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Einleitung

1. Einfiihrung in die Thematik

Im Jahr 2011 wurden in der Bundesrepublik Deutschland 168 486 primare Knieendo-
prothesen implantiert [1]. Diese Operation ist oftmals die letzte Hoffnung vieler
Arthrosepatienten wieder ein schmerzfreies und mobiles Leben fihren zu kénnen.
Dabei haben die Patienten oftmals eine jahrzehntelange Krankheitsgeschichte hinter
sich mit vielen konservativen und operativen Therapieversuchen. Im Mittelpunkt des
Krankheitsgeschehens steht dabei der progrediente und irreversible Verlust von

hyalinem Gelenkknorpel.

Gegenstand der aktuellen Knorpelforschung sind deswegen nicht nur Verfahren fur
den Knorpelersatz, sondern auch praventive Therapieansatze. Hierbei ist es das Ziel
den korpereigenen Knorpel moglichst lange zu erhalten, beziehungsweise zur
Regeneration anzuregen, um somit die Arthroseprogression und einen kunstlichen
Gelenkersatz hinauszuzogern. Diese Therapien muissen dabei sehr fruhzeitig
ansetzen, denn bereits kleine Knorpelschaden koénnen sich ausdehnen und im

weiteren Verlauf zu einer manifesten Arthrose des Gelenks werden [2,3].

1.1. Volkskrankheit Arthrose

In der Rangliste der wichtigsten orthopadischen Erkrankungen nimmt die Arthrose
weltweit einen Spitzenplatz ein und stellt ein zunehmend soziodkonomisches Problem
dar [4,5]. Dabei konnen alle Gelenke des menschlichen Korpers erkranken, wobei
insbesondere bei den gro3en Gelenken die Hufte, das Knie und das Sprunggelenk
betroffen sind. Das Kniegelenk, als grofdtes Gelenk des Korpers, ist dabei

Uberproportional oft betroffen. Man spricht dann von einer Gonarthrose.

Beschwerden in diesem Gelenk fuhren aufgrund der Bedeutung fur einen natirlichen
Bewegunsablauf zu erheblichen Einschrankungen. Fur Deutschland sind epide-
miologische Daten nur sehr sparlich vorhanden. In einer Publikation des Robert Koch-
Institus aus dem Jahr 2013 wird von einer Arthrosepravalenz in Deutschland von
17,9% flr Manner und von 22,9% bei Frauen ausgegangen. Dabei entstanden dem

Gesundheitssystem im Jahr 2008 Kosten von mehr als 7,62 Milliarden Euro [6].

Fur die Zukunft ist dabei nicht nur mit einer weiteren Zunahme der Kosten zu rechnen,

sondern auch mit einer Zunahme der Pravalenz [7]. Soziodkonomisch durfen bei der
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Arthrose vor allem nicht nur die direkten Krankheitskosten beachtet werden, sondern
auch die indirekten, welche durch den Ausfall, insbesondere von Arbeitsleistung
entstehen. Ein weiterer Aspekt, der die Bedeutung der Arthrose widerspiegelt, ist das
Bestreben vieler Patienten ein aktives Leben bis ins hohe Alter flihren zu kénnen.
Dieser hohe Anspruch an eine funktionierende, schmerzfreie Bewegung spiegelt sich
auch in der Erwartungshaltung der Patienten wider. Gignac et al. konnten 2013 zeigen,
dass die Anspriche von Patienten mit Arthrose im mittleren Lebensabschnitt oft
Ubersehen und bagatellisiert werden und bis hin zu Depressionen und sozialer

Ausgrenzung fuhren kénnen [8].

1.1.1. Klinische Definition

Nach der Definition des American College of Rheumatology (ACR) wird eine
Gonarthrose durch die folgenden Punkte definiert [9]: Alter Uber 38 Jahre,
Morgensteifigkeit Uber 30 Minuten, sowie Knieschmerz und Krepitismus. Diese
Definition wurde jedoch rein anhand von epidemiologischen Daten erhoben und zeigt
in der Klinik Defizite. Im klinischen Alltag hat sich insbesondere die radiologische
Einteilung der Arthrose nach Kellgren und Lawrence durchgesetzt und bewahrt [10].
Sie dient neben der Diagnosesicherung auch der Stadieneinteilung. Radiologische
Zeichen der Gonarthrose sind die Gelenkspaltverschmalerung, osteophytare
Anbauten, subchondrale Skleorsierung und subchondrale Zysten [11]. Insbesondere
die Gelenkspaltverschmalerung korreliert dabei mit dem Knorpelverlust und klinischer
Symptomatik [12].

1.1.2. Atiologie der Arthrose

Die genaue Ursache der (Gon-)Arthrose ist immer noch ungeklart und Gegenstand der
aktuellen Forschung. Drei Punkte scheinen dabei von besonderer Bedeutung zu sein:
genetische Faktoren, mechanische Belastung und altersbedingte, degenerative

Veranderungen.

Durch die Altersprozesse sind auch im muskuloskelettalen System viele Gewebe

einem naturlichen degenerativen Prozess unterworfen.

Im Knorpelgewebe reduzieren die Chondrozyten mit fortgeschrittenem Alter ihre
Synthese von extrazellularen Matrixbestandteilen und verlieren somit regeneratives

Potential, wahrend die Synthese proinflammatorischer und knorpelabbauender
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Zytokine erhalten bleibt oder sogar zunimmt [13].

Genetische Faktoren haben sowohl Einfluss auf den Zeitpunkt des Auftretens als auch
auf die Krankheitsprogression [14]. Dabei scheinen vor allem Gene, die extrazellulare
Matrixkomponenten wie das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) oder den
Growth Differentiation Factor-5 (GDF-5) kodieren, verandert zu sein und wurden bei
frihzeitiger einsetzender Arthrose beschrieben [15,16]. Weitere Studien konnten auch
fur genetische Polymorphismen und Mutationen ein erhdhtes Krankheitsrisiko
feststellen [17,18]. So scheint insbesondere der Osteoprotegerin (OPG)-

Polymorphismus das Risiko an Arthrose zu erkranken signifikant zu erhéhen [19].

Aber auch geschlechtsspezifische genetische Unterschiede scheinen einen Einfluss
zu haben. Durch klinische Beobachtungen wurde festgestellt, dass Manner bis zum
50. Lebensjahr haufiger von Arthrose betroffen sind. Dies andert sich jedoch mit dem
Ende der Menopause bei Frauen. Hier ist die Pravalenz der Arthrose in der
Altersgruppe Uber 55 Jahre hdher. Zudem nimmt die Schwere der Arthrose und die
Anzahl der betroffenen Gelenke zu [20]. Es wird dabei ein genetischer,
chondroprotektiver Effekt der Geschlechtshormone diskutiert. Diese These wird durch
Tiermodelle gestutzt. In mehreren Studien zeigten mannliche C57BL/6 Mause eine

héhere Anfalligkeit fir spontane Arthrose als weibliche [21].

Eine mechanische Mehrbelastung, die beispielsweise aus exzessiver sportlicher
Belastung oder einer Fehlstellung resultieren kann, gilt als einer der groften
Einflussfaktoren auf die Entwicklung einer Arthrose. Die exzessive Belastung wird
direkt durch die Chondrozyten und Mechanorezeptoren registriert und dadurch die
Synthese proinflammatorischer Zytokine und Signalproteine angeregt [22,23]. Zudem
treten Veranderungen in der Zusammensetzung der Matrixproteine auf [23]. Kujit et al.
zeigten dabei am Beispiel von professionellen Fuliballspielern, dass eine vermehrte
mechanische Beanspruchung und eine hoéhere Anzahl an Verletzungen zu einer
erhdhten Rate von symptomatischer Arthrose an der unteren Extremitat fuhrt [24].
Inwieweit der subchondrale Knochen dabei einen Einfluss auf die Progression der
Arthrose hat ist noch ungeklart. Zusammen mit dem Knorpel wird er als eine
osteochondrale Einheit aufgefasst und zeigt bei erhdhter mechanischer Belastung

Risse und ultrastrukturelle Umstrukturierungen [25].
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1.1.3. Degeneration des Knorpels als Kernelement der Arthrose

Trotz der multifaktoriellen Atiologie der Arthrose scheint der Knorpelschaden der
entscheidende pathophysiologische Mechanismus fur die Entstehung der Arthrose zu

sein.

Es kdnnen zwei Formen der Knorpelschadigung unterschieden werden. Die primare
Arthrose als eine degenerative Schadigung des Knorpels, welche durch eine sinkende
Syntheseleistung der Matrix und Apoptose von Zellen zustande kommt, sowie die
sekundare Arthrose, welche im Zusammenhang mit Verletzungen der Gelenke
auftreten kann oder entzundliche Gelenkserkrankungen als Ausgangspunkt hat [26].
Kleine Knorpeldefekte sind dabei oftmals klinisch stumm. Sie resultieren nicht selten
aus einem Bagatelltrauma und werden nicht entdeckt. Eine Uberschneidung zwischen
den beiden Schadigungsformen ist moglich, wenn zu einem traumatischen Schaden
noch degenerative Veranderungen kommen. Weitere Faktoren wie Alter, Gewicht,
Belastung aber auch inadaquate Erndhrung spielen ebenfalls eine entscheidende
Rolle und kénnen den zeitlichen und klinischen Verlauf der Arthrose malgeblich

beeinflussen [27].

Zu Beginn einer Arthrose zeigen die Chondrozyten einen gesteigerten Stoffwechsel
um die verletzte Matrix zu regenerieren. Es werden sowohl knorpelspezifische
Kollagene wie Typ Il oder Xl gebildet als auch spezifische Reparaturkollagene welche
in gesundem hyalinen Knorpel nicht zu finden sind [28,29]. Zusatzlich werden von den
Chondrozyten vermehrt Matrix-Metalloproteinasen (MMP)-1, MMP-3, MMP-13 und
ADAM-TS 5 gebildet, die den Knorpel aktiv abbauen [23,30]. Das Gleichgewicht ist
dabei deutlich zu Gunsten der knorpelabbauenden Substanzen verschoben. Die
Untersuchung von Synovialflissigkeit hat gezeigt, dass noch Jahre nach einem
Gelenktrauma mit Knorpelschaden der Gehalt an MMP-3 erhoht ist [31]. Zudem
kénnen vermehrt Abbauprodukte des Kollagens und von Aggrecan gemessen werden
[32-34]. Diese Produktion von MMPs und Aggrecanasen fuhrt dann zu einem
signifikanten Verlust von Kollagen Il und Proteoglykanen wie Aggrecan und immer
grolRer werdenden Lasionen im Knorpel [35,36]. Der voranschreitende Knorpelverlust

fuhrt weiter zu Schmerzen und einem Reizzustand im Gelenk.
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1.1.4. Problematik des Knorpelersatzes und Therapieansatze

Hyaliner Knorpel besitzt als brachytrophes Gewebe nur ein geringes intrinsisches
Potential fir die Regeneration. Pluripotente Zellen, wie sie beispielsweise in der
Muskulatur vorkommen und den Knorpel zu einer endogenen Regeneration befahigen
konnten fehlen [37]. Zudem sind auch keine Nerven, Gefalke oder Lymphbahnen
vorhanden welche eine Regeneration zusatzlich unterstutzen kénnten [38]. Es kdnnen
nur kleine Defekte mit einem minimalen Verlust der Matrixkomponente durch eine
Neusynthese von Proteoglykanen vom Knorpel selbst regeneriert werden. Hat der
Defekt jedoch ein grolReres Ausmald erreicht, stofdt dieser Reparaturmechanismus

schnell an seine Grenzen [38].

Die Therapie der Arthrose erfolgt aktuell symptomorientiert, da kein Therapeutikum zur
Verfugung steht, welches die Arthrose kausal heilen oder zumindest in ihrer
Progression aufhalten kann [39]. Zu Beginn einer Therapie stehen konservative
Methoden wie Physiotherapie zur Muskelkraftigung oder eine Anderung des
Lebensstils mit Bewegungstherapie und Gewichtsreduktion im Vordergrund. Diese
MaRnahmen konnen aber allenfalls eine Progression verlangsamen [40-42].
Zusatzlich kommen lokale und systemische Schmerzmittel zum Einsatz. Hier zeigt
aber vor allem die Substanzklasse der nichtsteroidalen Antirheumatika
Nebenwirkungen und sollte nur kurzfristig eingesetzt werden [43]. So sind vor allem
bei einem Langzeitgebrauch ausgepragte kardiale und renale Nebenwirkungen bis hin
zu lebensbedrohlichen gastrointestinalen Blutungen beschrieben [44,45]. Bei einem
Versagen der pharmakologischen Therapie hat sich in letzter Zeit noch die Injektion
von Hyaluronsaure in das Gelenk etabliert. Hierbei werden viskoelastische Losungen
in das Gelenk injiziet mit dem Ziel die rheologischen Eigenschaften der
Synovialflussigkeit nachzuahmen und so die Reibung und den Schmerz zu verringern
[46]. Dabei kommen vor allem Flussigkeiten auf Basis von synthetisch hergestellter,
im Gelenk natlrlich vorkommender, Hyaluronsaure zum Einsatz [47]. Die Wirkungen
der Injektionen sind jedoch umstritten und die Wirkung meist nur von kurzer Dauer
[48,49].

Bei posttraumatisch bedingten Arthrosen und klar umschriebenen Knorpeldefekten
stehen diverse knorpelchirurgische Verfahren, mit dem Ziel den Krankheitsverlauf
hinauszuzdgern, zur Verfugung. Hier hat sich neben dem arthroskopischen

Débridement von Defektzonen mit Mikrofrakturierung vor allem die autologe
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Chondrozytentransplantation am Kniegelenk etabliert. Mehrere Studien konnten hier
aber insbesondere flr das Débridement keinen besseren Outcome im Vergleich zu

einer Placebotherapie nachweisen [50,51].

Bei der Mikrofrakturierung werden mittels einer Ahle oder eines Bohrers kleine Locher
bis auf den subchondralen Knochen gesetzt, so dass Stammzellen und
Wachstumsfaktoren aus dem Knochenmark in das Gelenk dbertreten konnen.
Steadman et al. konnten in einer gro3angelegten Nachuntersuchung zeigen, dass
hierbei der gebildete Ersatzknorpel aus faserigen und hyalinen Anteilen besteht und
sich dieses Verfahren vor allem fur frische und kleine Defekte bei jungen Patienten
eignet [52]. Eine aktuelle Modifikation des Verfahrens ist die sogenannte autologe
matrixinduzierte Chondrogenese (AMIC). Hierbei wird in den mikrofrakturierten Defekt
eine zusatzliche Kollagen-lI-Membran eingebracht und fixiert. Diese Membran dient
als ,Netz" fur die aus dem mikrofrakturierten Knochen austretenden Stammzellen und
Wachstumsfaktoren und unterstitzt ihre Differenzierung [53]. Die Kklinischen
Untersuchungen beschranken sich auf Fallserien. Eine aktuelle Studie von Anders et

al. konnte keine signifikanten Vorteile des Verfahrens belegen [54].

Ein jungeres und invasiveres Verfahren ist die autologe Chondrozytentransplantation
(ACI). Dieses Verfahren wurde von Grande et al. 1989 erstmals im Tierversuch
beschrieben und stellt die Geburtsstunde des Tissue Engeneerings von Knorpel dar
[55]. Hierbei werden mittels eines zweizeitigen Vorgehens, erst Chondrozyten aus
einer mechanisch weniger belasteten Region des Gelenks arthroskopisch entnommen
und nach einer Anzichtung im Labor in den Defekt transplantiert [56]. Dabei dient ein
Hydrogel als Tragersubstanz und kunstliche Matrix fir die geztichteten Chondrozyten.
Diese Methode kann allerdings nur bis zu einer gewissen DefektgroRe angewandt
werden [57]. Zudem reicht der im Labor gezichtete Knorpel von den Eigenschaften
nicht an den originalen Knorpel heran und kann nach der Implantation fibrosieren [58].
Problematisch ist zudem teilweise die Einheilung in den Defekt, welche
Revisionseingriffe notwendig machen kann [59]. Dieses Verfahren eignet sich vor
allem fur kleine, traumatisch erworbene Defekte bei jungeren Patienten und kann
aufgrund der Heterogenitat der einzelnen Studien noch nicht abschlieRend bewertet
werden [60,61]. Alternativ steht die autologe osteochondrale Transplantation zur
Verfugung. Hierbei wird ein Knorpel-Knochen Zylinder aus einer gesunden, wenig

belasteten Gelenkregion ausgestanzt und in die Defektregion implantiert. Der Vorteil
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ist neben dem einzeitigen Vorgehen die Unabhangigkeit von im Labor gezlchteten
Zellen [62]. Jedoch kommt es nur fur Defekte bis 25 mm Durchmesser in Frage [63].
Beide Verfahren haben zudem den Nachteil, dass ein iatrogener Knorpeldefekt an der
Entnahmestelle gesetzt wird, der gerade bei jungen Patienten eine potentielle

Schwachstelle sein kann [64].

Ein aktueller vielversprechender Forschungsansatz ist die Gewinnung von humanen
Chondrozyten aus dem Nasenseptum der Patienten. Im Labor werden die gewonnen
Zellen dann gezlchtet. AnschlielRend kdnnen die so gewonnen Knorpelpraparate in
den Knorpeldefekt implantiert werden. Erste Ergebnisse an der Femurkondyle sind
vielversprechend, aber das Verfahren ist noch nicht geeignet fir eine breite
Anwendung in der Klinik [65].

Bei einer ausgepragten Arthrose und in einem fortgeschrittenen Alter der Patienten
bleibt als ultima ratio oftmals nur noch der kinstliche Gelenkersatz. Viele Patienten
kénnen dadurch einen Zuwachs an Mobilitat und Lebensqualitat erreichen [66]. Durch
verbesserte OP-Techniken und Implantate steht immer mehr betroffenen Patienten
diese Moglichkeit zur Verfligung [67]. Aber auch diese Methode hat ihre Limitationen.
Ein Gelenkersatz stellt immer einen groReren chirurgischen Eingriff mit Risiken wie
Infektion oder intraoperativer Embolie dar [68,69]. Zudem kommen nicht alle Patienten
fur eine Operation in Frage. Aufgrund der begrenzten Lebensdauer der Implantate von
10-20 Jahren je nach Gelenk, und der erweiterten Risiken einer Wechseloperation ist
eine solche Operation vor allem fur Patienten im mittleren Lebensabschnitt keine
zufriedenstellende Losung [70]. Vor allem Knieendoprothesen weisen aufgrund einer
erhdhten mechanischen Belastung und einer komplexen Gelenkmechanik eine
reduzierte Lebensdauer von 10-12 Jahren auf [71]. Die moglichen Einschrankungen
nach einer Operation bestimmte Sportarten oder Tatigkeiten nicht mehr
zufriedenstellend ausuben zu kdnnen, schrankt den Kreis der in Frage kommenden

Patienten weiter ein [72,73].

1.2. Hyaliner Knorpel

1.2.1. Struktureller Aufbau

Hyaliner Gelenkknorpel bedeckt die Gelenkflachen aller echten Gelenke. Seine

Zusammensetzung macht ihn zu einem besonderen Gewebe, dessen physikalische
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Eigenschaften bis heute noch nicht industriell oder kunstlich nachgeahmt werden
konnen [38,74]. Er vereint in einer einzigarten Weise Steifheit, Elastizitat und Reibung.
Sein Reibungskoeffizient (0,02 — 0,002) ist wesentlich geringer als bei Stahl/Stahl (0,6)
oder auch Teflon/Stahl (0,3) [75]. Dabei muss er Spitzendruckbelastungen bis 400
kg/lcm? an der unteren Extremitidt standhalten [76]. Zusammen mit dem
darunterliegenden subchondralen Knochen bildet er eine osteochondrale Einheit [77].
Zusammengesetzt ist der hyaline Gelenkknorpel aus Chondrozyten, welche umgeben
sind von extrazellularer Matrix. Ein wesentlicher Hauptbestandteil dieser
extrazellularen Matrix ist das Typ-llI-Kollagen, welches dem hyalinen Gelenkknorpel
seine Form und auch mechanische Festigkeit gibt. Ein weiterer wesentlicher
Bestandteil ist Wasser in gebundener Form. Dabei speichern die negativ geladenen

Proteoglykane sowie die Hyaluronsaure einen Groliteil des Wassers [37].

Der strukturelle Aufbau des Knorpels variiert im Gelenk und kann in verschiedene
Schichten aufgeteilt werden: Tangentialfaserzone (Zone I), Ubergangszone (Zone Il),
Radiarzone (Zone lll) und kalzifizierte Zone (Zone V). Die kalzifizierte Zone wird von
dem sogenannten Tidemark abgegrenzt. Es schliel3t sich der subchondrale Knochen
an, der unterstutzende Funktionen fir den hyalinen Knorpel Gbernimmt beispielsweise
durch Aufnahme und Verteilung auftretender Krafte oder adaptive und aktive

Umbauprozesse und Heilungsvorgange [25,78].

A i Gelenk-
2 Oberflache

Zone | TE

2 | 85
Zone lll ——E [
_ Zone IV

Chondrézyt / Eﬁggﬂggdraler
Tidemark Tidemark

Abbildung 1: Struktureller Aufbau des Knorpels. Abbildung entnommen und adaptiert aus [79].

1.2.2. Chondrozyten

Der Anteil der Chondrozyten am hyalinen Knorpel betragt nur 1-5% des
Gesamtvolumens [80]. Eingebettet sind die Chondrozyten in die Matrix des Knorpels,
durch welche sie auch via Diffusion ernahrt werden. Die Matrix reichert sich um die

Chondrozyten herum vermehrt an und wird als Lakune bezeichnet. Sie ist besonders
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reich an den von den Chondrozyten sezernierten Stoffen. Die Diffusion wird dabei

durch die Walkung des Knorpels wahrend Bewegung unterstitzt.

Die Hauptaufgabe der Chondrozyten ist die Synthese der Matrix und Aufrechterhaltung
der Knorpelhomoostase [81]. Dadurch, dass sie von der Blutzufuhr abgetrennt sind, ist
ihr Stoffwechsel sowohl von Wachstumsfaktoren als auch von aufderen mechanischen

Faktoren abhangig [37].

Chondrozyt Lakune

Abbildung 2: Chondrozyten im Knorpel, Safranin-o-Farbung. Eigene Aufnahme.

1.2.3. Wasser

Der Hauptbestandteil des Knorpels ist Wasser (65-80% des Feuchtgewichts), welches
sich insbesondere in den oberen Knorpelschichten im intrafibrillaren Raum befindet
[80]. Durch den hohen Wassergehalt und die Interaktion des Wassers mit den
Matrixmolekilen bekommt der Knorpel seine besonderen mechanischen
Eigenschaften wie die Elastizitat. Zudem unterstitzt das Wasser die Aufrechterhaltung

eines niedrigen Reibungskoeffizienten und die Nahrstoffaufnahme [75].

1.2.4. Kollagene

Die Grundkonstruktion des hyalinen Knorpels stellen die Kollagene dar. Sie machen
60% des Trockengewichts aus und verleihen dem Knorpel durch ihre Triple-Helix-
Struktur seine Festigkeit und Form [82]. Hyaliner Knorpel besteht dabei aus
zahlreichen, unterschiedlichen Kollagentypen wie Kollagen I, I, IV, V, VI, IX und XI.
Kollagen Typ Il bildet dabei die Hauptkomponente der Fibrillen mit einem Anteil von
bis zu 95%, wahrend Kollagen IX und XI nur eine untergeordnete Rolle spielen [80].
Mit zunehmendem Alter andert sich die Kollagenstruktur im Knorpel und der Anteil von

Kollagen Il wird geringer [83].
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1.2.5. Proteoglykane

Wichtigste Aufgabe der Proteoglykane (25-35% des Knorpeltrockengewichts) ist die
chemische und mechanische Bindung des Wassers [84]. Sie bestehen aus einem
zentralen Protein an welches wiederum unterschiedliche Polysaccharide gebunden
sind. Gebildet werden die Proteoglykane in den Chondrozyten [85]. Das grofte und
wichtigste Proteoglykan ist dabei Aggrecan, welches neben Kollagen Il den wichtigsten
Bestandteil hyalinen Knorpels darstellt und Hyaluronsaure binden kann [86]. Der
Verlust von Aggrecan ist nach aktuellem Stand der Forschung einer der

entscheidenden Mechanismen flr das Voranschreiten einer Arthrose [87].

1.3. Aktuelle regenerative Forschungsansatze

Gegenstand der aktuellen Forschung ist es vor allem aktiv modulierend in den
Krankheitsprozess einzugreifen und so den Verlauf der Arthrose zu verlangsamen
oder aufzuhalten. Ein moglicher Angriffspunkt dafur ist die Blockade molekularer
Vorgange um dem Abbau des Knorpels zu unterbinden und so einen Gelenkersatz
hinauszuzdgern. Insbesondere die Blockade von MMPs, ADAM-TS5 oder

Aggrecanase wird aktuell in mehreren Studien untersucht [88].

Neben der Modulation des Krankheitsverlaufes ist die Regeneration von Knorpel ein
zentrales Thema. Ziel ist es die betroffenen Gewebe bei Arthrose zur Regeneration
anzuregen und damit die Funktion des Gelenks wiederherzustellen. Der Verlust an
Knorpel soll dabei durch kinstliche Ersatzgewebe ausgeglichen werden. Dabei
kommen viele unterschiedliche Ansatze wie zellbasierte Therapien, Scaffolds,

Hydrogele oder andere bioaktive Stoffe wie Wachstumsfaktoren in Betracht [89].

1.3.1. Hydrogele

Hydrogele sind ein vielversprechender Ansatz fur zukunftige regenerative Therapien
in der Medizin. Sie haben den Vorteil einer homogenen Struktur, die es ermoglicht
Zellen oder Therapeutika an einer bestimmten Stelle freizusetzen und somit als
Tragermaterial fur zielgerichtete Therapien zu wirken. In der Forschung existiert eine
Vielzahl von Grundlagen auf denen Hydrogele chemisch aufbauen. Am meisten
verbreitet sind Hydrogele auf naturlicher Basis wie Agarose und Kollagen oder auf der
Grundlage von synthetisch erzeugten Polymeren wie Polyethylengycol (PEG) und

Polyvinylalkohol (PVA) [90]. Durch modifizierte Seitenketten kann eine
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Quervernetzung stattfinden, die durch chemische, enzymatische oder physikalische
Prozesse getriggert werden kann. Idealerweise tritt diese Quervernetzung in-situ an

der gewiunschten Stelle auf.

FUr einen praventiven Ansatz ist die Mdglichkeit einer minimalinvasiven Applikation
dabei besonders interessant. So besteht die Moglichkeit ohne aufwendigen
chirurgischen Eingriff einen positiven Einfluss auf die Heilung geschadigter Gewebe
oder Strukturen zu nehmen. Park et al. konnten mittels eines synthetischen Hydrogels
2007 erstmals mesenchymale Stammzellen erfolgreich zur Regeneration von
Knorpelgewebe in vivo einsetzen [91]. Frihere Studien von Seo et al. zeigten positive

Effekte auf die Knochenbildung in vivo mit einem BMP-2 beladenen Hydrogel [92].

1.3.1.1. Thermosensitive Hydrogele

Thermosensitive Hydrogele sind fur minimalinvasive Anwendungen und die
zielgerichtete Applikation von besonderem Interesse. Sie haben die Eigenschaft durch
ihre polymere Struktur auf geringe Temperaturdifferenzen zu reagieren und dabei ihre
chemischen, physikalischen oder mechanischen Eigenschaften zu verandern, ohne
dabei auf externe Katalysatoren wie UV-Strahlung oder Chemikalien angewiesen zu
sein [93].

Idealerweise harten die thermosensitiven Gele dabei bei Kérpertemperatur aus und
sind zuvor flissig um eine einfache Applizierbarkeit zu gewahrleisten. Sie kdnnen ex
vivo mit Zellen oder Wachstumsfaktoren beladen werden um dann in vivo auszuhéarten
und die Stoffe an der gewlnschten Stelle abzugeben [94,95]. Es kdnnen zwei Klassen
von thermosensitiven Hydrogelen unterschieden werden. Auf der einen Seite positive-
sense Hydrogele mit einer upper critical solution temperature (UCST) und negative-
sense Hydrogele mit einer lower critical solution temperature (LCST). UCST-
Hydrogele erstarren beim Abkuhlen, wenn sie UCST erreichen, wahrend LCST-
Hydrogele beim Erhitzen Uber der LCST fest werden [96].

11
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Abbildung 3: Die generelle Struktur des Pluronic ® 123 Block-Copolymer-Molekuls (A); Mizellen mit
eingeschlossenen Wirkstoffen (B); adaptiert von [97]. C zeigt den thermisch bedingten Gellbergang
von Pluronic ® 123.

Wassrige Losungen von poly(ethylenoxid)/poly(propyleneoxid)/poly(ethylenoxid)
Triblock-Copolymeren wie Pluronic ® 123 gehdren dabei zur Klasse der negativ-sense
Hydrogele mit einer sehr niedrigen Viskositat unterhalb der LCST und einem Ubergang
in einen festen Aggregatzustand daruber aufgrund von Mizellenbildung (Abb. 3). Diese
Mizellenbildung ist abhangig von der Temperatur und der Konzentration der Triblock-
Polymere [98]. Um eine Anderung des Aggregatzustands bei physiologischen
Temperaturen zu erreichen, sind hohe Co-Polymerkonzentrationen von 15-20%
notwendig. Diese hohen Konzentrationen sind fur in vivo Anwendungen jedoch nicht
optimal, da hier eine moglichst geringe Polymerkonzentration angestrebt werden
sollte. Um trotzdem eine Mizellenbildung bei physiologischen Temperaturen und
geringer Polymerkonzentration zu erreichen, kann das Hydrogel mit Ketten-
verlangeren modifiziert werden. Hierbei hat vor allem eine Kettenverlangerung mit

Butan-Diisocyanat (BDI) sehr gute in vivo Eigenschaften gezeigt [99].

1.3.2. Bone Morphogenetic Proteins

Bone Morphogenetic Proteins oder kurz BMP genannt, sind eine Untergruppe von
Wachstumsfaktoren der Superfamilie Transforming Growth Factor beta, kurz TGF-f.
Zu dieser grof3en Gruppe von Signalproteinen gehéren neben BMPs weitere Proteine
wie Inhibine, Aktivine, Nodal, Glial Derived Neurotrophic Factor, Growth/Differentiation
Factors und die Mtillerian Inhibiting Substanz [100]. Diese lassen sich in einer Vielzahl
von Korpergeweben wie Knorpel, Thrombozyten, Knochen oder aktivierten
Lymphozyten finden. Die Familie der TGF-$ Signalproteine ist dadurch an unzahligen
Signalkaskaden im Korper

beteiligt und Ubernimmt vielféltige regulatorische

Funktionen. Die Signalkaskaden wurden dabei nicht nur im Menschen, sondern auch

12
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an anderen Organismen wie Zebrafisch und Taufliege beschrieben [100,101].

Aus der Sicht der regenerativen Orthopadie und Unfallchirurgie ist dabei besonders
die Stimulation der Synthese von extrazellularer Matrix und die Verhinderung des

Abbaus derer durch Stimulierung kataboler Enzyme interessant [102].

Die erste Beschreibung von BMP datiert auf das Jahr 1965 als Urist eine
Knochenneubildung in Muskeln von Mausen beobachtete, nachdem ihnen ein Extrakt
aus demineralisiertem Knochen appliziert wurde [103]. Damals war jedoch noch nicht
klar um welches Protein es sich genau handelt. Dies wurde erst in den 1980er Jahren
durch Wozney et al. herausgefunden, die erstmalig die Struktur von BMP-3
analysieren und sequenzieren konnte [104]. Bis heute wurden Uber 20 Mitglieder der
BMP-Familie beschrieben [100]. Die grof3e Gruppe der BMPs kann abhangig von ihrer
Sequenz und Funktion in vier Unterfamilien eingeteilt werden: BMP-3 und 4; BMP-
5,6,7,8a und 8b; BM- 9,10 sowie BMP-12,13,14. Dabei zeigen vor allem BMP-2,4 und
7 ein hohes osteogenes Potential [105,106]. Aber BMPs sind, anders als der Name
vermuten lasst, nicht nur an der Regulation von Stltzgeweben beteiligt, sondern auch
an embryonalen Entwicklungsprozessen wie der epidermalen Induktion oder der
Bildung der Neuralleiste. Diese Beteiligung an grundlegenden Prozessen der
Organogenese zeigt die hohe Stabilitdt und Konservierung der Proteine aus
evolutionarer Sicht [101,107].

Strukturell sind die BMPs als homo- oder hetereodimere Molekul aus Polypeptidketten
aufgebaut, welche von Disulfidbricken zusammengehalten werden. Durch die Dimere
Struktur zeigen die BMPs im Korper eine erhohte Stabilitat und verlangerte
Halbwertszeit [108,109]. Sie vermitteln ihre Wirkung Uber spezifische,
membranstandige Rezeptoren Die Anordnung der Aminoauresequenzen zeigt dabei
in allen BMPs eine identische Sequenz in der N-terminalen Carboxylgruppe [110].
Synthetisiert werden die BMPs als groRe Vorlauferproteine die aus einem
Signalpeptid, einer N-terminalen Carboxylgruppe und einer Prodomane bestehen. Die
N-terminale Carboxylgruppe stellt dabei das aktive Protein dar, welches intrazelluar
proteolytisch abgespalten wird. Flr die Sekretion des Proteins ist das Signalpeptid fur

die Proteinfaltung die Prodomane entscheidend [111].

Aus klinischer Sicht sind insbesondere BMP-2 und BMP-7 interessant. Beide kommen
bereits seit einiger Zeit in der Therapie von atrophen Pseudarthrosen zum Einsatz.

Hier spielen beide BMPs aufgrund ihres hohen osteogenen Potentials eine klinisch
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wichtige Rolle und kommen regelmalig beim Versagen der Standardtherapie zum
Einsatz [112]. Aber auch im Bereich der regenerativen Knorpeltherapien sind BMPs
ein vielversprechender Ansatz. Dank ihrer chondrogenen Eigenschaften gelten sie als

wichtiger Schllssel zu regenerativen Knorpeltherapien [88,113,114].

Abbildung 4: Ultrastruktur der BMPs am Beispiel von hetereodimeren BMP-2. Abbildung enthnommen
aus [105].

1.3.2.1. BMP-7

Die biologischen Eigenschaften von BMP-7, oder auch Osteogenic Protein-1 (OP-1)
genannt, sind extrem vielfaltig und wurden in einer Vielzahl von experimentellen
Arbeiten untersucht. So ist BMP-7 nicht nur in einem breiten Spektrum von Geweben
wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert, sondern auch in der Fruhphase der
Frakturheilung beteiligt [115,116]. Knock-out Mause die nach der Geburt kein BMP-7
exprimieren kdnnen, zeigen neben einer Fehlentwicklung der Niere auch vielfaltige

Skelettfehlbildungen an den Extremitaten und im Stammskelett [117,118].

Besonders die Eigenschaften von BMP-7 auf die Knochen und Knorpelbildung wurden
frh erkannt. Bereits 1993 konnten Asahina et al. nachweisen, dass BMP-7 die
Chondrogenese in vitro stimuliert und einen anabolen Einfluss auf Knorpelgewebe hat
[119]. Im direkten Vergleich zu BMP-2 konnte BMP-7 hier ein starkeres chondrogenes
Potential vorweisen [120]. Chubinskaya et al. konnten dann erstmalig den Nachweis
erbringen, dass in humanen Chondrozyten endogenes BMP-7 exprimiert wird und die

BMP-7 Konzentration im Gelenk altersabhangig zu sein scheint [121,122].
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Auf molekularer Ebene beeinflusst BMP-7 dabei besonders den Stoffwechsel der
Chondrozyten. So wird die Proteinsynthese von Matrixkomponenten gesteigert ohne
dabei eine unkontrollierte Zellproliferation zu stimulieren [121,123-126]. Des Weiteren
wird von BMP-7 nur die Produktion von knorpelspezifischen Matrixproteinen wie
Kollagen Il und VI, sowie Aggrecan, Decorin, Fibronectin und Hyaluronan angeregt
[124,126—128]. Im Vergleich zu anderen BMPs wie BMP-2, 4 und 6 stimuliert BMP-7
wesentlich besser die Synthese dieser Matrixbestandteile ohne zu einer Hypertohpie
der Chondrozyten zu fuhren [129]. Die Effekte waren dabei sowohl in normalen, als
auch arthrotischen Chondrozyten von jungen und alten Spendern gleichermal3en
nachweisbar [121,125,130,131].

Ein stimulierender Effekt auf die Matrix abbauenden Enzyme wie MMP-1,3 oder 13
konnte nicht beobachtet werden, vielmehr wurde die Synthese dieser Enzyme von
BMP-7 verhindert [132,133]. BMP-7 inhibiert hierzu vermutlich die Transkription von
NF-kB und AP-1 und fuhrt so zu einer Inhibierung der MMPs [134]. In einer weiteren
Studie konnte insbesondere auch gezeigt werden, dass BMP-7 das nach einem
Knorpelschaden hoch exprimierte ADAM-TS5 gezielt antagonisiert und so den Verlust

von Matrixbestandteilen aufhalten kann [135].
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Abbildung 5: Ubersicht ber die Wirkungen von BMP-7 (OP-1) auf den hyalinen Knorpel. Abbildung

enthommen aus [136].
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1.4. Zielsetzung des Versuchsvorhabens

Mit dieser Arbeit soll ein neuartiger Ansatz zur Pravention von degenerativen
Knorpelschaden mittels eines thermosensitiven Hydrogels basierend auf Pluronic P-

123 ® und rekombinant hergestelltem BMP-7 vorgestellt werden.

Dabei steht vor allem die Pravention der Arthrose nach traumatischen Ereignissen und
im Rahmen degenerativer Prozesse im Fokus der Studie. Der Behandlungsansatz
verfolgt dabei eine Anregung der Proliferation des entsprechenden Knorpelgewebes
in vivo, von dem die Patienten langfristig profitieren konnen. So kdnnten eventuell

invasivere Therapien wie der operative Gelenkersatz hinausgezogert werden.

In der experimentellen Studie soll bei Mausen mittels eines operativen Eingriffs ein
degenerativer Knorpelschaden induziert werden, wie er beispielsweise am Menschen
nach sporttraumatologischen Ereignissen auftreten kann. Dazu wird operativ der
mediale Meniskus destabilisiert und somit die Arthrose durch eine veranderte
Biomechanik im Gelenk induziert. Anschlief3end erhalten die Tiere eine intraartikulare
Injektion eines BMP-7 augmentierten thermosensitiven Hydrogels, nur das BDI-
Hydrogel oder keine Injektion nach der Operation. Als Kontrolle dient das
kontralaterale, nicht operierte Kniegelenk. Zum Vergleich der Gruppen erfolgt
anschliellend eine histologische Beurteilung sowie eine Analyse des Urins auf

Knorpelabbauprodukte.

Ziel des Versuchsvorhabens ist die Prifung eines mit Wachstumsfaktoren beladenen
Hydrogels hinsichtlich einer chondroprotektiven und —induktiven Wirkung im

arthrotischen Kniegelenk der Maus.

Wir hypothetisieren, dass das mit BMP-7 augmentierte BDI-Hydrogel einen positiven
Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat. Mit Wachstumsfaktoren beladene Hydrogele
konnten damit bei positiven Ergebnissen ein geeigneter Therapieansatz fur die

Pravention von Arthrose beim Menschen sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsartikel, Chemikalien und Reagenzien

Artikel

Antikorper

Antikdrperfarbekit

DAB

Dest. Wasser
BDI-Hydrogel
BMP-7

DMEM

EDTA

ELISA-Kit, C2C

Eosinlésung
Ethanol
Ethanol 70%
C6N6FeK3

Einmalskalpelle
(Fig.11 und 12)

Einmalspritzen
Formaldehyd

Pipettenspitzen

Feindosierspritze

Typ/Name

Anti-Aggrecan Cat. AB 1031

Vecastain Elite ABC Kit

Diamino-Benzidine

Aqua dest.

Pluronic ® 123- BDI, FSC028

rh-BMP-7

Dulbecco’s

Medium
EDTA, rein

Mouse
MBS725817

Eosin 1%
Ethanol absolut

Ethanol 70%

Kaliumhexacyanidoferrat (l11)

Feather Stainless

Omnifix®-solo

Formaldehyd 37%

epT.l.P.S®

Omnican®-F

Modified

Collagen

Type

Eagle

Firma

Milipore, USA

Vector Laboratories,USA
Roth, Deutschland
Klinikapotheke, LMU
Livimplant, Deutschland
Olympus, Frankreich

Gibco, USA

Merck, Deutschland

mybiosource.com, Kanada

Sigma, Deutschland
Merck, Deutschland
Klinikapotheke LMU
Sigma, Deutschland

Feather, Japan

B.Braun, Deutschland
Merck, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

B.Braun, Deutschland
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Hyaluronidase

K2HPO4

Kanule (26 Gauge)

Lochtuch, steril
Mayer’'s H&E
Methanol
Mikro-Iris-Schere

Nahtmaterial

(resorbierbar)

Nahtmaterial

resorbierbar)
Nadelhalter
Natriumhydroxid

Paraffin

PBS

Pinzette, fein
Praparierschere
Roti®-Histol
Roti®-Histokit
Salzsaure
Tierfutter
Toluidinblau
TRIS

Wageschalchen

(nicht

Bovine testikulare Hyaluronidase
Dikaliumhydrogenphosphat
Sterican®

Secudrape-steril ®
Hamalaunldésung sauer n. Mayer

Methanol, rein

Vicryl 5-0

Prolene 6-0

NaOH, 99,9%

Paraplast ®

Dulbecco’s Phosphatgepufferte

Salzlésung

Roti®-Histol
Roti®-Histokit

0,1 M HCI

sshiff ® M-Z
Toluidinblau

Trizma ® TRIS Base

Rotilab Super

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
B.Braun, Deutschland
Sengewald, Deutschland
Roth, Deutschland

Merck, Deutschland
Aesculap, Deutschland

Ethicon, Deutschland

Ethicon, Deutschland

Aesculap, Deutschland
Roth, Deutschland

Leica Biosystems,

Deutschland

Gibco, USA

Aesculap, Deutschland
Aesculap, Deutschland
Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

Ssniff, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland

Roth, Deutschland
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Wasserstoffperoxid

Watmanpapier

H,0, 30%

Watman-Paper

Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Reagenzien

2.1.2. Losungen

Artikel
EDTA/PBS
Eosinlésung

DMEM

Mayer’'s H&E

PBS

Toluidinpuffer

Typ/Name
Entkalkungslésung
Eosin 1%

Dulbecco’'s  Modified Eagle

Medium
Hamalaunldsung sauer n. Mayer

Dulbecco’s Phosphatgepufferte

Salzlésung

Toluidinpuffer

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Lésungen

2.1.3. Tiere

Artikel

Mause (n=38)

Typ/Name

Weibliche C57BL/6 Tiere, 9

Wochen alt

Tabelle 3: Ubersicht Giber die verwendeten Tiere

2.1.4. Anasthetika und Medikamente

Artikel
Atimapezol
Augensalbe
Buprenophin

Clindamycin

Typ/Name

Atipam ® 5mg/ml

Bepanthen ® Augensalbe
Buprenophin animal 0,3 mg/mi

Clindaseptin ® 25 mg/ml

Firma
eigene Herstellung
Sigma, Deutschland

Gibco, USA

Roth, Deutschland

Gibco, USA

eigene Herstellung

Firma

Charles River, Deutschland

Firma

Eurovet, Niederlande
Bayer Vital, Deutschland
Bayer Vital, Deutschland

Vetiquol, Osterreich
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Fentanyl
Flumanezil
Medetomidin

Naloxon

Fentanyl-Janssen 0,5 mg
Anexate ® 1 mg/2 ml
Antisedan 5 mg/ml

Narcanti ® 0,4mg/ml

Janssen-Cilag, Deutschland
Roche, Deutschland
Orion, Finnland

Bristol-Meyer, Deutschland

Tabelle 4: Ubersicht liber die verwendeten Anasthetika und Medikamente

2.1.5. Geriate

Artikel
Autoklav
Digitalkamera
Einbettstation
Kafige
Kdhlschrank
Mikrotom
Mikroskop
Laborwaage
pH-Meter

Pipette

Statistiksoftware

Warmematte

Warmeschrank

Photometer

Tabelle 5: Ubersicht Giber die verwendeten Gerate und Software

Typ
Varioklav 300

Axiocam

IVC Sealsafe
VarioFrost
HM 340 E
Axioskop 2
Typ 770

Typ pH 525
Reference® 2
Prism 7

37°C

37°C

Multiscan FC

Firma

H+P, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Leica Biosystems, Deutschland
Tecniplast, Italien

Liebherr, Deutschland
ThermoScientific, Deutschland
Zeiss, Deutschland

Kern, Deutschland

WTW, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
GraphPad, USA

Beurer, Deutschland
Memmert, Deutschland

ThermoScientific, Deutschland
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2.2. Hydrogel

2.2.1. Herstellung des Hydrogels

Fir die Versuche wurde ein thermosensitives Hydrogel auf Butan-Diisocyanat (BDI)
Basis der Firma Livimplant, Deutschland verwendet. Die Grundkomponente des
Hydrogels bildet dabei Pluronic® P123-BDI (# FSCO028; Livimplant, Deutschland),
welches mittels Butane-diidsocynat kettenverlangert wurde und somit die
temperaturabhangigen Eigenschaften bekommt. Die kritische Lésungstemperatur liegt
fur das verwendete Hydrogel bei 26,2 °C. Bei 37°C zeigt sich neben einer guten
mechanischen Stabilitat auch eine gute Elastizitat. Es besteht ein solider, geleeartiger
Aggregatzustand bei 37 °C. Im gekUhlten Zustand besteht ein wassriger
Lésungszustand. Fur die Versuche wurde eine Konzentration des BDI-Hydrogel von
1:11 gewahlt. Diese Konzentration zeigte in Vorversuchen die besten Eigenschaften

fur eine in vivo Applikation [99].

Das Hydrogel wurde wie folgt vorbereitet: 1 g des gekuhlten (8°C) BDI-Polymers wurde
abgewogen, autoklaviert und anschliefend mit 8 ml DMEM-Medium versetzt. Dieses
Gemisch wurde dann fur drei Tage bei 4°C aufbewahrt und taglich mithilfe einer
sterilen Pipette unter einer Sterilbank durchmischt um eine homogene Flussigkeit zu
bekommen. AbschlieBend erfolgte am dritten Tag eine Sichtkontrolle des BDI-
Hydrogels auf Homogenitat und Reinheit. Um eine gute Losung des rhBMP-7 im BDI-
Hydrogel zu gewahrleisten, wurde das als Pulver gelieferte rhBMP-7 mit wenigen
Tropfen PBS-Losung geldst. Das BDI-Hydrogel wurde im Anschluss, am OP-Tag,
unter sterilen Bedingungen mit 20 ug/ml rhBMP-7 (Olympus, Frankreich) versetzt und
bis zur Injektion auf Eis gelagert, um eine optimale Rheologie und Applizierbarkeit zu

gewahrleistet.

2.3. Versuchsmodell

2.3.1. Instabilititsmodell des Mauseknies

Die Induktion der Arthrose im Mauseknie wurde durch eine chirurgische
Destabilisierung des medialen Meniskus (DMM-Modell) hervorgerufen [137]. In diesem
Modell wird das Menisko-tibiale Ligament (MMTL) durchtrennt. Dieses Band verbindet

den medialen Meniskus mit dem medianen Abschnitt der proximalen Tibia (Abb. 6).
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F

ACL

MM
LMTL N
T

MTL

Abbildung 6: Rechtes Kniegelenk einer Maus von frontal. Zur Destabilisierung des medialen Meniskus
wird das MMTL durchtrennt. F = Femur, T = Tibia, ACL = anteriores Kreuzband, MM = medialer
Meniskus, MMTL = mediales meniskotibiales Ligament, LMTL = laterales meniskotibiales Ligament.
Abbildung enthommen aus [137].

Dadurch wird der mediale Meniskus destabilisiert und weicht lateral zur Seite aus. Die
Folge ist eine veranderte Gelenkkongruenz und eine Verkleinerung der Kontaktflache
im Gelenk. Eine Anderung der biomechanischen Belastungsachse fiihrt zu einer
lokalen erhdhten Gelenkbelastung. Diese Fehlbelastung mindet in einer arthrotischen
Veranderung des Kniegelenks. Durch dieses Modell kann eine Arthrose erzeugt
werden, die sowohl dem zeitlichen als auch in der Intensitat dem Verlauf der Arthrose

beim Menschen ahnlich ist [137].

2.3.2. Tiere und Tierhaltung

Fir die Versuche wurden weibliche Mause der Rasse C57BL/6 im Alter von 9 Wochen
aus der Zucht der Firma Charles River, Deutschland verwendet. Die Haltung der Tiere
erfolgte gemal® FELASA-RIchtlinien in der Zentralen Versuchstierhaltung Innenstadt
der Klinik fur Allgemeine, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie. Der Tierversuch
wurde der Regierung von Oberbayern als genehmigungspflichtiges
Tierversuchsvorhaben angezeigt und von dieser genehmigt (Az.: 55.2-1-54-2532-150-
13).

Die Tiere wurden in ,individually ventilated cages® (IVC)-Kafige unter SPF-I
Bedingungen gehalten. Es handelt sich um Kafige mit HEPA-Filtern in der Zu-/Abluft
mit den Maflen 365x207x140 (LxBxH) mm. Die GruppengroRe entsprach max. 5
Tieren je Kafig. Der Kafig besteht aus U-Temp Polyetherimid (PEI), ist extrem
bestandig und kann bei 134 °C autoklaviert werden. Die Farbe des Kafigs ist

bernsteingelb, um das einfallende Licht in den Kafig zu reduzieren.
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Der Lichtrhythmus wurde Uber Zeitschaltuhren alle 12 h zwischen hell und dunkel
gewechselt. Durch die Luftungsfihrung wird eine Luftgeschwindigkeit unter 0,2 m/s
auf Hohe der Tiere erreicht. Die Temperatur in den IVC Kafigen hangt von der
Raumtemperatur ab, die in der ZVH 20-22°C betragt. Die Luftfeuchtigkeit betragt
zwischen 45-55%.

Jeder Kafig war mit einem roten Hauschen als Schutzbau, Nistmaterial, Nagematerial
und Einstreu ausgestattet. Die Einstreu wurde einmal in der Woche gewechselt,
ebenso das Nagematerial. Als Futter erhielten die Tiere pelletiertes Alleinfuttermittel
sowie Wasser ad libitum. Die Pflege der Tiere erfolgte durch die Tierpfleger in der ZVH.
Ebenso erfolgten mehrmals taglich Kontrollen durch medizinisches Personal mit

tierexperimenteller Erfahrung.

Nach Ankunft der Tiere in der ZVH schloss sich eine zweiwdchige
Akklimatisierungsphase an, damit die Tiere sich an die neue Umgebung sowie das

Personal gewdhnen konnten.

2.3.3. Versuchsaufbau

Die Tiere (n=38) wurden randomisiert auf die folgenden Gruppen aufgeteilt:

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

BMP-7 Hydrogel DMM-OP
und Hydrogel

4-Wochen Tiere 4 4 4

8- Wochen Tiere 7 7 7

Tabelle 6: Versuchsgruppen

Jedes Tier wurde einmal am linken Kniegelenk operiert. Nach dem jeweiligen
Beobachtungszeitraum von vier oder acht Wochen erfolgte die Tétung der Tiere. Funf
Tiere dienten als Ausfallreserve fir den gesamten Versuchszeitraum. Das

kontralaterale unoperierte Kniegelenk diente als Kontrolle.
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2.4. Versuchsdurchfiihrung

2.4.1. Operative Vorbereitung und Anasthesie

Unmittelbar praoperativ.  wurden die Tiere gewogen und der aktuelle
Gesundheitszustand der Versuchstiere erfasst. Anschlielend erfolgte eine
Injektionsnarkose. Dazu wurde ein Gemisch aus Fentanyl (0,05 mg/kg KG),
Midazolam (5 mg/kg KG) und Medetomidin (0,5 mg/kg KG) intramuskular appliziert.
Bis zum Wirkungseintritt der Narkose wurden die Tiere einzeln in einem Kafig
beobachtet. Nach dem Wirkeintritt der Narkose erfolgte die Rasur des linken
Hinterlaufs sowie die anschlieende Desinfektion mittels 70%iger Ethanollésung. Die
Tiere wurden anschlieRend in Riickenlage auf einer Warmematte gelagert. Uber einen
Sauerstoffschlauch an der Schnauze erfolgte eine Applikation von 2| Sauerstoff pro
Minute. Um ein Austrocknen der Augen zu vermeiden wurde eine dexpanthenolhaltige
Augensalbe aufgetragen. Als perioperative Antibiose wurde Clindamycin (45 mg/kg
KG) verabreicht. Zuletzt erfolgte ein steriles Abdecken der Gliedmalie mittels eines

Lochtuchs.

2.4.2. Operatives Vorgehen

Nach nochmaliger Desinfektion des Operationsgebiets und des gesamten linken
Hinterlaufs mit 70%iger Ethanollésung erfolgte die ca. 4 mm lange Hautinzison medial
des Ligamentum patellae. Die Gelenkkapsel wurde mit einer mikrochirurgischen
(Mikro-Iris) Schere eroffnet. Durch eine feine chirurgische Pinzette wurde das
Fettgewebe am kranialen Rand des medialen Meniskus sorgfaltig abprapariert. Es
wurde darauf geachtet den Meniskus und andere Gelenkstrukturen nicht durch die
Instrumente zu schadigen. Nach Darstellung der tibialen intercondylaren Region, des
vorderen Kreuzbandes und des medialen meniskotibialen Ligaments (MMTL) wurde
dieses Ligament mit der mikrochirurgischen Schere durchtrennt. Anschlieend wurde
die Gelenkkapsel mittels fortlaufender resorbierbarer Naht der Starke 6-0
verschlossen. Der Wundverschluss erfolgte mittels resorbierbaren Einzelknopfnahten
der Starke 5-0.

Direkt nach dem Verschluss der Gelenkkapsel erfolgte je nach Versuchsgruppe die
intraartikulare Injektion. Um eine gute Injizierbarkeit des BDI-Hydrogels zu

gewahrleisten, erfolgte bis kurz vor der Injektion die Lagerung der Spritze auf Eis. Es
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wurden jeweils 10 yl BDI-Hydrogel oder 10 yl BDI-Hydrogel/BMP-7 Gemisch in das
Knie injiziert. Die Injektion erfolgte mittels einer Feindosierspritze und einer 26 Gauge

Kandule. Aufgrund der postoperativ zu erwartenden Schmerzen wurde noch in Narkose

Buprenophin (0,1 mg/kg KG) s.c. appliziert.

Abbildung 7: Operationsablauf am linken Hinterlauf; A: Hautinzision und Eroffnung der Gelenkkapsel;
B: Durchtrennung des MMTL; C: OP-Situs vor Wundverschluss; D: Injektion des BDI-Hydrogels

Die Antagonisierung der Narkose erfolgte durch s.c. Injektion von 0,2 ml
Kochsalzlésung (0,9% NaCl) mit einem Gemisch von Naloxon (1,2 mg/kg KG),
Flumazenil (0,5 mg/kg KG) und Atipamezol (2,5 mg/kg KG). Bis zum Erwachen wurden
die Tiere unter einer Infrarotlampe gelagert um eine postoperative Unterkihlung zu

verhindern. Nach dem Erwachen wurden die Tiere in den Kafig zurliickgegeben.

2.4.3. Postoperative Nachsorge

Es erfolgte eine tagliche Kontrolle der Tiere. Hierbei wurde insbesondere auf
Unregelmalligkeiten in der Bewegung oder im Verhalten geachtet. Es erfolgte bis zum
dritten postoperativen Tag eine Analgesie mit Buprenophin s.c. (0,1 mg/kg KG).
Ergaben sich Auffalligkeiten, wurde das Score-Sheet zur Beurteilung herangezogen.

Ansonsten erfolgte dessen Anwendung alle drei Tage.
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2.4.4. Tiertotung

Die Totung der Tiere erfolgte jeweils am 28. oder 56. postoperativen Tag. Zuvor
erfolgte noch eine nichtinvasive Gewinnung von Spontanurin mittels Bauchmassage.

Die Tiere wurden gewogen und anschliel3end mittels CO, euthanasiert.

2.4.5. Materialentnahme und -aufbereitung

Die Kniegelenke der linken Seite wurden nach der Euthanasie von Haut und Muskeln
freiprapariert und nach Durchtrennung von Femur und Tibia entnommen. Es wurde
darauf geachtet mdglichst alle Gewebeanteile bis auf die Kapsel zu entfernen.
Stichprobenartig wurde Das rechte unoperierte Kniegelenk wurde ebenso entnommen
und stichprobenartig der Aufarbeitung zugefihrt. Im direkten Anschluss an die
Praparation erfolgte die Fixierung in gekunhlter, 4%iger Paraformaldehydldsung fur 24
Stunden bei 8°C. Im nachsten Schritt wurden die Proben jeweils dreimal fur 15 Minuten
mit PBS-Losung bei Raumtemperatur gewaschen. Es folgte die weitere histologische

Aufarbeitung.

2.5. Auswertung

2.5.1. Sichtkontrolle bei Explantation

Bei Explantation der Kniegelenke wurde auf makroskopische Veranderungen der

aulderlichen Gelenkkapsel geachtet. Das Kniegelenk wurde nicht eroffnet.

2.5.2. ,Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) zur Bestimmung von

Knorpelabbauprodukten (C2C) im Urin

Um den Abbau des Knorpels in den einzelnen Versuchsgruppen zu quantifizieren,
wurde mittels eines ELISA das knorpelspezifische Abbauprodukt von Kollagen 2, das
Collagen 2 Cleavage Product (C2C) im Urin quantifiziert. Dies geschah mithilfe eines
kompetitiven ELISA-Kits der Fa. MyBioSource, Vancouver, Kanada. Hierzu wird
anstatt eines zweiten, markierten Antikdrpers, ein markiertes Kompetitor-Antigen
verwendet. Dieses Antigen ist dem eigentlichen Analyten (Antigen) strukturell ahnlich
und konkurriert mit diesem um die Bindungsstelle am Antikdrper. Je weniger Analyt in
einer Probe existent ist, desto mehr Kompetitor bindet an den Antikérper und die

Farbreaktion ist intensiver.
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Die Messungen wurden laut Herstellerprotokoll durchgefihrt. In dem verwendeten Kit
ist der Antikdrper (CoL—2CAV) bereits an die Mikotiterplatte gebunden. Fir die
Messungen wurden die Reagenzien laut Herstellerangaben vorbereitet und der Urin
wurde mittels PBS auf ein Verhaltnis von 1:5 verdunnt. Zuerst wurden jeweils 100 pl
des im Kit enthaltenen Standards in die vorgesehenen Wells pipettiert. Anschlie3end
wurde jeweils 100 ul der verdinnten Proben in die entsprechenden Wells pipettiert.
Als Leerkontrolle dienten 100 ul PBS. AnschlieRend wurde jeweils 10 yl Balancel6sung
zu den Proben hinzugegeben. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 50 pl
Konjugat (CoL-2CAV-HRP) in jedes Well, aul3er der Leerkontrolle. Die Proben wurden
gut gemischt und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die Uberschussigen Reaktionspartner mittels eines Waschpuffers entfernt. Insgesamt
wurde die Mikrotiterplatte funfmal gewaschen. Nun wurden jedem Well 100 pl
Peroxidase (Substrat A und B) hinzugefugt und gut durchmischt. Die Proben wurden
fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Enzym-Substratkomplex bildet nun als
Reaktionsprodukt einen blauen Farbkomplex. Die Reaktion wurde mit 50 pl
Stoppreagenz beendet. Dabei zeigte sich ein Farbstoffumschlag von blau nach gelb.
AnschlieRend wurde die Extinktion bei 450 nm gemessen. Die Konzentrationen der
Proben wurden mittels der konstruierten Standardkurve der bekannten
Konzentrationen erstellt. Dabei verhalt sich die Farbintensitat umgekehrt proportional

zur Analytkonzentration.

2.5.3. Histologie

2.5.3.1. Entkalkung

Fur die weitere histologische Aufarbeitung der Kniegelenke war eine Entkalkung der
Knochenblocke notwendig um diese in Paraffin einzubetten und schneiden zu kdnnen.
Die Entkalkung der Probenstiicke erfolgte in 20%iger EDTA/PBS Lésung (pH 8) fur
vier Wochen. Die EDTA/PBS Losung bildet mit dem im Knochen enthaltenen Calcium
wasserlosliche Komplexe und flhrt so zu einer Erweichung des Knochengewebes. Um
eine vollstandige Entkalkung zu gewahrleisten wurde die EDTA/PBS Losung zweimal

die Woche gewechselt.
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2.5.3.2. Einbettung

Die entkalkten Proben wurden nach folgendem Protokoll auf die Paraffineinbettung

vorbereitet:

e 3x Waschen in PBS fur jeweils 15 min bei Raumtemperatur

o Aufsteigende Ethanolreihe zum Entwassern

o

o

o

o

o

1h
1h
1h
1h
1h
1h
5 min

5 min

50% EtOH
70% EtOH
80% EtOH
90% EtOH
100% EtOH
100% EtOH
Roti ®-Histol
Roti ®-Histol

e Durchtranken in Einbettmittel

o

o

o

1h
1h
24h

Paraplast Paraffin Medium bei 60°C
Paraplast Paraffin Medium bei 60°C
Paraplast Paraffin Medium bei 60°C

Beim darauffolgenden Einbetten wurden die Kniegelenke so orientiert, dass ein

spateres Schneiden der Proben in sagittaler Schnittrichtung mdglich ist. Die Proben

wurden in Einbettkassetten gegeben, mit Paraplast ausgegossen, ausgerichtet und bei
4°C fur 24h ausgehartet.

2.5.3.3. Anfertigen der Schnittpraparate

Nach dem Ausharten wurden die Kniegelenke in sagittaler SchnittfUhrung auf einem

Rotationsmikrotom in 8 um diinne Schnitte geschnitten. Jeweils drei Schnitte wurden

in einem 55°C warmen Wasserbad auf einen Objekttrager aufgezogen. Die Trocknung

der Schnitte erfolgte im Warmeschrank bei 37°C Uber Nacht.
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2.5.3.4. Histologische Farbungen

2.5.3.4.1. Hamatoxillin und Eosin (H&E) Farbung

FUr eine erste Evaluierung der Schnitte und eine Beurteilung der Morphologie erfolgte
eine H&E Farbung. Jeder zweite Schnitt wurde mittels H&E angefarbt. Die Farbung

wurde nach folgendem Protokoll angefertigt:

e Entparaffinisieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte

o 5min Roti®-Histol
o 5min Roti®-Histol
o 3 min 100% EtOH
o 3 min 100% EtOH
o 5min 90% EtOH
o 5min 80% EtOH
o 5min 70% EtOH
o 3 min Aqua dest.
o 5min 0,1% Mayer’'s Hamatoxilinlésung 1:5
o 3 min Waschen mit Leitungswasser
o 3 min 95% EtOH
o 3 min 100% EtOH
e Farbung
o 5min Inkubation mit 1 % Eosinlosung

e Dehydrierung der Schnitte

o 5min 70% EtOH
o 5min 80% EtOH
o 5min 90% EtOH
o 5min 100% EtOH
o 5min 100% EtOH
o 5min Roti®-Histol
o 5min Roti®- Histol

Abschlielend wurden die Schnitte mit Roti®-Histokit eingedeckelt und Gber Nacht bei

Raumtemperatur getrocknet.
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2.5.3.4.2. Toluidinblauférbung

Die Toluidinblaufarbung dient zur metachromischen, blauvioletten Darstellung des
extrazellularen Proteoglykangehalts des hyalinen Knorpels und erlaubt damit eine
genaue Beurteilung des Aggrecanverlustes. Jeder dritte Schnitt wurde mittels

Toluidinblau angefarbt.

o Entparaffinisieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte

o 5min Roti®-Histol
o 5min Roti®-Histol
o 3 min 100% EtOH
o 3 min 100% EtOH
o 5min 90% EtOH
o 5min 80% EtOH
o 5min 70% EtOH
o 3 min Aqua dest.
e Farbung
o 10 min 0,1% Toluidinblau in Toluidinpuffer, pH 2,5 und 0,1M HCI
o 1min Abtropfen lassen auf Wattman-Papier
o 3 min 2%K3Fe(CNg)
o 1min Abtropfen lassen auf Wattman-Papier

Abschliefliend wurden die Schnitte wie unter 2.5.3.4.1. beschrieben dehydriert und mit

Roti®-Histokit eingedeckelt sowie Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.5.3.4.3. Immunhistochemische Farbung fiir Aggrecan

Um den Aggrecanverlust genauer darstellen zu kénnen, erfolgte die Farbung von
ausgewahlten Schnitten mit einer Antikorperfabrung gegen Aggrecan. Verwendet

wurde Anti-Aggrecan Antikorper Cat.-nr. Ab 1031 von Chemicon/Milipore, USA.

e Entparaffinisieren und Rehydrieren der Paraffinschnitte

o 5min Roti®-Histol
o 5min Roti®-Histol
o 3 min 100% EtOH
o 3 min 100% EtOH
o 5min 90% EtOH
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o 5min 80% EtOH
o 5min 70% EtOH
o 3 min Aqua dest.

Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitat
o 20 min Objekttrager in75 ml Methanol und 2,5 ml H,O; lagern
o 2x3min  Waschen mit PBS
Inkubieren mit Hyaluronidase
o 30 min 0,2% Hyaluronidase in PBS pH 5
o 2x3min  Waschen mit PBS
Blocken des Hintergrunds
o 60 min 1% BSA/PBS Ldésung pH 7,4
Inkubieren mit Primarantikorper
o 12h Anti-Aggrecan 1:200 gel6st in 1%iger BSA/PBS Losung
o 2x3min  Waschen mit PBS
Inkubieren mit Sekundarantikorper
o 60 min Vecastain ABC Kit Anti-Rabbit, 1:200
o 2x3min  Waschen mit PBS
Inkubieren mit ABC-Komplex

o 30 min Vecastain ABC reagent; 2,5 ml PBS mit je 1 Tropfen A und
B Reagenz
DAB-Farbung
o 7 min DAB Farbung im Dunkeln
o 1 min Waschen mit Aqua dest.
Gegenfarbung
o 20sec Mayer’'s Hamalaun 1:5

Abschliefliend wurden die Schnitte wie unter 2.5.3.4.1. beschrieben dehydriert und mit

Roti®-Histokit eingedeckelt sowie Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.5.4. Mikroskopie und Beurteilung

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit einem Durchlichtmikroskop (Axioskop 2,
Zeiss, Deutschland) bei bis zu 40-facher VergroRerung. Die Bilder der Schnitte wurden
mittels einer Digitalkamera (Axiocam, Zeiss, Deutschland) in den Computer
eingespeist. Die H&E und Toluidinblau gefarbten Praparate wurden geblindet von zwei
unabhangigen Untersuchern mittels eines Punktesystems bewertet. Die Bewertung
erfolgte analog nach dem Punktesystem welches von Little et al. 2007 veroéffentlicht
wurde [138]. Hierbei wurden die Knorpeloberflache (H&E) als auch der
Aggrecangehalt (Toluidinblau) des Knorpels an den sagittalen Schnitten separat
begutachtet und entsprechend bewertet. Die Punkte wurden jeweils fur Femur und
Tibia getrennt vergeben und anschlieBend addiert. Somit erhalt jeder Schnitt eine
Punktzahl zwischen null und 14 fir die Struktur des Knorpels und zwischen null und
sechs fur den Aggrecangehalt. Die jeweils hochste absolute Punktzahl eines Tieres
ging dann in die weitere Auswertung mit ein. Je hoher die Punktzahl ist, desto
schwerwiegender ist die Arthrose im betreffenden Gelenk, wobei ab 10 Punkten fur die
Struktur von einer schweren Arthrose gesprochen kann. Die unoperierten

kontralateralen Kniegelenke dienten als Kontrolle.

Um den Aggrecanverlust auch auf zellularer Ebene genauer darstellen und verifizieren
zu koénnen, wurden von mindestens zwei Tieren pro Gruppe die Kniegelenke mit einer
Antikorperfarbung gegen Aggrecan gefarbt und miteinander verglichen. Hierbei wurde
insbesondere auf die Chondrozytenmorphologie und den umgebenden Saum
geachtet. Arthrotisch veranderte Chondrozyten hypertrophieren und zeigen sich

aufgrund des fehlenden Aggrecans optisch leer.
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Eigenschaften Punkte
I. Struktur

Normaler, hyaliner Knorpel 0

Aufgeraute Oberflache und kleine Auflagerungen 1

Teilweiser Verlust der oberflachlichen Schicht 2

Horizontale Risse zwischen kalzifiziertem und 3
nicht kalzifiziertem Knorpel; aber kein Verlust von

kalzifiziertem Knorpel

Geringer Verlust von nicht kalzifiziertem Knorpel 4
(< 10% der Oberflache)

Moderater Verlust von nicht kalzifiziertem 5

Knorpel

(10%-50% der Oberflache)

Schwerer Verlust von nicht kalzifiziertem Knorpel 6
(>50% der Oberflache)

Verlust des Knorpels bis auf den subchondralen 7

Knochen
Il. Aggrecanverlust
Normaler, gleichmaRig gefarbter Knorpel 0

Verminderte Toludinblaufarbung (TB), aber kein 1
vollstandiger Verlust der Farbung im nicht

kalzifiziertem Knorpel

Teilweiser Verlust der TB-Farbung in nicht 2

kalzifiziertem Knorpel (<30%)

Diffuser Verlust der TB-Farbung in nicht 3
kalzifiziertem Knorpel (>30%)

Tabelle 7: Histologisches Scoringsystem; modifziert nach [138].
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2.5.5. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7 (GraphPad, USA). Als
Test wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test angewandt. Das
Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 angenommen. Alle Daten wurden als Mittelwert

mit Standardabweichung dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der 4-Wochen Tiere

3.1.1. Klinischer Verlauf

Insgesamt wurden 14 gleichaltrige Mause der Rasse C57BL/6 operiert. Am zweiten
postoperativen Tag musste ein Tier aufgrund einer eitrigen Wundheilungsstorung am
operierten Kniegelenk euthanasiert werden. Ein weiteres Tier wurde am flnften
postoperativen Tag morgens tot im Kafig aufgefunden. Die festgestellten Bissspuren
am Kadaver lie3en einen Kampf mit einer anderen Maus wahrscheinlich erscheinen.
Die beiden Ausfalle wurden durch Nachoperation der Reservetiere ausgeglichen, so
dass 12 Tiere (jeweils vier pro Gruppe) in die Auswertung eingehen. Die Tiere hatten
bei Versuchsbeginn ein durchschnittliches Gewicht von 19,8 g (+ 3,4 g). Bei Tétung
betrug das durchschnittliche Gewicht 22,6 g (+ 4,6 g)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
DMM-OP DMM-OP, BMP-7 | DMM-OP und
und Hydrogel Hydrogel
Operierte Tiere 5 5 4
Ausfalle 1 1 0
Auswertung 4 4 4

Tabelle 8: Klinischer Verlauf 4-Wochen Tiere; Gesamtuberblick

Das postoperative Mobilisationsverhalten der Tiere war insgesamt gut. Die meisten
Tiere belasteten sofort postoperativ wieder das operierte Bein und begannen bereits
nach kurzer Zeit damit im Kafig zu klettern. Andere wenige Tiere brauchten hingegen
etwas langer. Hier fiel Uber kurze Zeit ein leichtes Entlastungshinken auf, welches sich
aber nach kurzer Zeit legte. Am ersten postoperativen Tag zeigten alle Tiere eine

exzellente Mobilitat und belasteten allesamt das operierte Bein voll.
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3.1.2. Makroskopische Beurteilung nach Explantation

Die Wunden erschienen bei der Explantation alle reizlos und zeigten eine regelrechte
Narbenbildung. Nach Entfernung der Haut zeigte sich das subkutane Gewebe
ebenfalls reizlos und unauffallig mit einer Ausnahme bei der sich ein abgekapseltes

Fadengranulom zeigte. Heterotrope Ossifikationen konnten nicht festgestellt werden.

3.1.3. Histologische Ergebnisse

3.1.3.1.1. Struktur des Knorpels

Nach vier Wochen zeigte sich in der mit BMP-7 und BDI-Hydrogel behandelten Gruppe
eine durchschnittliche Punktzahl von 2,0 Punkten (SD + 0,82), was die niedrigste
Punktzahl bei den operierten Tieren darstellt und ein signifikant (p=0,029) besseres
Ergebnis ist als in der DMM-OP Gruppe. In beiden Gruppen zeigten die Tiere eine
durchweg erhaltene Struktur des hyalinen Knorpels ohne grofliere Defektzonen. Eine
Freilegung des subchondralen Knochen und damit eine schwere Arthrose war nicht
feststellbar. In der BMP-7 Gruppe zeigte sich als schwerster Defekt bei einem Tier ein
kleiner Einriss zwischen Kkalzifiziertem Knorpel und nicht kalzifiziertem Knorpel

(Abb.10). Ein Verlust von kalzifiziertem Knorpel war nicht feststellbar.

Die Gruppe welche nach der DMM-Operation nur das BDI-Hydrogel injiziert
bekommen hat, zeigt bei einer durchschnittlichen Punktzahl von 5,5 (SD + 3,5) bereits
eine deutlich schlechtere Knorpelstruktur und teilweise ausgepragte arthrotische
Veranderungen im Gelenk. Zwei Tiere zeigten einen moderaten Verlust von
kalzifiziertem Knorpel, wobei sich der Schwerpunkt des Knorpelverlustes auf den
hinteren tibialen Gelenkanteil beschrankte. Bei einem Tier konnten kleinflachige
Stellen beobachtet werden an welchen der subchondrale Knochen bereits freilag. Am
ausgepragtesten war in dieser Gruppe der Verlust von kalzifiziertem Knorpel, welcher
bei drei Tieren festzustellen war und teilweise mehr als 50% der Gelenkoberflache
betraf. Auch hier waren die Veranderungen Uberwiegend im Bereich der Tibia

festzustellen.

In der Gruppe welche nach der DMM-OP keinerlei weitere Behandlung bekommen hat,
zeigten sich die am ausgepragtesten arthrotischen Veranderungen. Die Punktzahl

betrug hier 7,0 Punkte im Durchschnitt (SD +4,7). Bei einem Tier dieser Gruppe konnte
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mit 12 Punkten die schlechteste Punktzahl aller vier Wochen alten Tiere festgestellt
werden. Es zeigte sich in diesem Gelenk ein ausgepragter Verlust von kalzifiziertem
Knorpel, welcher Uber 50% der Gelenkflache betraf, sowie eine Freilegung des tibialen
subchondralen Knochens. Die anderen Tiere zeigten ebenfalls einen Uberwiegenden
Verlust des kalzifizierten Knorpels. Ein Tier der Gruppe zeigte eine Uberraschend
intakte und nahezu unveranderte Gelenkstruktur auf. Es fielen nur minimale

Oberflachenunregelmafigkeiten und kleinere Auflagerungen auf.

Die nicht operierten kontralateralen Gelenke zeigten eine durchschnittliche Punktzahl
von 1,75 (SD + 2,9) und wiesen nur sehr moderate Veranderungen im Knorpel auf. Bei
zwei Tieren zeigte sich eine leicht aufgeraute Oberflache, sowie bei einem Tier einen

stellenweisen, minimalen Verlust der oberflachlichen Schicht.
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Abbildung 8: Ergebnisse der geblindeten Bewertung der Knorpelstruktur nach vier Wochen (p=0,029).
Abgebildet sind der Mittelwert und die Standardabweichung.
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Abbildung 9: Ubersicht nach vier Wochen (F: Femur, T: Tibia, M: Meniskus; 2,5x Vergréerung). Die
obere Reihe zeigt die Knorpelstruktur in H&E- Farbung, die untere Reihe den Aggrecanverlust der
korrespondierenden Schnitte mittels Toluidinblaufarbung. A’ zeigt eine kraftige Anfarbung Uber den
gesamten Gelenkknorpel. Als Vergleich kann die Epiphysenfuge dienen, welche einen hohen
Aggrecangehalt aufweist. In Bild C’ ist bereits eine Hohenminderung des Knorpels im posterioren

Bereich der Tibia festzustellen (Pfeilkopf).
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Abbildung 10: VergrofRerte Darstellung des Gelenkknorpels in Toluidinblaufarbung (5x Vergrofierung)
nach vier Wochen (F: Femur, T: Tibia). Das obere Bild (A) zeigt ein Knie nach der DMM-OP. Auffallig
ist die Verringerung der Knorpelstruktur im tibialen Bereich. Ebenso fallt tibial eine Verringerung der
Anfarbung und damit ein Aggrecanverlust auf. Im Bereich des Femurs zeigt sich eine besser erhaltene
Knorpelarchitektur, sowie eine deutlichere Anfarbung vor allem der oberflachlichsten Knorpelschicht.
Das untere Bild (B) zeigt ein Knie nach BMP-7-Hydrogel Behandlung. Im Vergleich zum oberen Bild
stellt sich der Knorpel dicker dar und zeigt ein gleichmaRigeres Anfarbeverhalten. Der Stern markiert

einen Riss zwischen dem kalzifizierten und nicht kalzifizierten Knorpel.
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N

Abbildung 11: Die obere Ubersichtsaufnahme (2,5x) zeigt ein Knie der BMP-7-Hydrogel Gruppe vier
Wochen nach der Operation. Auffallig ist hier die starke Anfarbung im Bereich des
Patellarsehnenansatzes. In dem unteren stark vergrofierten Bildausschnitt (20x) zeigt sich in der Sehne

eine ektope Bildung von Chondrozyten (mit Stern markiert).

3.1.3.1.2. Aggrecangehalt

Bei der Beurteilung des Aggrecanverlustes nach vier Wochen, zeigte sich ein
ahnliches Bild wie bei der Beurteilung der Struktur. Die Tiere die BMP-7 erhielten,
wiesen zusammen mit den Kontrollen, den geringsten Aggrecanverlust auf. Beide
Gruppen kamen jeweils auf einen Mittelwert von 0,75 Punkten (BMP-7: SD + 1,5;
Kontrolle: SD + 0,96). In der BMP-7 Gruppe zeigt nur ein Tier einen diffusen Verlust
der Toluidinblaufarbung, wahrend die anderen Tiere allesamt einen normalen,
gleichmalig angefarbten Knorpel ohne Aggrecanverlust zeigen. Im Bereich des

Patellarsehnenansatzes konnte bei einem Tier aus der BMP-7 Gruppe eine ektope
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Bildung von Chondrozyten beobachtet werden (Abb. 11). Die unoperierten Gelenke
zeigten, wie auch schon in der Knorpelstruktur, nur geringe Veranderungen im
Aggrecangehalt. Hier fiel bei zwei Tieren eine punktuell verminderte Anfarbung auf.
Ein groflflachiger Verlust der Anfarbung war nicht zu verzeichnen. In der
Antikdrperfabrung gegen Aggrecan, zeigte sich eine gleichmafige Verteilung von
Aggrecan im gesamten Gelenkknorpel. Die Chondrozyten waren dabei gleichmafig
verteilt und nicht hypertrophiert (Abb. 13).

Deutlicher fiel der Aggrecanverlust bei den Tieren auf, welche nur das BDI-Hydrogel
bekommen hatten. Die durchschnittliche Punktzahl betrug 1,5 (SD + 1,5). Zwei Tiere
dieser Gruppe zeigten einen deutlichen Verlust der Farbung im nicht kalzifiziertem
Knorpel. Bei der Antikdrperfarbung zeigten sich vereinzelt hypertrophe Chondrozyten

mit reduzierter Aggrecanproduktion.

Deutlich starker ausgepragt war der Aggrecanverlust in der DMM-Gruppe mit einem
mittleren Punktwert von 2,25 (SD + 0,96). Hier zeigte jedes Tier zumindest eine
punktuell verminderte Anfarbung des Knorpels, zwei Tiere sogar einen grof3flachigen
diffusen Verlust der Anfarbung in Uber 30% der Gelenkflache. Schwerpunktmalig war
der Verlust im hinteren Tibiaplateau festzustellen. In der Antikorperfarbung fielen pro
Gesichtsfeld die meisten hypertrophierten Chondrozyten auf, welche optisch leer
erschienen (Abb. 13).
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Abbildung 12: Ergebnisse der geblindeten Bewertung des Aggrecangehalts nach acht Wochen.
Abgebildet sind der Mittelwert und die Standardabweichung.
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Abbildung 13: VergroRerte Darstellung des Gelenkknorpels in Aggrecan-Antikérperfarbung (5x
VergréRerung). Die obere Abbildung (A) zeigt ein Tier der DMM-Gruppe. Deutlich sichtbar sind die
hypertrophen und blass erscheinenden Chondrozyten in der posterioren Tibia mit fehlendem
umgebendem Saum (schwarze Pfeilképfe). Dies spricht flr eine verminderte Produktion von Aggrecan.
Die untere Abbildung (B) zeigt dagegen kleine, nicht hypertrophierte Chondrozyten mit regelmaRigem
Saum, was flr einen gleichmaRigen Aggrecangehalt und konstante Produktion spricht. Dieses Tier
wurde mit BMP-7-Hydrogel behandelt.
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3.2. Ergebnisse der 8-Wochen Tiere

3.2.1. Klinischer Verlauf

Insgesamt wurden 22 gleichaltrige Mause der Rasse C57BL/6 operiert. Am dritten
postoperativen Tag musste ein Tier aufgrund des schlechten objektiven
Wohlbefindens euthanasiert werden. Der Ausfall eines Tieres wurde durch
Nachoperation der Reservetiere ausgeglichen, so dass 21 Tiere (jeweils sieben pro
Gruppe) in die Auswertung eingingen. Die Tiere hatten bei Versuchsbeginn ein
durchschnittliches Gewicht von 19,8 g (+ 4,4 g). Bei Toétung betrug das
durchschnittliche Gewicht 23,4 g (+ 2,9 )

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
DMM-OP DMM-OP, BMP-7 | DMM-OP und
und Hydrogel Hydrogel
Operierte Tiere 7 7 8
Ausfalle 0 0 1
Auswertung 7 7 7

Tabelle 9: Klinischer Verlauf der 8-Wochen Tiere; Gesamtiiberblick

Die meisten Tiere zeigten nach dem Aufwachen aus der Narkose eine spontane
Bewegung der operierten Extremitat und belasteten das operierte Bein vollstandig.
Nach Ruckgabe in den Kafig kletterten die meisten Tiere sofort und ohne
offensichtliche Einschrankungen an den Gittern hinauf. Die Tiere, welche postoperativ
ein etwas zogerliches Verhalten zeigten, waren spatestens bei der Kontrolle am ersten

postoperativen Tag vollstandig mobil.

3.2.2. Makroskopische Beurteilung nach Explantation

Die Wundverhaltnisse waren bei allen 22 Tieren unauffallig und reizlos. Es konnte
keine Entzindungs- oder Fremdkorperreaktion festgestellt werden. Bei einem Tier in
der BMP-7 Gruppe konnte eine dezente heterotrope Ossifikation im Bereich des

operativen Zugangswegs festgestellt werden.
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3.2.3. Histologische Ergebnisse

3.2.3.1.1. Struktur des Knorpels

Nach acht Wochen zeigte der Knorpel in allen operierten Gruppen ein ahnliches
strukturelles Erscheinungsbild. Die BMP-7 behandelte Gruppe zeigte mit einem
durchschnittlichen Punktewert von 9,6 Punkten (SD + 3,60) annahernd ein gleiches
Ergebnis wie die Gruppe welche nur das Hydrogel bekommen hat und 9,3 Punkte
aufwies (SD =+ 4,0). Die DMM-Gruppe hatte nach acht Wochen ein Ergebnis von 10,0
Punkten erreicht (SD + 4,0). Die Spanne der strukturellen Schaden war in allen
operierten Gelenken gleich. In allen Gruppen traten schwere arthrotische
Veranderungen, bis hin zu freiliegendem subchondralem Knochen auf (Abb. 15; A-C).
Insbesondere im Bereich des Tibiaplateaus waren diese schweren strukturellen
Veranderungen festzustellen. In wenigen Tieren gingen diese Veranderungen mit
osteophytaren Anbauten an der Tibia einher, sowie einem regelrechten ,Einschleifen®
der Femurkondylen in das Tibiplateau (Abb. 15; C). Hierbei waren Substanzdefekte im
Knochen nachweisbar, welche bis an die Epiphysenfuge heranreichten. Der
korrespondierende femurseitige Knorpel zeigte dabei einen Substanzverlust bis auf
den nicht kalzifizierten Knorpel. Generell war aber der Subtanzverlust tibialseitig
wesentlich ausgepragter und grof3flachiger als am Femur. Hier zeigten zwar auch
einige wenige Tiere Defekte bis auf den subchondralen Knochen, diese waren jedoch
grolenmalig wesentlich geringer als an der Tibia und reichten von der Tiefe maximal
an die obersten subchondrale Knochentrabekel heran, wahrend die tibialen Schaden

wesentlich tiefer reichten und auch gréRer waren.

Bei den unoperierten Kontrollen waren keine strukturellen Knorpelschaden feststellbar
(Abb. 15; D). Die Gelenke prasentierten sich hier durchweg in einem vitalen Zustand

mit einer regelmafigen und glatten Knorpelstruktur.
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Abbildung 14: Ergebnisse der geblindeten Bewertung der Knorpelstruktur nach acht Wochen.
Abgebildet sind der Mittelwert und die Standardabweichung.
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. DMM + Gel + BMP-7 ||

Abbildung 15: Ubersicht nach acht Wochen (F: Femur, T: Tibia, M: Meniskus; 2,5x Vergréerung). Die
obere Reihe zeigt die Knorpelstruktur der am schwersten betroffenen Tiere in H&E- Farbung, die untere
Reihe den Aggrecanverlust der korrespondierenden Schnitte mittels Toluidinblaufarbung. In der
Knorpelstruktur zeigen sich in den operierten Gruppen (A-C) nur geringe strukturelle Unterschiede. Im
Vergleich zur Kontrolle (D) ist vor allem der Knorpel im posterioren tibialen Bereich betroffen und nicht
mehr vorhanden (Pfeilképfe). Teilweise lassen sich starke osteophytdre Anbauten beobachten (B, mit
Stern markiert). Im Bereich der korrespondieren Femurkondyle zeigen sich die analogen

Veranderungen dazu. Hier ist ebenfalls ein Freiliegen des subchondralen Knochens zu beobachten.
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3.2.3.1.2. Aggrecangehalt

Im Gegensatz zur strukturellen Beschaffenheit des Knorpels zeigen sich im
Aggrecangehalt nach acht Wochen Unterschiede in den Gruppen (Abb. 17). Am
schlechtesten schnitt die DMM-Gruppe ab. Hier war die Punktzahl am hochsten mit
einem Mittelwert von 4,57 (SD + 1,61). Es zeigten sich gro3flachige, teilweise nahezu
das ganze Gelenk betreffende Verluste von Aggrecan und deutlich hypertrophierte,

leere Chondrozyten.

Die BDI-Hydrogel-Gruppe zeigte eine geringflgig bessere Punktzahl mit
durchschnittlich 3,74 (SD + 1,7). Der Aggrecanverlust war hier weniger grof3flachig,

aber vor allem im tibialen Bereich sehr ausgepragt.

Am besten von allen operierten Gruppen schnitt die mit BMP-7 behandelte Gruppe ab.
Die Punktzahl war dort mit einem Mittelwert von 3,14 8 (SD =+ 1,2) am geringsten. Die
Veranderungen im Knorpel waren schwerpunktmafig wieder im posterioren tibialen
Bereich, wahrend der Knorpel auf den Femurkondylen nur mafligere Veranderungen
zeigte. Der Knorpel zeigte nur punktuelle Verluste von Aggrecan ohne grof3flachigere
Schaden. In der Antikorperfarbung fiel punktuell ein stark vermehrter Aggrecangehalt

auf. Morphologisch zeigten sich keine hypertrophierten Chondrozyten.
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Abbildung 16: VergrofRerte Darstellung des Gelenkknorpels in Toluidinblaufarbung (5x Vergréfierung)
nach acht Wochen (F: Femur, T: Tibia, M: Meniskus). Das obere Bild (A) zeigt ein Gelenk aus der DMM-
Gruppe mit schwersten Schaden. Der subchondrale Knochen liegt groRflachig frei (Pfeilkdpfe). Es lasst
sich eine beginnende Veranderung der Knochenstruktur im femoralen Bereich erahnen. Stellenweise
ist der Defekt nicht mehr weit von der Epiphysenfuge entfernt und zeigt damit deutlich wie schwer die
Veranderungen sind. Im Gegensatz dazu zeigt das untere Bild (B) Gelenk welches mit BMP-7-Hydrogel
postoperativ behandelt wurde. Dieses zeigt auch arthrotische Veranderungen mit einem teilweisen
Verlust der oberen Knorpelschichten (mit Stern markiert) und der Anfarbung. Jedoch sind diese
Veranderungen sehr moderat und betreffen nur einen kleinen Teil des Gelenks. Der iberwiegende Teil

des Knorpels stellt sich gut erhalten dar.

48



Ergebnisse

8=

Punktzahl

Abbildung 17: Ergebnisse der geblindeten Bewertung des Aggrecangehalts nach acht Wochen.

Abgebildet sind der Mittelwert und die Standardabweichung.
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Abbildung 18: In der immunhistochemischen Farbung gegen Aggrecan werden nach acht Wochen

deutliche Unterschiede sichtbar (5x VergréRerung). Die mit BMP-7-Hydrogel behandelte Gruppe (A)

zeigt eine wesentlich kraftigere Farbung und gleichmafige, dunkle Chondrozyten ohne Hypertrophie

(schwarze Pfeilkbpfe).

Dies spricht flr

einen hohen Aggrecangehalt und eine gesteigerte

Aggrecanproduktion. In der DMM-Gruppe (C) zeigen sich dagegen blasse, leere Chonodrozyten mit

einem hypertrophen Wachstumsmuster. Eine starke Dunkelfarbung und damit Aggrecanproduktion

I&sst sich nicht feststellen. Auch in der BDI-Hydrogel-Gruppe (B) neigen die Chondrozyten eher zu

einem hypertrophen Wachstum und geringer Aggrecanproduktion. In der Wildtyp-Gruppe (D) zeigt sich

zum Vergleich eine gleichmaRige Anfarbung der normal groRen Chondrozyten.
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3.3.Vergleich der 4-Wochen und 8-Wochen Tiere

3.3.1. Vergleich der Struktur
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Abbildung 19: Vergleich der Struktur. Abgebildet sind der Mittelwert und die Standardabweichung,
p=0,0152.

Im Vergleich der beiden Zeitpunkte und der Knorpelstruktur (Abb. 19) zeigt sich in allen
operierten Gruppen eine Zunahme der Punktzahl und damit eine Verschlechterung. In

der BMP-7 behandelten Gruppe ist die Veranderung statistisch signifikant (p=0,0152).
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3.3.2.Vergleich des Aggrecangehalts
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Abbildung 20: Vergleich des Aggrecangehalts. Abgebildet sind der Mittelwert und die
Standardabweichung. p=0,0364 in der BMP-7 Hydrogel-Gruppe; p=0,0394 in der BDI-Hydrogel-Gruppe.
Beim Aggrecangehalt zeigt sich ein ahnliches Bild (Abb. 20) wie bei der
Knorpelstruktur. Auch hier schneiden alle Tiere nach acht Wochen schlechter ab. Die
mit BMP-7 behandelten Tiere als auch die Tiere, welche nur das BDI-Hydrogel

bekommen haben, zeigen eine signifikante Zunahme der Punktzanhl.

3.4. ELISA

Der jeweils vor der Totung der Tiere gewonnene Spontanurin wurde auf das
Knorpelabbauprodukt C2C untersucht. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den operierten Gruppen festgestellt werden (Abb. 21). Auch zwischen den
beiden untersuchten Zeitpunkten konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Der individuelle Wert von C2C im Urin korrelierte nicht mit dem histologischen

Ausmald der Arthrose.
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Abbildung 21: C2C-Werte der operierten Tiere nach vier und acht Wochen. Abgebildet sind der
Mittelwert und die Standardabweichung.
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4. Diskussion

Aktuell steht keine therapeutische Maglichkeit zur Verfugung, welche die Gonarthrose
in ihrem Verlauf wesentlich positiv zu beeinflussen scheint [139—141]. Die aktuellen
Madglichkeiten beschranken sich im Wesentlichen auf eine Linderung der Symptomatik
mit besonderem Augenmerk auf die Schmerztherapie [142]. Als Ultima Ratio kommt
im fortgeschrittenen Stadium nur die endoprothetische Versorgung des Gelenks in
Betracht, die aber einen erheblichen Eingriff darstellt und mit nicht unerheblichen
Komplikationen belastet ist [143,144]. Eine praventive Therapie, die in einem frihen,
asymptomatischen Krankheitsstadium einsetzt oder praventiv nach Sportverletzungen
verabreicht wird, ist eine vielversprechende Madglichkeit um komplexe operative
Eingriffe hinauszuzdgern oder gar zu ersetzen [7,39,145,146]. Als entscheidender,
regenerativer therapeutischer Ansatz gilt dabei die positive Beeinflussung der
Knorpelhomoostase. Eine Hauptproblematik ist dabei die geringe Regenerations-
fahigkeit der Knorpelzellen, welche aus schwacher Vaskularisierung, geringem

Stammzellgehalt und einer komplexen Matrixkomposition resultiert [147].

4.1. Diskussion der Methodik

4.1.1. Anforderungsprofil

Anhand eines Tiermodells sollte versucht werden, die Mdglichkeiten und Grenzen des
klinischen Einsatzes einer neuartigen Kombination des vielversprechenden
Wachstumsfaktors BMP-7 und einem neuartigen thermosensitiven Hydrogel zur

Pravention degenerativer Knorpelschaden aufzuzeigen.

Diese  Fragestellung befindet sich in einem Grenzgebiet zwischen
Grundlagenforschung und klinischer Anwendung. Um diese zufriedenstellend zu
beantworten muss das Versuchsmodell eine mdoglichst realistische und klinisch
relevante Problemsituation widerspiegeln. Dabei muss aber auch gewahrleistet sein,
dass die gewonnenen Ergebnisse auf den humanmedizinischen und klinischen
Einsatzbereich Ubertragbar sind. Obwohl in der letzten Zeit mit zunehmendem Erfolg
Alternativen zu Tierversuchen erforscht und auch erfolgreich eingesetzt wurden,
scheint es notwendig fur eine Versuchsreihe mit einem derartigen Anforderungsprofil

die Experimente im Tierversuch zu realisieren.
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Arthrose und die damit verbundenen Veranderungen in der Biomechanik und
Knorpelhomoostase sind komplexe Ablaufe deren Simulation in vitro nur sehr
eingeschrankt oder gar nicht zu untersuchen ist [148]. In ihrem Review 2010 zu
neuartigen Knorpeltherapien wiesen Chu et al. ausdrucklich darauf hin, dass
Tierversuche essentiell sind um die Lucke zwischen in vitro und klinischer Studie zu
schlielen [149]. Gerade neue Ansatze im regenerativen Bereich und im Tissue
Engineering sind auf eine intakte Gelenksphysiologie angewiesen, um Ablaufe in der
Regenerierung von Gewebestrukturen maoglichst realitatsnah ablaufen zu lassen. Im
Rahmen von Voruntersuchungen zu dieser Dissertation wurden die bestehenden
Methoden in der Zellkultur erschopfend untersucht. Um die resultierende Lucke
zwischen in vitro Untersuchungen und humanen klinischen Studien zu schlief3en, sind

in vivo Versuche unerlasslich.

4.1.2. Tiermodell und chirurgische Induktion der Arthrose

Um einen Einfluss auf den Verlauf der chirurgisch induzierten Arthrose beobachten zu
konnen, verwendeten wir Mause als Versuchstiere. Diese bieten den Vorteil einer
einfachen und standardisierten Haltung in der ZVH und sind zudem etablierte Modelle
in der Knorpelgrundlagenforschung. Des Weiteren scheinen eine Vielzahl von
molekularen und genetischen Mechanismen der Arthrose-Pathogenese, wie
Aggrecanverlust und Veranderungen der Knorpelmatrix, ahnlich dem Menschen zu

sein und auch die Struktur des Gelenks ist im Aufbau vergleichbar [150,151].

Als Limitation kann am Mausmodell die kleine Gelenkstruktur und damit auch der im
Vergleich zum Menschen dunnere Knorpel kritisiert werden [152]. Zudem ist
wesentlich weniger Synovialflissigkeit vorhanden. Diese Kritikpunkte sind jedoch
relativiert zu beobachten, da gerade fur das Mausmodell eine Vielzahl an
Vergleichsdaten existiert und gerade im Vergleich zu Groldtieren, das Mausmodell
leicht verfigbar und auch kostengunstig ist [152,153]. Zudem kdnnen an Mausen leicht
die genetischen Einflisse mithilfe von knock-out Linien untersucht werden. Da auch
die geschlechtsspezifische genetische Variabilitdt einen Einfluss auf die Arthrose hat,
verwendeten wir fur diese Studie ausschliel3lich weibliche Tiere. So konnten wir die
von Ma et al. beschriebenen mdglichen geschlechtsabhangigen Einflisse eliminieren.
Mannliche Mause entwickeln in chirurgischen Arthrosemodellen oftmals eine

schwerere Arthrose und einen deutlich progredienteren Verlauf [21].
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Chirurgische Modelle fur die Arthroseinduktion an der Maus sind erst seit jungerer Zeit
etabliert und haben sich durch die Verbreitung mikrochirurgischer Techniken rasch
verbreitet. Es kann mittels eines einfachen und standardisierten chirurgischen Eingriffs
am Hinterlauf eine Arthrose induziert werden ohne dabei das umliegende Gewebe zu
schadigen [149,154,155]. Der Vorteil gegenluber den alteren Modellen mit spontaner
oder medikamentds induzierter Arthrose ist die Unabhangigkeit vom Alter und der
Zuchtlinie der Mause, sowie die geringere Variabilitat der Ergebnisse. In den
spontanen Modellen entwickeln die Mause erst in fortgeschrittenem Alter und auch nur
in bestimmtem Zuchtlinien Arthrose [156]. Modelle, die auf der medikamentdsen
Induktion beruhen zeigten eine rapide einsetzende Arthrose mit schneller Progression
und nicht die typischen eher langsamen Veranderungen wie bei einer degenerativen

oder posttraumatischen Arthrose [152].

FUr in vivo Studien existieren dabei verschiedene chirurgische Modelle der
Arthroseinduktion, die alle auf einer mechanischen Destabilisierung des Kniegelenkes
basieren [157]. Das DMM-Modell welches erstmals von Glasson et al. 2007
beschrieben wurde ist dabei das favorisierte Modell zur Destabilisierung und kam auch
in unserer Studie zum Einsatz. Es I0st eine milde bis moderate Arthrose aus und ist in
der zeitlichen Progression mit dem Auftreten der naturlichen, degenerativen Arthrose
beim Menschen vergleichbar und einfach durchfuhrbar [137,156]. Alternative Modelle
wie die Entfernung eines Meniskus oder die Resektion des vorderen Kreuzbandes
weisen ein hoheres Risiko fur iatrogene Knorpelschaden auf und stellen einen
wesentlich invasiveren Eingriff dar [152]. Umstritten ist dabei, ob in solchen Modellen
das kontralaterale Kniegelenk als mdgliche Kontrolle in Frage kommt. Fang et al.
haben in kontralateralen Kniegelenken von operierten Tieren erhdhte Raten an
Arthrose feststellen konnen, wahrend Little et al. keine Unterschiede an der
kontralateralen Seite zwischen Sham operierten (Placebo-Operation) Tieren und
DMM-operierten Tieren feststellen konnte [138,152]. Beide Beobachtungen resultieren
jedoch aus Einzelféllen und es existiert keine exakte Untersuchung Uber die Eignung
der jeweiligen kontralateralen Kniegelenke. Wir konnten in den meisten kontralateralen
Kniegelenken nur eine sehr moderate Arthrose feststellen, die durchaus auch mit einer
spontan auftretenden Arthrose zu vereinbaren ist. Deswegen gehen wir von keiner
signifikanten Mehrbelastung der unoperierten Extremitat aus. Trotzdem bleibt dies

eine mogliche Limitation in dieser Studie.
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4.1.3.Versuchstieranzahl

Um die im Rahmen dieser Dissertation zu beantwortende Fragestellung zu
untersuchen, erschien eine Beschrankung auf eine Mindestprobenzahl fur die
Formulierung einer wissenschaftlichen Fragestellung und Untersuchung der

generellen Machbarkeit (proof of concept) als gerechtfertigt.

4.1.4. Versuchsdauer

Die Versuchsdauer wurde mit vier und acht Wochen postoperativ bewusst so gewahlt,
da hier bereits mit einem positiven Effekt zu rechnen war. In in vitro Vorversuchen in
unserem Labor konnte eine hohe BMP-7 Freisetzung aus dem BDI-Hydrogel in den
ersten 30 Tagen beobachtet werden (unverdffentlichte Daten). Zudem sind
Wachstumsfaktoren der BMP-Superfamilie Uberwiegend in der Fruhphase der
Defektheilung wirksam [158—-160]. Nach einem sehr langen Beobachtungszeitraum
ware dieser Effekt mdglicherweise nicht mehr erkennbar gewesen, da auch von einem
korpereigenen Abbau des BMP-7 ausgegangen werden muss [161]. Zudem zeigten
sich im DMM-Modell die ersten Ergebnisse nach vier und acht Wochen. Diese beiden
Zeitraume sind in der Knorpelforschung weit verbreitet und bieten damit auch eine gute
Vergleichbarkeit zur Literatur [137,162].

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Das DMM-Modell I16st eine reproduzierbare Arthrose aus

In dieser Versuchsreihe konnte mittels der DMM-OP in allen operierten Gruppen eine
milde bis schwerwiegende Arthrose ausgelést werden, die einen langsam
fortschreitenden Verlauf aufwies. Dabei wurde besonders eine Belastung und
degenerative Abnutzung der zentralen Lastbereiche wie der medialen Tibia und der
medialen Femurkondyle beobachtet (Abb. 15). Ebenso konnte eine Zunahme der
Punktzahl und damit des Arthrose-Schweregrades bei den operierten Tieren wahrend
der Versuchsdauer beobachtet werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den aus der
Literatur bekannten Daten und sind ahnlich dem langsam progredienten Verlauf einer

degenerativen oder posttraumatischen Arthrose beim Menschen [29,156,163].
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Im Verlauf dieser Dissertation konnte damit das DMM-Modell als murines in vivo
Arthrosemodell erfolgreich reproduziert und im Labor fur experimentelle Chirurgie und

regenerative Medizin etabliert werden.

4.2.2. BMP-7 augmentiertes BDI-Hydrogel hat einen positiven Einfluss auf die

Progression einer Arthrose

BMP-7 besitzt nachweisbare positive Effekte auf den Chondrozytenstoffwechsel und
wirkt stimulierend auf die Synthese und Organisation der Matrixmolekule [133,164].
Dabei verbessert BMP-7 auch das Zelliberleben und inhibiert knorpelabbauende
Stoffwechselwege. Mit zunehmenden Alter und fortschreitender Knorpeldegeneration
reduziert sich die BMP-7 Expression im hyalinen Knorpel auf ein Minimum [131].
Gesteigerte Spiegel von BMP-7 konnten dabei in Geweben und Synovialflussigkeit
von verletzten Gelenken oder nach Arthrotomie beobachtet werden [165]. Diese
Ergebnisse lassen den Rulckschluss zu, dass BMP-7 Teil des korpereigenen
Reparaturpotentials ist. Eine periodische und zielgerichtete Supplementation von

BMP-7 ware damit ein moglicher Ansatz fur die Pravention der Arthrose.

Wir konnten in dieser Arbeit erstmalig einen positiven Effekt eines mit BMP-7
augmentierten, thermosensitiven Hydrogels auf den Verlauf der Arthrose im
Mausmodell zeigen. Vier Wochen nach der Injektion zeigte sich eine signifikant
bessere Knorpelstruktur in der mit BMP-7 und BDI-Hydrogel behandelten Gruppe.
Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass eine in vivo Freisetzung des
BMP-7 aus dem BDI-Hydrogel erfolgt und das freigesetzte BMP-7 einen protektiven
Effekt auf den hyalinen Knorpel besitzt.

Andere Gruppen konnten ebenfalls die positiven Effekte von BMP-7 in vivo auf den
Knorpel nachweisen, jedoch wurden nicht-injizierbare Carrier als Tragersubstanz flr
das BMP-7 benutzt, welche meist auf Milchsaure basierten und operativ implantiert
werden mussten. Die Herausforderung dabei ist, BMP-7 zielgerichtet und nachhaltig
zur Verfugung zu stellen. Jung et al. wahlten fur die Reparatur osteochondraler
Defekte beim Kaninchen einen Scaffold auf der Basis von Polylactid (PLGA). Die
histologischen Verbesserungen zeigten sich in der guten Einheilung des
neugebildeten Knorpels in den lokalen Defekt und der Neubildung von Kollagen Il und
Proteoglykanen [166]. Ahnliche Effekte konnten Solchaga et al. beobachten. Hierbei

kam ein Scaffold auf Hyaluronan-Basis zum Einsatz, welcher die Defektheilung im
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osteochondralen Defektmodell signifikant verbesserte [167]. Badlani et al. nutzen
erstmals keinen festen Scaffold, sondern injizierten mithilfe eines Katheters und einer
osmotischen Pumpe neun Wochen lang kontinuierlich BMP-7 in das Kniegelenk von
Kaninchen. Dabei konnte zwar ein positiver Effekt auf den Knorpel gesehen werden,
jedoch brachte die Form der Applikation eine Reihe von Problemen wie Infektionen
oder fehlende Mobilitat mit sich [114]. Einen ahnlichen, anhaltenden Effekt von BMP-
7 nach einer Injektion konnten Hayashi et al. erstmals 2007 beim Hasen beobachten
[168]. Hier stimulierte BMP-7 noch eine Woche nach der Injektion die endogene
Expression von BMP-7 in den Chondrozyten. In dieser Studie wurde das BMP-7
jedoch in einer wassrigen Kochsalzlésung wdochentlich Uber einen Zeitraum von 6
Wochen injiziert. Es ist davon auszugehen, dass das BDI-Hydrogel Uber einen
langeren Zeitraum eine konstantere Freisetzung von BMP-7 gewahrleistet als dies
eine Kochsalzldsung leisten kann. Diese These wird durch in vitro Daten aus unserem
Labor gestutzt, in der BMP-7 in den ersten 14 Tagen einen maximalen Release aus

dem BDI-Hydrogel zeigt (unverdffentlichte Daten).

Interessanterweise zeigen unsere Ergebnisse nach acht Wochen keine signifikanten
Unterschiede mehr in der Knorpelstruktur, jedoch weist der Aggrecangehalt in der
BMP-7 Gruppe den tendenziell geringsten Verlust von Aggrecan auf. Diesen Einfluss
auf den Aggrecangehalt kdnnen auch andere Studien nachweisen. Badlani et al.
konnten eine Abnahme der knorpelabbauenden Proteasen wie MMP-13 oder
Aggrecanase zeigen und eine Zunahme der Kollagen Il Produktion [113]. In anderen
in vivo Studien zeigte BMP-7 auch positive Effekte auf den Proteoglykangehalt in der
Bandscheibe. Hier konnte nicht nur die Zunahme von Proteoglykanen in der
Knorpelmatrix beobachtet werden, sondern auch eine absolute Zunahme der
Bandscheibendicke, was deutlich die Verringerung der degenerativen Vorgange zeigt
[169,170].

Dabei wird vermutet, dass vor allem die Aggrecanasen eine SchlUsselrolle in der
Pathogenese der Arthrose spielen. Ihr Gehalt im Knorpel korreliert mit der Schwere
und Progression von Arthrose [171]. Aufgrund der Angleichung der Struktur in unserer
Studie vermuten wir, dass der BMP-7 Release aus dem BDI-Hydrogel nachlasst und
nach acht Wochen nicht mehr ausreichend ist. Trotzdem ist aufgrund des besseren
Aggrecangehalts davon auszugehen, dass BMP-7 auch noch nach acht Wochen einen
protektiven Effekt hat, welcher nicht nur durch die Pharmakodynamik der injizierten
Kombination von BDI-Hydrogel und BMP-7 zu erklaren ist.
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Diese These wird von den Beobachtungen gestutzt, die Sekiya et al. gemacht haben.
Dort war die BMP-7 Expression in Chondrozyten noch sieben Tage nach der
Applikation von BMP-7 gesteigert [168].

Wir vermuten in unserem Modell neben einer langer andauernden Freisetzung von
BMP-7 durch das BDI-Hydrogel die Stimulation der endogenen BMP-7 Produktion.
Moglicherweise wird das exogen zugefuhrte BMP-7 vom Synovialgewebe absorbiert
und die Synovialzellen dadurch zu einer gesteigerten endogenen BMP-7 Produktion
angeregt. Eine ahnliche Steigerung der endogenen BMP-7 Produktion lie sich im
Schaf beobachten [172].

Obwohl BMP-7 damit allgemein als potenter chondrogener Faktor angesehen wird und
intensiv auf dieses Potential hin untersucht wurde, ist die Frage nach der optimalen
Dosierung noch ungeklart. Im Vergleich zu anderen in vivo Studien wurde bewusst
eine hohere Dosierung von BMP-7 gewahlt. Wir injizierten eine Dosis von 200 ng BMP-
7 in das Gelenk. In der Literatur werden Dosisbereiche bis zu 1000 ng angegeben,
wobei eine sehr grol’e Bandbreite in der Dosierung herrscht und flir Mause keine in
vivo Daten existieren [136]. In einer in vitro Versuchsreihe konnten Klatte-Schulz et.
al. 2013 nachweisen, dass BMP-7 im Vergleich zu BMP-2 vergleichbare Wirkungen
bei niedrigeren Dosierungen zeigt [173]. Ubliche Dosierungen fiir BMP-2 liegen dabei

in einem Dosisbereich von 5 ug bis 20 ug [174,175].

Hayashi et al. wahlten fur Ratten eine Dosierung von 250 ng BMP-7 und konnten keine
unerwunschten Wirkungen feststellen [168]. Neuere Daten zeigen, dass BMP-7 einen
sehr hohen und weiten Dosisbereich hat und es keine lineare Dosis-
Wirkungsbeziehung zu geben scheint [162]. Wir konnten bei unserer Dosierung
lediglich in einem Tier eine ektope Bildung von Chondrozyten in der Patellarsehne
nach vier Wochen nachweisen. Relevante Nebenwirkungen wie Osteophyten oder
Fibrosierung konnten wir nicht feststellen. Wir vermuten jedoch, dass hohere Dosen
von BMP-7 die Wahrscheinlichkeit von unerwlnschten Wirkungen wie ektoper
Knorpel- oder Knochenbildung sowie synovialer Fibrose ansteigen lasst. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Dosis von BMP-7 in dieser Studie richtig gewahlt wurde.
Um eine genaue Dosis-Wirkungsbeziehung feststellen zu kdnnen sind weitere Studien
notwendig, auch im Hinblick auf einen mdglichen Einsatz beim Menschen. Unsere
Studie liefert damit erstmals einen konkreten Hinweis auf eine in vivo Dosierung bei

der Maus. Dies stellt eine wichtige Grundlage flr weitere Versuchsreihen dar.
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Mit dem von uns verwendeten BDI-Hydrogel steht damit erstmals eine
minimalinvasive, nicht-operative Moglichkeit zur Verfugung BMP-7 zielgerichtet zu
applizieren. Durch die Thermosensitivitat bleibt das Hydrogel dabei auch nach
Injektion am gewulnschten Ort und kann zielgerichtet seine Wirkung entfalten. In
Anbetracht der Wirksamkeit von BMP-7 scheinen therapeutische Injektionen eines mit
BMP-7 augmentierten BDI-Hydrogel eine attraktive klinische Option zu sein, um den

Verlust von Knorpelmasse zur reduzieren.

4.2.3. Potentieller protektiver Effekt des BDI-Hydrogels

Unsere Ergebnisse indizieren, dass mdoglicherweise das BDI-Hydrogel selbst einen
positiven Einfluss auf die Knorpelhomoostase hat. Abbildung 20 zeigt, dass der
Aggrecangehalt der mit BDI-Hydrogel behandelten Gruppen zwar schlechter ist als in
den Gruppen die zusatzlich BMP-7 bekommen haben, aber tendenziell besser ist als
in der Kontrollgruppe. Tan et al. gehen davon aus, dass Hydrogele das Potential
besitzen durch ihre besondere Struktur die Knorpelhomdostase positiv zu
beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass Hydrogele das Uberleben von
Chondrozyten unterstitzen konnen und dabei kein negativer Effekt auf die
Chondrozytenmorphologie besteht [176]. Aber auch ein Einsatz als direkter
Knorpelersatz ist denkbar. So haben Kobayashi et al. 2004 ein wirkstofffreies Hydrogel
als Knorpelersatz in vivo getestet und dabei vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich
der mechanischen Belastbarkeit erzielt [177]. Durch die Vielfaltigkeit der Hydrogele
sind auch keine Grenzen im Design der Anwendung gegeben. So ist es mit Hydrogelen
auch maglich dreidimensionale Scaffolds zu erzeugen und so flir groRere Defekte
passgenaue Implantate zu erhalten. Hier ist insbesondere auch die Kombination von
3D-Druck und Hydrogelen eine vielversprechende Option um komplexe Strukturen
individuell nachzubilden. 2012 wurde erstmals eine Aortenklappe aus Hydrogelen
gedruckt [178]. Ahnliche Bestrebungen fiir einen Knorpelersatz aus dem Drucker sind
aktuell Gegenstand der Forschung [179,180]. Hier ist aber noch kein klinischer Einsatz
absehbar, da der gedruckte Knorpel noch nicht die komplexen biomechanischen

Eigenschaften erfullen kann [181].

Volkmer et al. konnten speziell fir das in dieser Studie verwendete BDI-Hydrogel eine
gute Zelluberlebensrate beschreiben [99]. Wir vermuten, dass das BDI-Hydrogel einen
adhasiven Charakter im Gelenk entwickelt und mdglicherweise Chondrozyten

adharieren und in ihrer Funktion unterstitzen kann.

60



Diskussion

Erste aktuelle in vitro Daten kdnnen diese These stutzen. So konnten Hydrogele in der
Zellkultur das Uberleben von Chondrozyten und die Expression von extrazellularer
Matrix verbessern [182]. Zudem wird die Bioaktivitat von Chondrozyten gesteigert
[183]. Dabei sind die Mechanismen die hinter diesen positiven Effekten stehen noch
vollig unklar. Um hier mogliche regenerative Therapien zu entwickeln, sind genaue
Charakterisierungen der Hydrogele hinsichtlich ihrer physiologischen Funktion in vivo

und in vitro notwendig.

4.2.4. C2C im Urin korreliert nicht mit der histologischen Schwere der Arthrose

Die Ergebnisse des ELISA zeigen keine signifikanten Gruppenunterschiede zwischen
den Urinspiegeln von C2C. C2C ist ein Abbauprodukt des Kollagen Il und wurde in
mehreren Studien als Biomarker fur eine Arthrose verwendet [184,185].
Normalerweise wird dieser Biomarker aus dem Blutserum bestimmt. Aufgrund der
einfacheren Entnahme entschieden wir uns in dieser Studie das C2C aus dem Urin zu
bestimmen. He et al. konnten 2014 zeigen, dass Patienten mit Arthrose einen
signifikant héheren Spiegel von C2C im Urin haben als gesunde Patienten [186]. Wir

konnten diese Ergebnisse fur Mausurin nicht replizieren.

Die von uns gemessenen Spiegel von C2C lagen deutlich unter den Spiegeln die
Raducanu et al. bei arthrotischen Mausen im Serum messen konnten [187]. Auch
Ameye et al. konnten fur eine chemisch induzierte Arthrose hdhere Werte fir C2C im
Serum messen als wir, aber wesentlich geringere als Raducanu et al. [188]. Andere
Studien die C2C aus dem Serum bestimmt haben, kamen jedoch zu einem ahnlichen
Ergebnis wie wir. Yamaguchi et al. untersuchten die C2C Konzentrationen in einem
operativen Arthrosemodell an der Ratte im Serum und konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede oder eine Korrelation mit dem histologischen Schweregrad
feststellen [189]. Dabei ist in allen Studien die Streuung der gemessen Werte sehr
grol3. Eine aktuelle Studie von Aurich et al. hat den C2C Gehalt direkt in Biopsien von
menschlichem Knorpel untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass der C2C Gehalt in
arthrotischen Sprunggelenken hoher ist als in arthrotischen Kniegelenken [190].
Moglicherweise spielten hier gelenksspezifische Unterschiede im Knorpelstoffwechsel

eine Rolle und C2C ist ein nicht geeigneter Biomarker fur die Gonarthrose.

Somit muss aufgrund der teils widerspruchlichen Ergebnisse kritisch hinterfragt

werden, ob C2C ein geeigneter Biomarker ist um die Arthrose zu untersuchen und zu
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quantifizieren. Seine Schwachen liegen darin, dass er nicht den gesamten
Knorpelstoffwechsel erfasst und neben einer Gelenkspezifitat eine grof3e individuelle

Streuung zu besitzen scheint.

Zudem mussen weitere Untersuchungen erfolgen, hinsichtlich der Frage welches
Probenmaterial fur die Bestimmung Uberhaupt geeignet erscheint. Gerade bei der
Bestimmung aus dem Urin kdnnten weitere Faktoren, die beispielweise die renale

Clearance beeinflussen, Auswirkungen auf die C2C Konzentration haben.
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4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

BMP-7 ist ein Hoffnungstrager und ein vielversprechendes therapeutisches Target in
der Knorpelforschung. Die Wirksamkeit konnte in Studien sowohl in vitro als auch in
vivo mehrfach nachgewiesen werden [166,168,191]. Auch in einer ersten humanen
Studie zeigte BMP-7 eine schmerzlindernde und mobilitatsférdernde Wirkung [192].
Die Schwierigkeit ist jedoch oftmals die zielgerichtete Applikation und Freisetzung des
Wirkstoffes. Hydrogele sind dabei ein Hoffnungstrager im Bereich des Tissue
Engineering und der regenerativen Medizin. Neben den klinischen Vorteilen von
Hydrogelen wie einer einfachen, minimalinvasiven Applikation stehen auch
biologische Vorteile im Vordergrund. Dabei sind Hydrogele auf3erordentlich vielseitig
und kénnen in einem breiten Spektrum von Methoden benutzt werden. Sowohl im 3D-
Druck als auch in der klassischen operativen Medizin sind Hydrogele einsetzbar. Dabei
ist das chemische Spektrum der Hydrogele mindestens so breit wie ihre potenziellen
Einsatzgebiete. Die einfache Handhabung und Applikation des Hydrogels in unserer
Studie Iasst einen breiten klinischen Einsatz realistisch erscheinen. So kdnnen nicht
nur Wachstumsfaktoren zielgerichtet appliziert werden, denkbar ist auch der Einsatz
von Zellen oder anderen Therapeutika beispielsweise in der Onkologie. Dies wurde
den zielgerichteten Einsatz von Zytostatika ermoglichen und so eine effiziente und

nebenwirkungsarme Krebstherapie moglich machen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein mit BMP-7 augmentiertes,
thermosensitives Hydrogel initial einen positiven Einfluss auf die Verhinderung einer
Arthrose hat und deren Progression verlangsamen kann. Zudem stellt die
intraartikulare Injektion eines thermosensitiven Hydrogels eine minimalinvasive und
praktikable Mdglichkeit dar, zielgerichtet Wirkstoffe zu applizieren. Diese Mdglichkeit
eroffnet ein breites Feld von Anwendungsmadglichkeiten. Um einen potentiellen Einsatz
von BMP-7 am Menschen zu prifen, mussen weitere Studien folgen um mehr Daten,
insbesondere im Hinblick auf Dosierungen und Applikationshaufigkeit, zu erlangen.
Zudem mussen weitere Charakterisierungen der Hydrogele folgen, um ihre endogene

Bioaktivitat besser beurteilen und verstehen zu konnen.
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5. Zusammenfassung

Fragestellung: Die Arthrose des Kniegelenkes stellt aufgrund unserer zunehmend
alternden Gesellschaft eine wachsende soziodkonomische Belastung dar.
Wachstumsfaktor-basierte regenerative Therapieansatze konnten eine zukunftige
Behandlungsoption darstellen dem Knorpelverlust, zum Beispiel nach Trauma,
entgegenzuwirken. Aufgrund der chondroprotektiven Eigenschaften und anabolen
Effekte von BMP-7 auf Chondrozyten wurde in der vorliegenden Arbeit die
Biokompatibilitat und Funktionalitat eines BMP-7 augmentierten thermosensitiven

Hydrogels unter in vivo Bedingungen getestet.

Methodik: Es wurde BMP-7 (rhBMP-7, Olympus Biotech, Frankreich) augmentiertes
BDI-Hydrogel (Pluronic 123 ® mit Butandiisyocyanat (BDI); Livimplant GmbH,
Deutschland; BMP-7 Konzentration: 0,2 pg/10 pl Hydrogel) in adulten, weiblichen
C57BL/6 Mausen (n=38) untersucht. Um den Einfluss auf die Arthrose darzustellen,
wurde bei den Mausen eine Arthrose mithilfe der Dissektion des medialen
meniskotibialen Ligaments (DMM-Modell) induziert. Die Injektion erfolgte jeweils direkt
im Anschluss an die Operation. Folgende Gruppen wurden untersucht: A) BMP-7
augmentiertes Hydrogel; B) Hydrogel; C) keine Injektion nach OP D) Kontrolle:

kontralaterales Kniegelenk.

Nach vier (n=4 pro Gruppe) und acht (n=7 pro Gruppe) Wochen wurden die Tiere
exsanguiert und die Kniegelenke der histologischen Evaluation mittels sagittalen
Schnitten  zugefihrt. Es wurden Hamatoxylin und Eosin (Ubersicht)
Toluidinblaufarbungen (Proteoglykane) sowie immunhistochemische Farbungen
gegen Aggrecan angefertigt. Die histologische Auswertung erfolgte mittels eines semi-
quantitativen Scores, der die Knorpelstruktur und den Aggrecangehalt beurteilt.
Zusatzlich wurde Spontanurin gesammelt und dieser auf das Kollagen Il Abbauprodukt
C2C untersucht.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: In der vier Wochen BMP-7-Hydrogel Gruppe
konnte eine signifikant (p<0,05) geringere Knorpelerosion als in der Kontrollgruppe
festgestellt werden. Nach acht Wochen konnte eine tendenziell geringere

Knorpelerosion als in der Kontrollgruppe beobachtet werden. Es ist davon
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Zusammenfassung

auszugehen, dass hier der BMP-7 Release nicht mehr ausreichend ist. Die nicht
operierten Gelenke zeigten eine nicht feststellbare bis sehr moderate Arthrose. Eine
alleinige Injektion von BDI-Hydrogel hatte keinen signifikant positiven Einfluss auf den
Verlauf der Arthrose. Entziindungs- oder Fremdkdrperreaktionen auf das Gel konnten
nicht festgestellt werden. Ein Gruppenunterschied auf das untersuchte

Knorpelabbauprodukt C2C im Urin konnte nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein mit BMP-7 augmentiertes
thermosensitives Hydrogel initial einen positiven Einfluss auf die Verhinderung einer
Arthrose hat und deren Progression verlangsamen kann. Zudem stellt die
intraartikulare Injektion eines thermosensitiven Hydrogels eine minimalinvasive und

praktikable Mdglichkeit dar, zielgerichtet Wirkstoffe zu applizieren.
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7. Anhang

7.1. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Aqua des. Destilliertes Wasser

BDI Butandiisocyanat

BMP Bone Morphogenetic Protein

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsisus

ca. circa

Cc2C Collagen 2 Cleavage Product

DAB Diaminobenzidine

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DMM Destabilisierung des medialen Meniskus

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

EtOH Ethanol

FBS Fetal bovine serum

FELASA Federation for Laboratory Animal Sciene
Associations

g, mg, g, ng Gramm, Milligramm, Mikrogramm,
Nanogramm

HEPA High Efficiency particualr air filter

H&E Hamatotoxylin-Eosin

V. intravends

IVC Individually ventilated cage

kg Kilogramm

86



Anhang

KG Kdrpergewicht

[, ml, pl Liter, Milliliter, Mikroliter

LCST Lower Critical Solution Temperature
MMP Matrixmetalloproteinasen

MMTL Meniskotibiales Ligament

OP-1 Osteogenic Protein 1

PBS Phosphate Buffered Saline

pH Potentia Hydrogenii

S.C. Subkutan

SD Standard Deviation

SPF Specific-Pathogen-Free

TGF-B Transforming growth factor 3

TRIS Tris-aminomethan

UCST Upper Critical Solution Temperature
uv Ultraviolett

ZVH Zentrale Versuchstierhaltung
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7.4. Zusammensetzung der selbsthergestellten Losungen

7.4.1. DAB Farbelosung

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

Lésung 1: 0,027g DAB

- 50 ml Aqua dest.

- 50 ml 1M Tris HCI, pH 7,6
Lésung 2: 500 pl Aqua dest.

- 100 pl H204, 30%

Kurz vor Gebrauch: 120 ul von Lésung 2 zu Lésung 1 hinzugeben

1M Tris-HCI Puffer

- 121,14 g TRIS in 800 ml Aqua dest. I6sen
- pH auf 7,4 mittels 1 M HCI einstellen
- auf 1000 ml mit Aqua dest. aufflllen

- anschlieRend autoklavieren

EDTA-L6sung (20%, pH 8) zur Entkalkung

- 1000 ml PBS-L6sung
- 200 g EDTA hinzuflgen
- pH auf 8 mit Natriumhydroxid einstellen

- anschlieRend autoklavieren

Toluidinpuffer

- 100 ml 0,1 M K;HPOq4 I6sen in
- 77,6 ml 0,1 M HCI
- pH auf 2,5 einstellen mittels 1 M HCI
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7.5. Aufzeichnungsbogen

OO

Aktenzeichen:

Tier-Nummer: (Randomisierung: )
Herkunft der Tiere:
Gewicht: Lieferdatum: Geschlecht:
OP-Tag: Operateur:
Uhrzeit Bemerkungen:
Narkose
Bemerkungen
OP Ende

Gel mit Wachstumsfaktoren auf

Korperseite

Versuchsdauer:

Datum: Gewicht:
Uhrzeit Bemerkungen

Euthanasie

Medikamente (Applikationsarten):

Narkose: Fentanyl 0,05 mg/kg + Dormicum® (Midazolam 5 mg/kg) +

Domitor® (Medetomidin 0,5 mg/kg)

Antagonisierung: Narcanti® (Naloxon 1,2 mg/kg ) + Anexate® (Flumazenil 0,5
mg/kg) + Antisedan® (Atipamezol 2,5 mg/kg)

postop. Analgesie: Temgesic® 0,1 mg/kg s.c. (Buprenorphin)
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