzt und Ascorbinséure-
2-phosphat und Cystein flir das gesamte Volumen gaggben, da eine Stabilitat
dieser Stoffe bei 37°C Uber mehrere Tage nicht peleidtet ist.
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Abbildung 6.13: Druckverlauf in derBelastungsphase des Kolbendruckreaktors (Zyklustirite
an/aus).

Kontrollkultivierungen zum Kolbendruckreaktor

Da im Kolbendruckreaktor nur eine Belastungskamfiiedie Kultivierung mit und
ohne Tréager vorhanden ist, mussten auch die Keitivigen der Konstrukte mit und
ohne Trager im Inkubator zusammen erfolgen. Dazudevanstatt einer 1@/ell
Platte eine 8A/ellPlatte verwendet. In jeda&ell wurde ein Knorpel-Trager- und ein
Knorpel-Konstrukt mit insgesamt 10 mL Medium geteBei jedem Mediumwechsel
wurden 6 mL Medium getauscht und Ascorbinsédure-@phat und Cystein fir das
gesamte Volumen zugesetzt. Damit ergab sich dashgl®&/erhaltnis aus getauschtem
und nicht getauschtem Medium wie im Reaktor. Esnk®reine Abweichung der
Knorpelqualitat in den &ellPlatten im Vergleich zu den Mell-Platten beobachtet
werden, in denen sich jedes Konstrukt einzeln iremiWell befand. In Tabelle 6.3
sind die Anderungen der Parameter Masse, Hohe, BiMBNA-Gehalt, GAG-Ge-
halt und GAG/DNA-Verhéltnis der gemeinsam kultivgar Knorpel-Konstrukte in
Bezug auf die Mittelwerte der einzeln kultiviert&wonstrukte angegeben. In den 6-
Well-Platten bei der Kultivierung von Konstrukten miduohne Trager waren mit
Ausnahme der Masse alle Werte der Knorpel-Tragarskakte erhoht. Die gemesse-
nen Kenngroél3en der Konstrukte ohne Trager dagegesanwniedriger.

Tabelle 6.3 Anderungen der in 8vellPlatten kultivierten Knorpel-Konstrukte (jeweilsdonstrukt
mit Trager und ein Konstrukt ohne Trager) bezogafndie entsprechenden einzeln kultivierten Kon-
strukte (4 Versuche, n = 3 fir den E-Modul, n €idden GAG-Gehalt je Versuch).

Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA
[%0] [%0] (%] [%0] [%0] [%0]
mit Trager 97+6,0| 126+264 413+1Q01 2233,1| 278+479 13,7+x74p
ohne Trager | -13,8 + 6,0 94+71 -272+7p G&7M»,7| -194+51 | -196 + 16,13
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Kultivierung ohne Belastung im Kolbendruckreaktor

Auch fur den Kolbendruckreaktor wurde anfangs &néivierung ohne Belastung im

Druckreaktor durchgefiihrt, um den Einfluss des Raakauf die Kultivierung im

Vergleich zur Inkubatorkultivierung festzustelleDie Kultivierungen wurden nach
dem neuen Belastungsprotokoll durchgefihrt. Denigeftvefand sich die Alginat-

kultur im Inkubator und die Konstrukte wurden amftén Tag der Knorpelkultur ftr

16 Tage in den Reaktor gesetzt. Es wurden Kongtriitt und ohne Trager angefer-
tigt.

Im Kolbendruckreaktor ergab sich ohne Belastun@ egjeminderte Knorpelqualitat
der Knorpel-Trager-Konstrukte im Vergleich zur lblagorkultivierung. Signifikant

niedrigere E-Module konnten beobachtet werden QW42, Abbildung 6.14). Im

GAG-Gehalt (p =0,306) und GAG/DNA-Verhéltnis (0:202, Tabelle 8.15 im

Anhang 8.2) zeigten sich dagegen keine Unterschi®ie im Vergleich zu den

anderen Kapiteln allgemein niedrigen Werte der EMe und GAG-Gehalte

kommen vermutlich durch den verwendeten Donor ued Wechsel des porcinen
Serums (Serum 3) zustande (Abschnitt 5.2 und 5.3).

0,05 30
T 0,04 g
e - <
=003 o 207
=] T = J
8 0,024 g
S - o 104
w 0,01+ - i - < ]
1 )
0,00- 0-
Inkub. Reaktor Inkub. Reaktor Inkub. Reaktor Inkub. Reaktor
mit Trager ohne Trager mit Trager  ohne Tréger

Abbildung 6.14: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Trager-Konsteskt und Knorpel-
Konstrukten ohne Trager, die entweder im Inkubatder im Kolbendruckreaktor ohne Belastung
kultiviert wurden (Abkurzung: Inkub- Inkubator, n = 3 fur den E-Modul, n =5 fur den GA&sehalt

je Bedingunge = 0,05).

Vergleich der Reaktoren

Um einen Vergleich zwischen den beiden Reaktoreschaffen, wurden Knorpel-
Konstrukte mit und ohne Tréager angefertigt und weaédrder Knorpelkultur mit einer
Druckbelastung von 0,3 MPa und 1 Minute an/ausein Druckreaktoren fir 16 Tage
beaufschlagt. Aufgrund der Betriebsweise des Kalbarkreaktors (siehe Anhang
8.3) musste die Belastungszeit auf eine Stunde am flir finf Tage pro Woche
reduziert werden. Die Konstrukte wurden dem neuetladdungszyklus zufolge am
fiUnften Tag nach der Herstellung in die Reaktoresetzt und verblieben dort bis zur
Vollendung der dritten Woche. Als Vergleich zum @askreaktor wurden im
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Inkubator Konstrukte einzeln in 1&%ell-Platten kultiviert, wahrend als Vergleich zum
Kolbendruckreaktor jeweils ein Konstrukt mit Tragerd ein Konstrukt ohne Tréger
zusammen in 6AellPlatten kultiviert wurden. Fur alle Versuchsbedingen wurden
Konstrukte mit und ohne Trager angefertigt.

Die Abbildungen 6.15 und 6.16 zeigen den Verlauf @eicoseverbrauchs- und Lak-
tatbildungsraten wahrend der Knorpelkultur im Veigh zur jeweiligen unbelasteten
Kultivierung im Inkubator. Die Glucoseverbrauchsrdtefand sich bei allen Bedin-
gungen in der gleichen GroRRenordnung. Die Lakihtigsrate dagegen war in den
beiden unbelasteten Kultivierungen hoher, so dabksein Ausbeutekoeffizient X cic
von 1,8 + 0,3 mol-mdifiir die Kultivierungen im Inkubator und ein Koefint von
1,2 + 0,3 mol-mét fiir den Gasdruckreaktor und 1,6 + 0,8 mol-tnfiir den Kolben-
druckreaktor ergaben.
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Abbildung 6.15: Glucoseverbrauchs- und Laktatbildungsraten der #okie in der Knorpelkultur:
(@) unbelastet in der 1&%llPlatte, (b) belastet im Gasdruckreaktor.
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Abbildung 6.16: Glucoseverbrauchs- und Laktatbildungsraten der #okie in der Knorpelkultur:
(@) unbelastet in derBtell-Platte, (b) belastet im Kolbendruckreaktor.

Wie die Abbildungen 6.17 und 6.18 zeigen, warenNlieaus der E-Module und der
GAG-Gehalte der Konstrukte, die unter Belastunden Reaktoren kultiviert wurden,
niedriger als die der unbelasteten. Die einzigeg8tang konnte in den Mittelwerten
des E-Moduls der Knorpel-Trager-Konstrukte durcé Hultivierung im Gasdruck-
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reaktor erreicht werden. In dem vorangegangenersuébr (Abbildung 6.8) im Gas-
druckreaktor nach dem neuen Belastungszyklus wucdidegegen die Eigenschaften
des Knorpels, der sechs Stunden am Tag unter Dykieke kultiviert wurde, im

Vergleich zur unbelasteten Kontrolle signifikantrivessert. Diese Unterschiede

werden im Kapitel 6.3 diskutiert.
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Abbildung 6.17: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Trager-Konsteiktnach der Belastung in
den Druckreaktoren. Die unbelasteten Kontrollkidtimngen im Inkubator zum Gasdruckreaktor
fanden in 12WellPlatten, zum Kolbendruckreaktor invBell-Platten statt (Gas-DR Gasdruckreak-
tor, Kolben-DR- Kolbendruckreaktor, n = 3 fur den E-Modul, n =3ab 5 fur den GAG-Gehalt im
Gasdruckreaktor bzw. im Inkubator und Kolbendruekter je Bedingungy = 0,05).

0,10 —_ 30
- =3 * *
T 0,08+ £ — ——
i 20 -
2. 0,06- £
2 004 2
§ 0,04—- 0 104
ool gl C
0,00- 0-
unbel. bel. unbel. bel. unbel. bel. unbel. bel.
Gas-DR Kolben-DR Gas-DR Kolben-DR

Abbildung 6.18: E-Modul und GAG-Gehalt von Knorpel-Konstrukten ohheiger nach der Belas-
tung in den Druckreaktoren. Die unbelasteten Kdliutiivierungen im Inkubator zum Gasdruck-
reaktor fanden in 1®Vell-Platten, zum Kolbendruckreaktor inVBell-Platten statt (Gas-DR Gas-
druckreaktor, Kolben-DR Kolbendruckreaktor, n = 3 fir den E-Modul, n =8ab 5 fir den GAG-
Gehalt im Gasdruckreaktor bzw. im Inkubator undbi€widruckreaktor je Bedingung,= 0,05).

Die immunhistologischen Farbungen gegen Kollagep Mynd Il (Abbildung 6.19)

zeigen fur alle Kultivierungsbedingungen ein glenédf3iges Gewebe. Die Intensitat
der Farbung gegen Kollagen Typ | war in den Geweldéen in den Druckreaktoren
kultiviert wurden, sowohl fir Knorpel-Trager-Konskte als auch fur Knorpel-Kon-

strukte gegeniber den Kultivierungen im Inkubatérker.
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mit Trager ohne Trager
Kollagen | Kollagen II Kollagen | Kollagen Il
(1a) (1b) (1a) (1b)
(2a) (2b) (2a) /(2b)
(5a) (5b) L (3a) (3b)
(6a) (6b) (4a)

Abbildung 6.19: Immunhistologische Farbungen gegen Kollagen T{gweils linke Spalte) und Typ
Il (jeweils rechte Spalte) von Knorpel-Trager-Kaogten: (1) unbelastet im Inkubator, Y2el-
Platte, (2) belastet im Gasdruckreaktor, (3) urgietaim Inkubator, GA/ellPlatte, (4) belastet im
Kolbendruckreaktor (Skala 200 pm).

Einfluss verschiedener Frequenzen auf die Knorfzkibig

Zur Untersuchung des Einflusses der Frequenzemiauknorpelbildung wurden in
drei nacheinander durchgefihrten Versuchen Konsrokt den Zyklen 1 Minute
an/aus (1/120 Hz), 30 Sekunden an/aus (1/60 Hz)1En8ekunden an/aus (1/30 Hz)
im Kolbendruckreaktor belastet. Jeweils fuinf Kndrpeiger-Konstrukte und funf
Konstrukte ohne Trager wurden am fiinften Tag naahHeErstellung fir eine Stunde
am Tag an funf Tagen in der Woche fur eine Dauer M0 Tagen belastet. Um den
Effekt der Frequenzen unabhéngig von den Qualiitsankungen in den einzelnen
Versuchen darzustellen, wurden in Abbildung 6.28 BiModule, GAG-Gehalte und
GAG/DNA-Verhéltnisse auf die Mittelwerte der unks&ten Kontrollgruppen
(Tabelle 8.16 im Anhang 8.2) normiert.
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Abbildung 6.20: Anderungen der E-Module, der GAG-Gehalte und deGENA-Verhéltnisse der

im Kolbendruckreaktor belasteten Konstrukte untersvhiedenen Frequenzen (1 Minute an/aus,
30 Sekunden an/aus, 15 Sekunden an/aus) bezogedieaufm Inkubator unbelastet kultivierten
Konstrukte. Die Belastung wurde fur eine StundeTayg fur 16 Tage durchgefiihrt (n = 3 fur den E-
Modul, n = 4-5 fur den GAG-Gehalt je Bedingung).

Unter jedem Belastungszyklus konnten niedrigereedlis fir alle dargestellten
Parameter unter Belastung beobachtet werden. Dobaskén Abnahmen von bis zu
70% zeigten sich anhand des E-Moduls. Aufgrund edieBaten konnen keine
eindeutigen Unterschiede zwischen den Frequenztgefaellt werden.

6.3 Diskussion der hydrostatischen Druckbelastung
Belastung in den Kultivierungsphasen Alginat- umipelkultur

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, zu welthZeitpunkt im Kultivierungs-

protokoll und fiir welche Dauer eine Belastung duhglrostatischen Druck ange-
bracht ist. Daher wurde die Druckbelastung sowohdler Alginat- als auch in der
Knorpelkultur im Gasdruckreaktor getestet. Die Btlag des Alginatgels mit einem
Druck von 0,3 MPa und einer Frequenz von 1 Minuifaas resultierte in Knorpel-
Konstrukten mit einer deutlich schlechteren QuelitdVergleich zu den unbelasteten
Kontrollen. Schon am Ende der zweiwdchigen Alginditk wurden ein um 50%

niedrigeres GAG/DNA-Verhéltnis und ein um 22% nigdrer Anteil an Kollagen

Typ Il produzierenden Zellen gemessen. Die biommisikaen und biochemischen
Parameter des generierten Knorpelgewebes wareie(3iath um bis zu 97% kleiner.
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Diese Ergebnisse wurden unabhangig von der Artkddtivierung — unbelastet oder
belastet- in der Knorpelkultur festgestellt. Eine Druckbesaflagung in dieser Form
ist daher in der Alginatkultur des beschriebeneritii@rungsprotokolls nachteilig
und wurde in weiteren Experimenten nicht mehr afiisge

In Abschnitt 2.2.4 wurde bereits erlautert, dasgeBéiberstellungen zu anderen Grup-
pen aufgrund der Unterschiede in den Kultivieruegsibpgungen, Reaktoren und ana-
lytischen Methoden kaum durchfiihrbar sind. Zum \é&ch kann daher nur eine Stu-
die mit &hnlichen Parametern herangezogen werdemnbet al. [95] fanden nach
einer dreiw6chigen Kultivierung dedifferenziertesvimer Chondrozyten in einem Al-
ginatgel unter Belastung (30 Minuten Belastung pag bei 0,2 MPa) ebenfalls einen
deutlich geringeren Kollagen Typ lI-Anteil als ka#n unbelasteten Kontrollkultivie-
rungen.

Belastungsperioden in der Knorpelkultur

In der Knorpelkultur war zunéchst vorgesehen, dimstrukte zwei Wochen im Inku-
bator zu kultivieren, um die Haftung auf dem Traged eine anfangliche Knorpelbil-
dung zu gewébhrleisten. Im Anschluss schrieb dasdataprotokoll eine weitere Kul-
tivierungswoche vor, die unter Belastung ausgefitwirde (Gasdruckreaktor,
1 Minute an/aus, 6 h:d 0,3 MPa). Dabei ergab sich ein deutlich niedegeNiveau
der gemessenen Parameter der belasteten Konsimuktergleich zu den unbelaste-
ten. Insgesamt fiel die Reaktion des Knorpelgewehgslen Tragern geringer aus als
die Reaktion der Konstrukte ohne Trager.

Es wurde vermutet, dass eine einwdchige Kultivigrunter Belastung nicht ausreicht,
um deutliche Anderungen der Parameter zu erkerehrere Studien [90, 91, 93]
zeigten zwar schon nach einer kurzen Belastungspt@s mehreren Minuten bis zu
Stunden mit hydrostatischem Druck eine Erhdhung d&NA-Konzentration von
Proteoglykanen und Kollagenen oder der Einlagemamg[>>S]-Sulfat (Proteoglykane)
und [3H]-Prolin (Gesamtkollagen). Dennoch kann daemsgegangen werden, dass
eine messbare Steigerung der Endprodukte, diedusrh die Glykosaminoglykan-
Mengen im Gewebe und die histologischen Untersugdmimestimmt wurden, einige
Tage oder Wochen in Anspruch nimmt. Eingangige i8tudu dem Kultivierungs-
verlauf unter Belastung und eine Abhangigkeit e@erlitatssteigerung von der Zeit
konnten kaum gefunden werden. Zu erwahnen ist 8iodie von Carveet al. [94],
bei der ein vergleichsweise grof3er Anstieg um dadf&che der Proteoglykan-Menge
von in vitro Knorpel in einem Perfusionsdruckreaktor nach fiWbchen erreicht
wurde. Bei einer Druckbelastung von 3,4 MPa fand gi&te Anstieg im GAG-
Gehalt zwischen der dritten und vierten Woche inal®er statt. Andere Arbeiten aus
Tabelle 2.4 (Kapitel 2.2.4) Uber kurzere ZeitrAurkennten oftmals nur Ver-
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besserungen von 10-100% aufweisen. Desweitereteme®ymithet al. [96], dass die

Menge an Aggrecan-mRNA Uber einen Zeitraum von Veggen unter Belastung im
Vergleich zu einem Tag Belastung steigt. Daher wund dieser Arbeit eine
Beobachtung der Knorpelqualitat Gber einen Kultwegszeitraum von 1-3 Wochen
unter Belastung aufgenommen. Die Ergebnisse didgbeit zeigten, dass der
Zeitpunkt, zu dem die Belastung aufgebracht witssahlaggebend fir den Erfolg ist.

Die Druckbeaufschlagung im Gasdruckreaktor wurdeéein Knorpelkultur nach einer
zweiwdOchigen unbelasteten Kultivierung im Inkubajestartet. Die Ergebnisse in den
Abbildungen 6.6 und 6.7 zeigen, dass die zweiwd@lBglastung die Qualitdt der
Konstrukte in den meisten Féllen verbesserte, awerim dieses aufgrund der grof3en
Streuungen nicht signifikant war. Es konnten hohdigelwerte der E-Module der
Knorpel-Trager-Konstrukte um 122%, der Knorpel-Kionkte um 18%, der GAG-
Gehalte der Knorpel-Trager-Konstrukte um 36% undKieorpel-Konstrukte um 7%
im Vergleich zu den unbelasteten Konstrukten eteierden. Demgegenuber zeigte
die Versuchsreihe aus Kapitel 4.4 zur Bestimmungredbptimalen Kultivierungs-
dauer, dass nach drei Wochen in der KnorpelkukurtModul und der GAG-Gehalt
der Knorpel-Konstrukte abnahmen. Bei Knorpel-Trélgenstrukten trat dieses Ver-
halten bereits in abgeschwachter Form nach zweh@tauf. Aus diesen Ergebnissen
kann abgeleitet werden, dass eine langere Drucktbelq positiv ist, aber eine drei-
wochige Kultivierung nicht tberschritten werden Itsol Im Protokoll zur hydro-
statischen Druckbeaufschlagung wurde daher fegfigaliss die Konstrukte bereits
finf Tage nach der Herstellung in den Reaktor gésetd dort fir 16 Tage belastet
werden soliten. Die Ergebnisse dieses neuen Pritgokoesen nun signifikante
Verbesserungen des E-Moduls und des GAG-GehaltesDau Differenzen zu den
unbelasteten Knorpel-Trager-Konstrukten betrugex #r den E-Modul und 42% ftr
den GAG-Gehalt. Aber auch in Tabelle 2.4 wurde lddytdass die Beaufschlagung
von Knorpelkulturen mit Druck oft nur zu kleiner&erbesserungen zwischen 10 und
100% oder sogar zu einer Abnahme der Knorpelqu#likite.

Konzept des Kolbendruckreaktors

Mit dem im Rahmen dieser Arbeit erstellten Kolbarakreaktor kbnnen Frequenzen
bis 0,25 Hz und Dricke bis 1 MPa auf die KnorpehBtoukte aufgebracht werden. Es
wird nicht angenommen, dass zur Steigerung deri@Quder Knorpel-Konstrukte die
GréfRenordnungen wahrend des Gehens (4-5 MPa ur) hendtigt werden, da sich
der Knorpel erst im Entwicklungsstadium befindet.

Da im Kolbendruckreaktor nur eine Kultivierungskaemiir die Konstrukte mit und
ohne Trager vorhanden war, wurde auch im Inkubgteeils ein Konstrukt mit und
ein Konstrukt ohne Trager zusammen in eindéfall einer 6Well-Platten Kkultiviert.
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Als Resultat ergab sich ein erniedrigtes Niveau Barameter der trdgerlosen Kon-
strukte im Vergleich zu der alleinigen Kultivierumg einer 12Well-Platte. Demge-
genuber erhdhten sich die Eigenschaften der Kndm@ajer-Konstrukte. In vorange-
gangenen Arbeiten (Dr. C. Goepfert, personlicheteMitng) wurde beobachtet, dass
sich die Knorpelqgualitat der Konstrukte verschlectet, sobald die Zellen zusatzlich
zu dem Knorpel-Konstrukt in einer Monolayer auf d@oden derMultiwell-Platten
wuchsen. Zur Verhinderung der Anhaftung von ZeHlehden Oberflachen der Platten
wurden daher diéVells mit 1%iger Agarose vor der Kultivierung beschightd/ie
auch bei dem in dieser Arbeit beschriebenen Phamevitd vermutet, dass die Zellen
sich gegenseitig im Wachstum und der Knorpelbilduhgch parakrine Signal-
molekile beeinflussen.

Vergleich der Reaktoren

Da die Reaktoren auf unterschiedlichen Prinzipiea Bruckaufbaus beruhen, wurde
zunachst ein Vergleich zwischen den Reaktoren deféihrt. Dieser Versuch wurde
bei 0,3 MPa Uberdruck mit einem Zyklus 1 Minuteaar¥ fir eine Stunde am Tag ab
dem fluinften Tag nach der Herstellung der Knorpalkutiurchgeftihrt. Wahrend die
Qualitat (E-Modul, GAG-Gehalt, immunhistologisch&bungen gegen Kollagen Typ
| und 1) der Konstrukte durch die Kultivierung iolbendruckreaktor gréftenteils
gemindert wurde, war die Differenz der Parametercldudie Kultivierung im
Gasdruckreaktor kleiner. Der E-Modul der Knorpe&der-Konstrukte wurde sogar
leicht angehoben. Trotzdem zeigte sich nicht engleéchbares positives Bild wie im
vorherigen Versuch der Belastung nach dem neueasBeigszyklus, bei dem ein
signifikant hoherer E-Modul und hoherer GAG-Gehattreicht werden konnten
(Abbildung 6.8). Vermutlich ist die gewahlte Belasgsdauer von einer Stunde am
Tag zu kurz, da zuvor eine Dauer von sechs Stuadeiiag gewéahlt wurde.

Die negativen Effekte im Kolbendruckreaktor und dieterschiede zwischen den bei-
den Reaktoren kénnen mdglicherweise anhand destgelGauerstoffkonzentrationen
(pO,) iIm Medium erklart werden. In der 23-stiindigen Ruteege stellte sich die Kon-
zentration jeweils auf etwa 70% der Luftsattigumy &/ahrend der einstindigen Be-
lastung jedoch erhohte sich die geloste Sauerstuffntration im Kolbendruckreak-
tor um durchschnittlich 23%, wahrend sie im Gaskreaktor in etwa gleichblieb oder
sogar leicht (maximal um 6%) reduziert wurdafline Messungen mithilfe einer
Sauerstoffsonde der Firma PreSens, Regensburgindm vorangegangenen Versuch
[136] konnte bei der Kultivierung von Knorpel-Trageonstrukten gezeigt werden,
dass eine Senkung des Sauerstoffpartialdruckesl @& auf 5% im Inkubator wah-
rend der Knorpelkultur zu signifikant hoheren GAGIB-Verhaltnissen (von
17,8 + 1,9 ug- iy auf 24,8 + 3,2 ug- iy « = 0,05), aber zu keiner Veranderung des
E-Moduls fiihrte. Die Erh6hung der geldsten Sau#kstozentration im Kolbendruck-
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reaktor hat demnach sehr wahrscheinlich einen nega€Einfluss auf die bioche-
mische Zusammensetzung und die biomechanischemd€igaften. Eine signifikante
Abnahme des E-Moduls wurde aber auch schon naehn Kmitivierung im Kolben-
druckreaktor ohne Belastung gemessen.

Durch den Uberdruck in den Reaktoren erhoht siathimem Henry'schen Gesetz die
Loslichkeit der Gase im Medium (Gleichung 4.1, [D6B®ie Kultivierungen in den
Reaktoren unterschieden sich bei gleicher Druckiundgl aber in der Geschwindig-
keit des Druckaufbaus. Wéahrend im Gasdruckreakioerhalb von einer Minute ein
Uberdruck von 0,3 MPa aufgebaut wurde und ansddiigRsofort wieder abfiel,
wurde der Uberdruck im Kolbendruckreaktor innerhadim finf Sekunden erreicht
und fir weitere 55 Sekunden gehalten. Der Stoffjdgoeg von der Gasphase in die
Flissigphase ist abhangig vom treibenden Konzeoisgefalle in der Flissigkeit
(Gleichung 4.2, [166]), das wiederum vom Partiadttrin der Gasphase abhangig ist.

p=HLE (4.1)
mit g — Partialdruck [bar]
H - Henry'sche Konstante [L-bar- il
¢ - Konzentration in der Fliissigphase [mal]L
£ =kartc -c) (4.2)
mit dc/dt-  Stoffilbergang [mol- £ s*]
ka - volumenbezogener Stoffubergangskoeffizieﬁ‘] [s
¢ - Gleichgewichtskonzentration an der Phasengreasieldmol- I;l]
¢ — tatsachliche Konzentration in der FIUssigphasaI-[h'f].

Im Kolbendruckreaktor war der Sauerstoffgradientctischnittlich grof3er, da Uber
einen langeren Zeitraum ein Uberdruck von 0,3 MBatdnd, so dass der Stoffaus-
tausch wahrend der Druckphase hoher als im Gasdrakior war. Die Abbildung
6.21 (a) zeigt sogar, dass bei einer Startkonztraon 70% der Luftséttigung der
Uberdruck im Gasdruckreaktor nicht ausreicht, um Sauerstoffkonzentration im
Medium zu erhdhen; sie nimmt sogar leicht bis neeiZeit von 44 Sekunden ab. Die
Gleichgewichtskonzentration an der Phasengrensléckrhoht sich tiber den Belas-
tungszeitraum (rote Gerade), da der Druck im Reajgsteigert wird. Im Vergleich
dazu ist in Abbildung 6.21 (b) die Gleichgewichtskentration im Kolbendruckreak-
tor konstant. Innerhalb von einer Minute erhdhhsgiie Sauerstoffkonzentration auf
76%. Da der Sauerstoff in den kurzen Phasen ohlastBag nicht vollstandig wieder
entweichen kann, steigt die Konzentration innerleatier Stunde bei 30 Zyklen weiter
an. Bei einem absoluten Druck von 0,4 MPa und efeggasung von 5% fkann die
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geloste Sauerstoffkonzentration auf maximal 95%ketriverden. Die Berechnungen
erfolgten nur ndherungsweise, da der StoffUberdaegizient fir geriihrte Reaktoren
bestimmt wurde [167], aber in den vorliegenden Rreaktoren nicht von einer
gleichmafigen Durchmischung der Gas- und Flissgmplasgegangen werden kann.
Aufgrund dieser niedrigen Gasubergange wird infbrbar 23-stiindigen Ruhephase
im Reaktor auch kein Gleichgewicht zu einem Sao#pstrtialdruck von 5% erreicht.

(&) (b)
= 022 = 022
© E © '
= 0,21 :. = 0,21
£ 0,20 | E 020"
_5 0,19 _5 0,19
‘@ 0,18 | ‘§ 0,18
§ 0,17 § 0,17 L
c 0,16 | c 0,16
s ; o
J 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 6.21: Gel6ste Sauerstoffkonzentrationen im (a) Gasdruckreaktat (b) Kolbendruck-
reaktor (blaue Kurve- Sauerstoffkonzentration, rote GeradeGleichgewichtskonzentration). Be-
rechnung mithilfe des Programms Mathematica (Ver3iomit einer Startkonzentration von 70% der
Luftsattigung, H = 1,1- Ibmol- L*-bar* [141] und k= 2,5-1F m-$*[167].

Parallel zu den Messungen der Sauerstoffkonzemtieti im Medium der Reaktoren
wurden auch die Konzentrationen im Medium des lakots bestimmt. Es traten
keine wesentlichen Unterschiede zwischen dé/efl- und der 12W/ell-Platte auf. Je-
weils zwei Tage, nachdem das Medium getauscht wildigug die gelbste Sauer-
stoffkonzentration vor dem erneuten Wechsel etw B&zuglich der Luftsattigung.
Die Sauerstoffkonzentration des frischen Mediungsdai 100%, so dass die Zellen
Uber den gesamten Zeitraum bei einer gelosten Saifeonzentration von 75-100%
kultiviert wurden. Im Gleichgewicht mit einer Begagsluft, die 5% Sauerstoff
enthalt, sollte der ponur 23% der Luftsattigung betragen. Die Berechnonitgden
oben aufgefuhrten Gleichungen ergab, dass die Saffeonzentration sich schon
nach 21 Minuten in der 1®/ell-Platte und nach 29 Minuten in dengellPlatte bis
auf 5% der Gleichgewichtskonzentration genédherehawllite. Die deutlich langeren
experimentell bestimmten Zeiten lassen sich eraeatidie schlechte Durchmischung
der Gas- und der Flussigphase zurtckfihren. Hinamnkt, dass sich nach dem
Mediumwechsel unter der Sterilarbeitsbank Luft endAultiwell-Platten befand. Es
kann nicht abgeschatzt werden, in welchem ZeitrdianLuft in den Platten durch die
Gasmischung im Inkubator ausgetauscht wird. Die tikKdle der Sauerstoff-
konzentration Uber die Begasungsluft ist also ngg#ignet, da durch den langsamen
Stoffubergang innerhalb von zwei Tagen zwischen dEdiumwechsel kein
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Gleichgewicht erreicht wird. Maldet al.[168] kontrollierten bei ihren Versuchen den
gelodsten Sauerstoffgehalt im Medium und fandenSB&ider Luftsattigung die beste
Redifferenzierung von dedifferenzierten Chondroayt8um einen kann durch die
reduzierte Sauerstoffkonzentration eine positiveggn&iwirkung auf die Zellen
ausgeilbt werden, zum anderen kénnen sich hohestafflenzentrationen von 100%
durch die Bildung freier Radikale, die Proteinepide und DNA zerstdren, toxisch
auswirken (Oxidativer Stress). Wie bereits untet.2.erwahnt herrscht auch im
nativen Gewebe im Kniegelenk nur eine Sattigung 1e10%. Im weiteren Verlauf
des Projektes sollte eine Reduktion der gelosteuelStoffkonzentration-—
beispielsweise durch Entgasung des Mediums mikS8aff — getestet werden, um
eine madgliche Verbesserung zu erreichen. Wegenladtggsamen Gaslbergangs im
Inkubator kénnte auch die Verwendung von Bioreaktororteilhaft sein.

Frequenzen

In Tabelle 2.4 wurden drei Studien [91, 92, 105jgdatellt, die sich mit dem Einfluss
der Frequenzen bei der Druckbelastung von Chontkozyeschatftigt haben. In den
Arbeiten von Parkkineet al. und Lammiet al. wurden Monolayer-Kulturen boviner
Zellen mit Frequenzen zwischen 0,017 Hz (1/60 Hg) 0,5 Hz (1/2 Hz) belastet. In
beiden Fallen zeigte sich eine gesteigerte Einlagewon f°S]-Sulfat erst ab einer
Geschwindigkeit von 0,25 Hz (1/4 Hz). Eldet al. untersuchten den Effekt der Fre-
guenz zwischen 0,1-1 Hz bei bovinen Pelletkultued fanden bei 1 MPa und 5 MPa
zwar eine Verbesserung der KnorpeleigenschafteNangleich zu den unbelasteten
Kontrollen, aber keine deutlichen Unterschiede zing den aufgebrachten Frequen-
zen. Bei 10 MPa dagegen wurde eine signifikanteaBore des Glykosaminoglykan-
Gehaltes bei 1 Hz im Vergleich zu niedrigeren Fesgqen beobachtet. Die Druck-
amplitude, die Kulturen, die Mediumzusammensetzung auch das Reaktorprinzip
haben aber einen nicht zu vernachlassigen Einflutdie Wirkung des aufgebrachten
Druckes auf die Chondrozyten, so dass die Gescligked der Druckzyklen auch fur
die Knorpel-Konstrukte dieser Arbeit getestet werdrisste.

Es wurden die Frequenzen 1/120 Hz (0,083 Hz, 1 tdimun/aus), 1/60 Hz (0,017 Hz,
30 Sekunden an/aus) und 1/30 Hz (0,033 Hz, 15r&kkuan/aus) bei einer Druck-
amplitude von 0,3 MPa gewahlt. In der AbbildungGi&t bei allen Frequenzen eine
deutlich schlechtere Knorpelqualitat zu erkennemisZhen den einzelnen Frequenzen
konnte kein klarer Unterschied beobachtet werdesxmMtlich wurde der Effekt der
Druckbelastung durch den der steigenden Sauerstoféatration Gberlagert. Anhand
dieser Versuchsreihe kann daher keine Aussage éihen Einfluss verschiedener
Frequenzen gemacht werden.
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Sobald jedoch die hohen SauerstoffkonzentratiomeMedium auch im Reaktor re-
duziert werden kénnen, sollte erneut Druck mit eeisdenen Frequenzen aufgebracht
werden. Es wird vermutet, dass die Geschwindigkeitt,der Knorpel-Konstrukte be-
lastet werden, eine grof3e Rolle spieltjma&ivo grol3tenteils hydrodynamische Driicke
im Gelenkknorpel auftreten.

Beurteilung der Druckbelastung in Bioreaktoren

Die genauen Mechanismen im Knorpel und die Rea&tioer Zellen auf die unter-
schiedlichen Belastungsformen sind derzeit nicls#r@iaghend bekannt. Es existieren
zwar mehrere Studien zur hydrostatischen Druckheigsvon Chondrozytem vitro
(Tabelle 2.4), jedoch wurden bisher nur wenige 3Diken Uber einen langeren Zeit-
raum untersucht und es wurden selten sowohl biosodm als auch biomechanische
Parameter der Konstrukte bestimmt. Desweiteren everdaufig mehrere Effekte
durch den verwendeten Reaktowie eine zuséatzliche Mediumstromunagermischt.
Viele der beschriebenen Ergebnisse kénnen dahbt nig auf den hydrostatischen
Druck zurtickgefuhrt werden, sondern werden durceenEinflisse tUberlagert.

In dieser Arbeit wurde bei der Kultivierung im Gaskreaktor ohne Lastbeaufschla-
gung, die den Einfluss des Reaktors selbst dastekin um 26% niedrigeres
GAG/DNA-Verhaltnis von Konstrukten ohne Trager inergleich zur Inkubatorkul-

tur, aber keine signifikanten Anderungen des E-Modund des GAG-Gehaltes be-
obachtet. Dagegen wurde im Kolbendruckreaktor en64% signifikant niedrigeres
E-Modul bei Knorpel-Trager-Konstrukten aus dem Reakgemessen. Diese
negativen Auswirkungen der Kultivierung in den Readn vermischten sich in den
Versuchen unter Druckbeaufschlagung wahrscheintitldem Einfluss der Belastung
auf das Knorpelgewebe.

Schon anhand der metabolischen Parameter Gluctsauehs- und Laktatbildungs-
rate konnte ein Einfluss der Belastung auf das Kelgewebe beobachtet werden. Im
Vergleich zu den statischen Kulturen im Inkubatarrée in den Reaktoren weniger
Laktat gebildet und der Ausbeutekoeffizient dadurgbn 1,8 mol-met auf
1,2 mol-mol" fir den Gasdruckreaktor und auf 1,6 mol-Téilr den Kolbendruck-
reaktor gesenkt (Abbildung 6.15 und 6.16). Es éltamnt, dass der Metabolismus von
Chondrozyten auch unter aeroben Bedingungen meist dem anaeroben Verhéaltnis
von 2 fur den Ausbeutekoeffizienten Ycic ablauft. In Bioreaktoren jedoch wurden
bereits Werte zwischen 1,6-1,7 fur den Ausbeutdkoefiten festgestellt, so dass hier
zu einem grol3eren Anteil der aerobe Stoffwechselyeemitzt wird [169].

Die durch Druckbelastung im Gasdruckreaktor erteicthoheren E-Module (Abbil-
dung 6.8) lassen sich vermutlich auf eine verbésséirsammensetzung der extrazel-
luldren Matrix zurlckfihren. Hohere GAG-Gehalte kimm festgestellt werden, der
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Kollagenanteil wurde nicht bestimmt. Bisher koneie Einfluss auf die Aktivitat von
lonenkanalen von Chondrozyten durch hydrostatisdbertk nachgewiesen werden
(Kapitel 2.2.3) [75]. Es ist aber nicht moglich,trdieser Art der Belastung eine Aus-
richtung der Kollagenfasern und die Einteilung déswebes in die knorpelspezi-
fischen Zonen zu erreichen, da hydrostatischer Iovaa allen Seiten mit der gleichen
Grof3e wirkt. Wahrend einer hydrostatischen Belagtwird das Gewebe bis mindes-
tens 12 MPa nicht deformiert und auch die festest@Bwlteile in der extrazellularen
Matrix und der interstitiellen Flissigkeit sind arkpressibel, so dass keine Fliissig-
keitsverschiebung und damit keine anderen Kraftseader Druckbelastung auftreten
[170]. Desweiteren verandern sich auch die lonem&otration und der pH-Wert der
extrazellularen Matrix nicht, so dass kein elektr@mischer Gradient tber die Zell-
membranen entsteht. Dem Gewebe wird also keinetiRighwie durch die mechani-
sche Belastung im Kniegelenk vorgegeben. Um digisfle Organisation im Knorpel
zu erreichen, muss das Gewebe mit mechanischerieKriélastet werden, so dass
Kompression und Flissigkeitsstromungen entsteh&seDAnordnung ist fir eine Zu-
nahme des E-Moduls bis hin zu nativen Werten uselith. Zur optimalen Herstel-
lung von Knorpel-Trager-Konstrukten ist einzig hgskatischer Druck vermutlich
nicht ausreichend. Dennoch ist die Erforschung reginem hydrostatischem Druck
wichtig, um die Reaktion der Zellen unabhangig den anderen Kraften zu verstehen
und im Anschluss aus der Kombination von den Beteggformen die bestmdgliche
Umgebung fur die Kultivierung vitro zu schaffen.

Mithilfe der Belastung kann moglicherweise die zmlighe Gabe von Wachstums-
faktoren reduziert werden. Diese Annahme beruhtegdr Studie [105], in der ein
synergistischer Effekt von hydrostatischem Drucld WMwachstumsfaktoren auf die
Knorpelbildung gezeigt werden konnte. So wurde bebtet, dass die Kombination
aus hydrostatischem Druck, BMP-2 und IGF-I die @@ider Konstrukte im Ver-
gleich zur Belastung ohne Wachstumsfaktoren sdfsktwurde diskutiert, dass durch
Druck Signalkaskaden anderer Wachstumsfaktorerrhatte der Zelle ausgelost wur-
den. Dadurch kdnnen Kombinationen entstehen, diative Effekte auf die Synthe-
seleistung der Zellen haben. Die Identifizierungsér Signaltransduktionswege ware
sinnvoll, um mit einer angemessenen Kombination laydrostatischem Druck und
Wachstumsfaktoren eine weitere Optimierung zu enen. Mdglicherweise konnte
mit einer anderen Wachstumsfaktor-Kombination adiehRedifferenzierung der Zel-
len in der Alginatkultur verbessert werden.
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7 SCHLUSSBEMERKUNGEN

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse von kotiweellen Methoden zur Be-
handlung von Knorpeldefekten wird nach innovatiiderapiemaoglichkeiten gesucht,
mit denen Gelenkoberflachen wiederhergestellt weikdinnen. In dem dieser Arbeit
zugrunde liegenden Konzept werden aus koérpereigededien in vitro Knorpel-
Trager-Konstrukte fiir osteochondrale Defekte im dgeilenk hergestellt, die nach
Ausbohrung des Defektes implantiert werden solRas Ziel dieser Arbeit war es,
durch Variationen der Wachstumsfaktoren, des Teigad der Kultivierungsdauer im
beschriebenen Protokoll eine Verbesserung der Kfguplitdt zu erreichen, um im
Anschluss den Effekt hydrostatischer Druckbelastwé@rend der Kultivierung von
Knorpel-Trager-Konstrukten mithilfe speziell anggifgter Bioreaktoren am porcinen
Modell zu untersuchen.

Nach der Bestimmung der Wachstumsfaktor-Zusatzeaemihder Alginat- und Knor-
pelkultur und der optimalen Kultivierungsdauer &r &norpelkultur wurde ein Stan-
dardprotokoll festgelegt, auf dem alle weiteren sehe basierten. Die Wahl von
IGF-1 und TGFB1 wéahrend der Alginatkultur und die Kultivierungreh\Wachstums-
faktoren in der dreiwochigen Knorpelkultur fihrtea einem E-Modul von 7% und
einem Glykosaminoglykan-Gehalt von 40% des natieveaus fur die Knorpel-
Trager-Konstrukte. Laufend werden in der Forschurepe Wachstumsfaktoren
identifiziert und charakterisiert, durch deren Gadire weitere Verbesserung der
Knorpelqualitat denkbar wére. Die gewéahlten Kombareen sind nicht ohne Weiteres
auf andere Zellen beispielsweise humane Chondrozydder Progenitorzellen
Ubertragbar.

Die Verwendung eines keramischen Tragers fihrte den Kultivierung der
Konstrukte zu Schwierigkeiten. Das Herstellungsalerén mit der Kombination aus
Teller und Hulsen resultierte schon wahrend dertrfegation der redifferenzierten
Chondrozyten auf die Trager in einem Zellverlush wturchschnittlich 23% und ist
damit in der bestehenden Form nicht optimal. Detgnen ist der Trager mechanisch
kaum belastbar. Generell war die Knorpelqualitat Yerwendung eines Tragers
betrachtlich niedriger als ohne Trager (71% im EdMiound 54% im GAG-Gehalt).
Die Ursache konnte nicht eindeutig bestimmt werdengglich sind ein
Nahrstoffmangel im Inneren des kultivierten Knogpetiurch Stofftransport-
limitierungen vom Trager aus oder eine lokale pHrWenderung am Trager. Das
Tragermaterial Hydroxylapatit selbst hatte in dererddchen keine Effekte.
Hydroxylapatit kommt natirlich in groBen Mengen Knochen vor und steht damit
auchin vivo im direkten Kontakt zum Knorpel. Eine der durcligefen Studien
beschaftigte sich mit dem Einfluss der Oberflachektur des Tragers. Im
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Wesentlichen wurden eine Verdnderung der Adhasion UProliferation der
Chondrozyten auf den verschiedenen HydroxylapatitkBiren und eine Veranderung
in der Starke der Haftung zwischen dem Tréager werd #norpelgewebe beobachtet.
Insgesamt verdeutlichen die Arbeiten aus diesenciitii, dass eine Anpassung der
Tragereigenschaften auf das angewendete Konzegead erforderlich ist.

Da fur den Einsatz in der Klinik gleichbleibende adi@tsstandards gefordert werden,
wurde die Reproduzierbarkeit des Verfahrens untéitsiNacheinander durchgeftihrte
Experimente unter identischen Bedingungen zeigtgnifé&kante Abweichungen um
bis zu 58% in der HOhe des E-Moduls. Zusatzlichifkessten der Donor und das
verwendete porcine Serum die Knorpelqualitéat sigaift. In der klinischen Anwen-
dung vonTissue Engineeringylethoden beziglich des Knorpels werden meistens so
wohl autologe Zellen als auch autologes Serum wedet so dass auch hier keine
festgelegte Qualitat der Knorpel-Trager-Konstrugewahrleistet werden kann. Far
die Forschung wére eine serumfreie Kultivierungngall, um einen Wechsel des
Serums alle 1-2 Jahre und die damit verbundenerit§aschwankungen zu ver-
meiden. Die analysierten Eigenschaften der Algumitik (GAG/DNA-Verhaltnis,
Prozentsatz an Kollagen Typ | und Il produzierendg&zilen) wiesen geringere
Schwankungen auf, so dass aus diesen ParametétrdaicErfolg der Kultivierung
abgeleitet werden kann. Trotz der gezeigten Fartselder letzten Jahre existieren
generell viele unbekannte Faktoren, die Zellreaktio auslosen und derzeit nicht
kontrolliert werden konnen. Eine Verbesserung deprBduzierbarkeit des Verfahrens
ist in Zukunft wichtig.

Im Zuge der genannten Untersuchungen zur Reprathazieit konnte eine lineare
Korrelation (r = 0,725, p = 0,002) zwischen demkesaminoglykan-Gehalt und dem
E-Modul von kultiviertem Knorpel festgestellt werdeGlykosaminoglykane wirken

bei langer andauernder Belastung durch ihre elelk&mischen Eigenschaften Kom-
pressionskraften entgegen. Dennoch konnten diesanZimenhdnge nicht im nativen
Gewebe festgestellt werden, in dem der E-Modul nedem GAG-Gehalt vom

speziellen Aufbau des Knorpels und der Wechseligkuder Makromolekiile

(Proteoglykane und Kollagene) abhangig ist. Biskennte die knorpelspezifische
Organisation imin vitro Gewebe nicht beobachtet werden und der Hydroxyproli
Gehalt als Maf fir das Gesamtkollagen betrug nts dés nativen Niveaus.

Es wird erwartet, dass durch eine physiologischleddeng wahrend der Kultivierung
von Knorpelgewebe sowohl eine erhdhte Matrixpromukéils auch eine Ausrichtung
der Matrixbestandteile und damit Steigerung des s erreicht werden kann. Um
keine Uberschneidung verschiedener Effekte zu terhalvurde in dieser Arbeit nur
die Auswirkung von hydrostatischem Druck untersudet bei der anfanglichen Auf-
bringung von Kraften einen grof3en Teil der Lastriimamt. Mit den Versuchen im
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Gasdruckreaktor konnte gezeigt werden, dass dgpufdit der Belastung eine wich-
tige Rolle spielt. Bei der Druckbelastung in derokpelkultur konnte eine Steigerung
der gemessenen Parameter um bis zu 70% durchfeitem Beginn und eine langere
Zeitdauer erreicht werden. Die Redifferenzierung dellen in einem Alginatgel
wurde dagegen nicht durch die Belastung unterstiitiet Wirkung des Druckes ist
also— wie auch der Einfluss von Wachstumsfaktorerom Differenzierungsstatus der
Zellen abhangig. Eine Belastung von nur einer Stuaich Tag lieferte im Gegensatz
zu einer sechsstindigen Belastung keine Verbeggetein Knorpelqualitat. Schliel3-
lich konnte ein Belastungsprotokoll in der Knorpetlr (1 Minute an/aus, 6 h'd
0,3 MPa, ab Tag 5 fir 16 Tagestgelegt werden, mit dem eine Verbesserung der
Knorpelqualitat im Gasdruckreaktor erreicht wurde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein zweiter Druckteakonstruiert, um den Einfluss
hoherer Frequenzen zu untersuchen. Der Gasdrudtreak auf eine Frequenz von
1 Minute an/aus (1/120 Hz) und eine Druckamplitvde 0,3 MPa limitiert, wahrend
der neue Kolbendruckreaktor eine Geschwindigkeit 6! Hz und einen Druck von
1 MPa erreichen kann. Die ersten Versuche in digReaktor resultierten in deutlich
verschlechterten Knorpeleigenschaften im Vergleztrr Inkubatorkultivierung.
Vermutlich lasst sich diese Reaktion der Zellen adie hohe geloste
Sauerstoffkonzentration im Medium des Reaktors ddiilnren, die infolge der unter
Druck erhohten Loslichkeit von Gasen um durchsdiomt 23% wéahrend der
Belastungsphasen anstieg. Eine Begasung ist aufgrdar relativ langen
Kultivierungsdauer von 16 Tagen im Reaktor erfoicler Diese erfolgte innerhalb
des Reaktors, um eine externe Begasung und daroitderliche Perfusion des
Mediums zu vermeiden, die mdglicherweise dem awtBblastung vorkommenden
Flissigkeitsstrom im Knorpel ahnelt und damit Zsktionen auslost. Vermutlich
durch den Effekt der erhohten Sauerstoffkonzewomaiberlagert konnte kein Einfluss
verschiedener Frequenzen wéhrend der Druckbelastshgestellt werden. Nach der
Reduktion der Sauerstoffkonzentration im Medium Iltenl unterschiedliche
Frequenzen und Dricke aufgebracht werden, da awdgder Gegebenheiten im
Kniegelenk diesen Grél3en eine Bedeutung zugespnoging.

In den letzten Jahren haben sich Bioreaktoren anf Gebiet deFissue Engineering
etabliert, um wissenschatftliche Fragestellungen diee Funktionalitat von Zellen und
Geweben zu beantworten, indem sie eine physiolbgisémgebung fur die Kulturen
bieten [154]. Da das Verstandnis fur diese Vorgammyeh nicht hinreichend erforscht
ist, werden derzeit Prozessparameter meist ungegaalahlt. Erste Ansatze zur Be-
stimmung der Kultivierungsbedingungen kénnen llkees Bodellieren der Gegeben-
heiten im nativen Knorpel bei Belastung und des&eltlich im Reaktor auftretenden
Krafte innerhalb der Konstrukte gewonnen werdent t&r Beantwortung dieser
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Fragen kann die Modellierung bei der Weiterentwiokj und Optimierung der
bestehenden Reaktoren helfen. Desweiteren konneterduchungen der Zell-
reaktionen auf molekularbiologischer Ebene Hinwewaf erfolgsversprechende
Belastungszyklen liefern.

Beziglich des Druckes im Gelenkknorpel ist untedtemem bekannt, dass lonenkandle
auf hydrostatische Belastung reagieren. Viele Stigmesduktionswege, die bei Druck
aktiviert oder inhibiert werden, sind aber nochhhicentifiziert und auch Wechsel-
wirkungen zwischen anderen Kultivierungsbedingungee zwischen den Wachs-
tumsfaktor-Zusatzen und der Belastung sind noclkeklag. In situ Gberlagern sich
Belastungen aus Druck, Kompressions-, Scher- urgkradften und einem FIlUssig-
keitsfluss, die vermutlich auah vitro kombiniert werden missen, um die erwinsch-
ten Resultate zu erzielen. Nach der Erforschungedeelnen Belastungsformen so-
wohl in Bezug auf die Zellreaktionen im Einzelnds auch auf die Eigenschaften der
Knorpel-Trager-Konstrukte kann eine geeignete \fehong der Kréafte abgeschatzt
werden.

Insgesamt konnten also seit Beginn der ForschumgHarstellung von Knorpel-
Trager-Konstrukten durch Modifikationen am Protokigutliche Verbesserungen der
biochemischen und biomechanischen Parameter (E-Mo@AG-Gehalt und
GAG/DNA-Verhéltnis) erreicht werden. In Abbildungl7wird dieser Fortschritt im
Vergleich zu den nativen Parametern gezeigt. Denti@inkt sind Werte aus dem Jahr
2004 [141]. Der E-Modul wurde nicht nach dem aKkarelMessprotokoll bestimmt
und kann daher nicht mit den heutigen Werten angh werden. Zum Jahr 2005
wurden die Sauerstoffkonzentrationen in der Gasplas Alginat- und Knorpelkultur
auf 5% erniedrigt und anstatt der Zellen vdvhnipig wurden nun Zellen des
Hauschweins verwendet [136]. Die zuletzt dargdstelWerte zeigen schliel3lich die
Verbesserung durch die Einfihrung des Standardgolido(2006), das nach den
Variationen im Protokoll aus Kapitel 4 festgelegirde.

Im Vergleich zu den Ergebnissen aus dem Jahr 2004t&n alle Parameter signifi-
kant gesteigert werden. Wahrend sich der GAG-Getmaltdas GAG/DNA-Verhaltnis
nahezu vervierfacht haben, mafl der E-Modul 2006 slebenfachen Wert im
Vergleich zum Jahr 2005. Neben der Einfihrung désndardprotokolls spielt
vermutlich die Umstellung des Donors auf das ddutilingere Hausschwein mit
einem Alter von 4-6 Monaten bei der Zellisolieruing Vergleich zumMinipig mit
einem mittleren Alter von 27 Monaten eine Rolle ][3® einem vorangegangenen
Versuch [136] konnte ein signifikanter Einfluss adas GAG/DNA-Verhaltnis
(a = 0,05) durch die Umstellung belegt werden, daszeilen des Hausschweins um
40% hohere Werte erzielte.
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Abbildung 7.1: Fortschritte der Knorpel-Qualitat von Knorpel-Trég¢@nstrukten von 2004 bis 2006
im Vergleich zu den nativen Eigenschaften anhandE®lodule, GAG-Gehalte und GAG/DNA-

Verhdltnisse. Jahr 2004: Daten von Dr. S. Nageleddy41], Jahr 2005: Daten von Dipl.-Ing. J.
Heyland [136], Jahr 2006: eigene Daten. (a) Der @il aus dem Jahr 2004 wurde nicht nach dem
aktuellen Messprotokoll bestimmt und kann dahehtnmit den heutigen Werten verglichen werden.
Die Daten stammen jeweils aus einem Versuch (riir 8en E-Modul, n = 4 bzw. 5 fir den GAG-
Gehalt fuir die Daten aus dem Jahr 2004 und 2005 d&azsvdem Jahr 2006,= 0,05).

Der E-Modul, der GAG-Gehalt und das GAG/DNA-Verh@tder Konstrukte in Ab-
bildung 7.1, die nach dem Standardprotokoll anggtewurden, betragen nun 7%,
40% und 50% der entsprechenden nativen Werte.t Bsclst bekannt, in wieweit die
Parameter der Konstrukte den Eigenschaften degenalinorpels vor der Implanta-
tion gleichkommen mussen, da eine Reifung desvelten Gewebeln vivo erfolgen
kann [39, 63, 64]. Dennoch sollte vor allem eineigirung des noch niedrigen E-Mo-
duls — mdglicherweise durch das Aufbringen verschieddf@mbinationen der Be-
lastungsarten wahrend der Kultivierun@ngestrebt werden, um die Funktionalitat der
Knorpel-Trager-Konstrukte vor der Implantation aln@en. Zu erwdhnen ist aul3er-
dem die Tatsache, dass die dargestellte VerbegsdamKnorpelqualitat flr porcine
Chondrozyten erreicht wurde, wahrend die Ubertrggumd Anpassung des humanen

Systems noch bevorsteht.

120



ANHANG

8 ANHANG

8.1 Zusammensetzungen der verwendeten Losungen

Tabelle 8.1:Losungen zur Gewinnung von Chondrozyten.

Ldsung Zusammensetzung Firma
PBS 8,0 g- ! NaCl Carl Roth
0,2 g- L' KCI
0,2 g-[* KH.PO,
0,75 g- [ NaH,PO,- H:0 in A. dest.
Hyaluronidase Typ |l 1 mg- mtHyaluronidase Typ lliffom Carl Roth

sheepin PBS

Trypsin/EDTA

0,5 mg- mt Trypsin
0,22 mg-m[* EDTA in PBS

PAA Laboratories

Kollagenase Typ la 0,5 mg- miKollagenase Typ 1a in Sigma Aldrich
PBS/Proliferationsmedium
Einfriermedium 10% (v/v) DMSO (Dimethylsulfoxid) in | Carl Roth/

FCS

PAA Laboratories

Tabelle 8.2:L6sungen zur Herstellung von Knorpel-Trager-Korgtan.

Ldsung Zusammensetzung Firma
Waschpuffer 150 mM NacCl Carl Roth
25 mM HEPES
Alginat-Stammldsung 24 gL Alginat in A. dest. Sigma Aldrich
Alginat-Gebrauchslésung Alginat-Stamml6ésung 1:2 in Sigma Aldrich/
300 mM NacCl Carl Roth
50 mM HEPES
Calciumpuffer 100 mM Ca@I2H,0 Carl Roth
25 mM HEPES
Citratpuffer 150 mM NacCl Carl Roth

55 mM Tri-Natriumcitrat Dihydrat
25 mM HEPES
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Tabelle 8.3:Losungen zum Papain-Verdau.

Ldsung Zusammensetzung Firma
Papain-Stammloésung 10 mg- Papain Roche
Papain-Puffer 100 mM NaRO, Carl Roth

5 uM EDTA in A. dest., pH=6,0
Papainlésung (je Probe) 500 pL Papain-Puffer Carl Roth
5 uL Mercaptoethanol
2,5 yuL Papain-Losung
Tabelle 8.4:L6ésungen zur DNA-Analyse.

Losung Zusammensetzung Firma

Standard-Stammlésung 25 pg-friKalbsthymus DNA Roche

Standard-Gebrauchsldsung

5 pugnelus der Stammldsung in Verdi

nRoche/Carl Roth

nungspuffer
Verdinnungspuffer 2,5 M NacCl Carl Roth
18 mM Tri-Natriumcitrat in A.dest, pH=7,(
Ansatzpuffer 2,5 M NacCl Carl Roth
15 mM Tri-Natriumcitrat in A.dest, pH=7,(
Bisbenzimid-Stammlésung 1 mg- thBisbenzimid in A.dest. Hoechst
Bisbenzimid-Gebrauchslésung 2 pg-hisbenzimid in Ansatzpuffer Hoechst
Tabelle 8.5:L6sungen zur GAG-Analyse.
Losung Zusammensetzung Firma
Standard-Stammlésung 5 mg-MChondroitinsulfat in A. dest. Sigma-Aldrich
(Chondroitinsulfat Csodium salt, from
shark cartilag@
Standard-Gebrauchslésung 20 pgmalus der Stammidsung in A. Sigma-Aldrich
dest.
Farbstoffloésung 27,2 mg-'L1,9-dimethyl-Methyle nblau Serva
5,168 g-[! Glycin
4,03 g-[* NaCl
32,2 mL-L* HCI (1 M)
Tabelle 8.6:L6sungen zur Hydroxyprolin-Analyse.
Losung Zusammensetzung Firma
Boratpuffer 30,9 g-'E Borsaure, pH=7,7 VWR Internationg

FMOC

0,776 g-I* in Aceton

VWR International

Adamantanammoniumchlodri

d 7,5 & In Aceton-Wasser (3:1)

VWR Internationd

!
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Tabelle 8.7:Losungen zur Immunfarbung gegen Kollagen Typ | Uind

Ldsung Zusammensetzung Firma
Hyaluronidase Typ llI 1 mg- mtHyaluronidase Typ lliffom Carl Roth
sheepin 0,1 M NaHPQ,, pH=5,5-5,6
Tris/NaCl-Puffer 6,05 g-L Tris Carl Roth

8,5 g- L' NaCl, pH=8,24 mit HCI

Natriumnitrit-Losung

40 g-E Natriumnitrit in A. dest.

VWR International

Neufuchsin-Losung 50 g“'LNeufuchsin in 2 M HCI Sigma-Aldrich
Naphtol-AS-Bl-Phosphat- 33 g- L' Naphtol-AS-BI-Phosphat in Di- | Sigma-Aldrich
Losung methylformamid
Farbelésung 7,5 mL Natriumnitrit-L6sung, 0,3 mL Nel

fuchsin-Losung, 150 mL Tris/NaCl-Puffer

750 pL Naphtol-AS-BI-Phosphat-Lésung

Tabelle 8.8:Losungen zur Farbung mit Safranin O.
Ldsung Zusammensetzung Firma

Safranin O-Ldsung 2 giSafranin O in 1%iger Essigsdure Sigma-Aldrich
Fast GreerL6sung 0,2 g- I Fast Greenin A. dest. Sigma-Aldrich

8.2 Biomechanische und biochemische Parameter agsgahlter

Versuche

Tabelle 8.9:Physikalische, biomechanische und biochemischenftdeat von Knorpel-Trager-Kon-

strukten auf unbehandelten Tragern, mit Papier hjiemen Tragern und mit Folie geschliffenen

Tragern (n = 3 fur den E-Modul, n = 5 fur die UlemgParameter).

Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA
[mg] [mm] [kPa] [bg-mg' | [pg-mg'] | [ug-pg
#?gg:f‘”de'ter 186+56| 07+03| 162+41 041+000821+25| 299+80
mit Papier 233+28| 12+02 231+136047+006 11,9+16| 260+72
geschl. Trager
?r';g':gr"e gesehll 15433 1,0:01| 264+10/1044+005 148+25| 345%73
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Tabelle 8.10: Physikalische, biomechanische und biochemische nitdea von Knorpel-Trager-
Konstrukten, Knorpel-Konstrukten ohne Trager undoioel-Konstrukten mit beigelegtem Trager.
Knorpel-Konstrukte mit beigelegtem Trager wurde nefrager angefertigt und mit einem zusammen
kultiviert (n = 3 fur den E-Modul, n = 3 bzw. 5 fdie Ubrigen Parameter fir die Bedingung ,mit bei-
gelegtem Trager” bzw. fur die anderen Bedingungen).

Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA
[mg] [mm] [kPa] | [ug-mg’] | [ug-mg’ | [ug-pg
Knorpel-Trager-| 1g6 4 431 0704021 162+33| 041+004 121+23| 299 +7.2
Konstrukt
ohne Trager 37,0420 1,74+0067,3+99| 029+0,06 263+1,3| 920+13
_rprlggggelegtem 342 +24| 176+0,1867,7 +22.4 021+0,08 21,6+65| 1045+93

Tabelle 8.11:Physikalische, biomechanische und biochemischenftdest von Knorpel-Konstrukten
ohne Trager, die unter identischen BedingungerdenitZellen der Donoren (1) bis (3) kultiviert wur-
den. Die Ergebnisse jedes Donors stammen jewesl§ad bzw. 4 Ansétzen (n = 3 fur den E-Modul,
n = 3-5 fur die Gbrigen Parameter je Ansatz).

Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA

[mg] [mm] [kPa] [Mg-mdy] | [ug-mg’ | [ug-ugy
Donor (1) 673+150 22+0,2 | 66,6+ 268023 +0,04 21,0+45| 965+ 261
Donor (2) 62,2+229 21+06 | 49,0+2280,24+0,06| 205+50| 83,4 + 204
Donor (3) 612+72| 22+01 335+80 0,23a8), 168+14| 791+ 20,]

Tabelle 8.12:Physikalische, biomechanische und biochemischenfitdeat von Knorpel-Konstrukten
ohne Trager, die unter identischen Bedingungernvenschiedenen porcinen Seren kultiviert wurden
(n = 3 je Bedingung).

Masse Hoéhe E-Modul DNA GAG GAG/DNA

[mg] [mm] [kPa] [Mg-mdy] | [ug-mg’] | [ug-ug
Serum (1) 95,3 +6,] 26+01 36,2+6,7 0,15020,152+15| 99,1+5,0
Serum (2) 71,8+ 4,6 23+01 36,1+118,24+0,11 16,2+1,0| 67,6 3,0
Serum (3) 61,2 +6,3 21+01 19,0+4)7 0,260380,145+14| 553+24

Tabelle 8.13: Physikalische, biomechanische und biochemischenfitdea von nativem porcinem
Knorpel der Knie (1) bis (7) (n = 18 je Knie).

E-Modul DNA GAG GAG/DNA
[MPa] [Lg-mg] [Lg-mg] [ug-ug
Knie (1) 1,1502 £ 0,5371 0,35 + 0,07 57,4 + 8,38 T6048,7
Knie (2) 0,4090 * 0,3527 0,38 + 0,06 653 £ 9,2 17622,1
Knie (3) 0,8527  0,3592 0,33 £ 0,06 554 £ 6,4 B6924,7
Knie (4) 0,8484 + 0,3716 0,36 + 0,09 50,5 + 7,3 A5041,8
Knie (5) 1,0143 + 0,3930 0,35 + 0,07 51,8 +9,3 65438,2
Knie (6) 0,8242 + 0,5006 0,27 £ 0,04 48,8 * 6,6 54833,3
Knie (7) 1,1512 + 0,6192 0,45 = 0,09 59,4 £ 57 43630,7

124




ANHANG

Tabelle 8.14:Physikalische, biomechanische und biochemischenfitdeat von Knorpel-Konstrukten

ohne Trager, die wahrend der verschiedenen Kuttivigsphasen entweder im Inkubator oder im
Gasdruckreaktor ohne Belastung kultiviert wurder @hfir den E-Modul und die Héhe, n = 3-5 fiir
die Ubrigen Parameter je Bedingung).

Alginat- | Knorpel- Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA
kultur kultur [mg] [mm] [kPa] | [ug-mgd’] | [g-mg?y | [ug-ug’
Inkubator | Inkubator| 60,0+24 23+0/1 36,0+10,6,17+0,10| 17,2+0,7 101,5+8}
Inkubator | Reaktor 614+20 22+0}]1 33,3+11,825680,04| 186+28 734+3,6
Reaktor Inkubator| 492+2/7 19+0j1 30,9+0/1 18®01| 169+13 792+73}
Reaktor Reaktor 56,5+4;3 19+00 329+0{8 0XB%| 165+1,2 72,2+104

Tabelle 8.15:Physikalische, biomechanische und biochemischenfitdeast von Knorpel-Konstrukten

ohne Trager, die wahrend der verschiedenen Kuttivigsphasen entweder im Inkubator oder im
Kolbendruckreaktor ohne Belastung kultiviert wurders 3 fir den E-Modul und die Hohe, n = 3-5
fur die Gbrigen Parameter je Bedingung).

Kultivierungs- Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA
bedingung [mg] [mm] [kPa] | [ug-mg'] | [ug-mgy | [ug-ugl
Inkubator | mit | 358 +3.4| 1,7+01| 116+18 034+008 10,04 2 31,0+ 13,0
Reaktor | Trager| 351+27 12+00Q 42+0B 027 +0/03,6+#06 | 282+138
Inkubator | ohne | 566 +2.9| 20+02| 77+471 022+003 86+2884+76
Reaktor | Trager | 543+21 19+02 81+18 0,21+0/02,9#04 | 37,9+32

Tabelle 8.16:Physikalische, biomechanische und biochemischenftdes der Kontrollen der Ver-

suche zur Belastungsdauer. Die Kontrollen wurdemechrager fir 3 Wochen in der Knorpelkultur
nach dem Standardprotokoll mit Zellen desselbenddiultiviert (n = 3 fir den E-Modul und die
Hohe, n = 3-5 fur die tGbrigen Parameter je Bedigun

Masse Hohe E-Modul DNA GAG GAG/DNA

[mg] [mm] [kPa] [bg-md] | [ug-mg’ | [ug-ug
Versuch (1) 560+ 162 23+01 | 516+344028+0,06 176+81| 65,1 +340
Versuch (2) 760+62| 22+01 721+11020+0,02 234+1,8| 117,2+151
Versuch (3) 90,7 +8,3| 23+02 531+9)2 02562| 169+1,5| 68,0 +55
Versuch (4) 530+29 19+01 757+18022+001 232+3,7| 1053 +158
Versuch (5) 660+28] 20+01 1068+6/4 0m@l| 230+1,9| 1133 +113
Versuch (6) 703+49] 24+02 453+11020+0,02 21,4+20| 109,2+9,0

Tabelle 8.17:Physikalische, biomechanische und biochemischenfdes der Kontrollen der Ver-

suche zum Einfluss der Frequenz bei der DruckhelgstDie Kontrollen wurden ohne Trager fur 3
Wochen in der Knorpelkultur mit Zellen desselbennbrs nach dem Standardprotokoll kultiviert
(n = 3 fur den E-Modul und die Héhe, n = 3-5 fie dbrigen Parameter je Bedingung).

Masse Hbéhe E-Modul DNA GAG GAG/DNA

[mg] [mm] [kPa] [Mg-mgd’] | [ug-mgl] [Hg-pg’]
Versuch (1) 68,2 + 5,7 24+0,2 275+94 0,2365| 184+15| 83,7 +23,1
Versuch (2) 80,0 + 3,1 29+0,1 271+42 020 | 198+35| 929+35
Versuch (3) 75,7 + 1,7 2601 399+50 0,16 | 196 +0,6[121+28
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8.3 Inbetriebnahme des Kolbendruckreaktors

In diesem Abschnitt werden der Verlauf der Inbé&mehme und die Testung des
Kolbendruckreaktors beschrieben, die vor der Kigtivng durchgefuhrt werden
mussten.

Nach der Fertigung der Einzelteile durch die TUHBeae Werkstatt und der Fertig-
stellung des Kolbendruckreaktors wurden zunéclesDdthtigkeit bis 1 MPa und die
Steuerung des Reaktors getestet und angepasstduiapi8.1 bildet die Oberflache
der Steuerung ab. Der obere Verlauf zeigt die vBesienen Zustdnde an, der untere
zeichnet den Druckverlauf auf. Es stellte sich heraass es notig war, den Druckab-
bau Uber das Drosselventil auf etwa 5 Sekunderedangsamen, falls zwischen den
einzelnen Druckamplituden eine Begasung erwiunsthAnderenfalls kam es inner-
halb der Belastungskammer zu einer Blasenbilduieglider die Begasungsluft aus-
getragen wurden. Dieses resultierte in einem Mewdarhast.

Zurzeit kdbnnen Frequenzen bis 0,25 Hz (1/4 Hz) elufgcht werden. Hohere Fre-
guenzen konnen zwar durch den Motor ausgefuhrt everggdoch musste das Pro-
zessleitsystem dieser Geschwindigkeit angepasstemeidas dann maximal jede Se-
kunde einen Messwert des Drucksensors abnehmen kann

T N el 3

e [ -

ravmen| B - L |
manuelle voner - | [vow [T

Bedienung ]| T

aktuelle Zustande

Einstellung der | | TR
—%r . B Peasa |2 .

Druckverlauf

Zyklen w5 B vekveriau

" T ™ T

Abbildung 8.1: Oberflache der Steuerung des Kolbendruckreaktors

Der Reaktor konnte unter sterilen Bedingungen (Rawg Sterilarbeitsbank) gehand-
habt werden und innerhalb einer dreiwtdchigen Inkiohaei 37°C unter Versuchsbe-
dingungen traten keine Kontaminationen auf (Koterainter dem Lichtmikroskop).
Desweiteren war eine Kontrolle des pH-Wertes eddich, um sicherzustellen, dass
sich dieser durch die Erhéhung des Gasdruckes m@schiebt. Der pH-Wert war
Uber den gesamten Zeitraurmauch im direkten Anschluss an die Belastungsphasen
stabil und lag zwischen 7,4 und 7,5.

Die Temperatur des Mediums uberschritt die vorgegeblremperatur von 37°C nicht
(Temperaturmessfuhler, Testo 925, Testo, Lenzkirchptz kurzer Belastungs-
intervalle von nur 4 Minuten je 15 Minuten und eirdf3eren Kihlung erwarmten
sich die Magnetventile jedoch wéahrend der Belastkapzeitig auf etwa 39°C.
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Obwohl dieses keinen Einfluss auf die Temperaturs ddediums in der
Belastungskammer hatte, reagierten kleine Mediunge@nn den Ventilen, so dass
ein Absterben des kultivierten Knorpelgewebes zobbehten war. Dieser Vorgang
wurde anhand einer Monolayerkultur quantifiziem. Vergleich zu einer Kultivierung
im Reaktor, bei der die Ventile nicht geschaltetaeun, reduzierte sich die Zellzahl in
einem Versuch ohne Druckbeaufschlagung durch diaslt8n der Ventile tber Nacht
um 74%. Dieses rein technische Problem wird imeven Verlauf der Arbeiten durch
entsprechende Ventile beispielsweise durch pneumatische Ventilgelost werden
konnen.

Fur die ersten Versuche im Reaktor im Kapitel 61#den deshalb die Magnetventile
ausgebaut und fir die Belastungszyklen die Offnorfige die Begasung durch auto-
klavierte Schrauben verschlossen. Da zwischen delas&ingszyklen nun keine
Begasung moglich war, wurde die Belastungszeiead Stunde am Tag reduziert.
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