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1. Einleitung

Die Funktionsfdhigkeit eines Gelenkes ist in hohem Mafle abhéngig vom Zustand des
Gelenkknorpels. Unverdndert gilt die Feststellung, die Hunter schon 1743 getroffen
hatte: ,,From Hippocrates to the present age it is universally allowed that ulcerated
cartilage is a troublesome thing and that, once destroyed, is not repaired* (Hunter

1743).

1.1. Ziel

Die Verwendung von Gewebetransplantaten in der Orthopédie ist ein seit langem
etabliertes Verfahren. Autologe und allogene Knochentransplantate sind in der
ossdren Defektrekonstruktion weit verbreitet, Sehnentransplantate insbesondere des
Kreuzbandapparates am Kniegelenk unbestritten erfolgreich. Auch zellfreie oder
anorganische Tréiger, welche lediglich eine beschrinkte mechanische Stabilitdt bis
zum Einwachsen normalen Gewebes bieten, sind bei Knochendefekten von groBBer
Bedeutung. Aus dieser Situation heraus resultierte letztlich auch der Gedanke
Knorpeldefekte des Gelenkes bei jiingeren Patienten durch Gewebetransplantate zu

rekonstruieren.

Eine natiirliche Regeneration von Knorpel ist nur sehr eingeschriankt moglich. Der
dabei typischerweise gebildete Ersatzknorpel (Faserknorpel) ist hinsichtlich seiner
histologisch strukturellen, biochemischen und biomechanischen Eigenschaften
natiirlichem  Gelenkknorpel (hyalinem Knorpel) unterlegen. Insbesondere
Knorpeldefekte des jiingeren Patienten sind dabei aufgrund der eher maéaBigen
konventionellen Therapieergebnisse problematisch. Der Versuch der autologen
Chondrozytentransplantation wurde deshalb bereits 1989 eingefiihrt und zeigt bei
geeigneter Indikationsstellung klinisch gute Ergebnisse (Brittberg, Lindahl, et al.
1994).

Aktuell sind eine Reihe von Techniken in der Entwicklung:
- die alleinige Transplantation von Knorpelzellen mit oder ohne Triager

- die Transplantation von Vorlduferzellen aus Periost, Perichondrium oder

Knochenmarkstammzellen mit oder ohne Trager



- die Implantation von =zellfreien Transplantaten als Platzhalter bis zum

Einwachsen des Gewebes

- die Transplantation genetisch modifizierter Zellen mit Exprimierung
spezifischer Produkte zur Beschleunigung der Defektreparatur (Grande,

Breitbart, et al. 1999)

Im Gegensatz zur klinisch bereits etablierten Transplantation autologer, in vitro
vermehrter ~ Chondrozyten, steht die  Entwicklung von  strukturierten
dreidimensionalen (3-D) Transplantaten. Die primdre 3-D Kultur verhindert
weitestgehend eine Dedifferenzierung der Zellen in der Praimplantationsphase und
die Formgebung der Transplantate kann den Erfordernissen angepasst werden

(Rudert, Moller, et al. 2000).

Entscheidend fiir das physiologische Verhalten und die langfristige Stabilitit des
transplantierten Neoknorpels ist aber nicht nur die histologische und biochemische

Zusammensetzung, sondern insbesondere auch der typische strukturelle Aufbau.

Ziel dieser Untersuchung war es deshalb, den Einfluss mechanischer Faktoren, wie
den alternierenden mechanischen Druck auf Chondrozyten in der Phase des
Wachstums und der Organisation zu einem transplantierbaren Implantat in einer
Langzeitperfusionskultur zu evaluieren. Zum Ausschluss anderer Einfliisse sollte

dies ohne den Einsatz bekannter Wachstums- und Differenzierungsfaktoren erfolgen.

Zusétzlich erschien es interessant als Ausgangsmaterial nicht nur Chondrozyten,
sondern auch humane Knochenmarkstammzellen zu verwenden. Diese sind in der
Lage sich in eine Reihe unterschiedlicher Zelltypen zu differenzieren (Thomson,
Itskovitz-Eldor, et al. 1998). Die Fragestellung war nun, ob die chondrogene
Differenzierung der Stammzelle ohne weitere Faktoren lediglich durch mechanische

Einfliisse moglich ist.

Primdres Ziel dieser Arbeit war die gezielte mechanische Stimulation von
Chondrozyten und Knochenmarkstammzellen mit typischen im humanen Gelenk

vorliegenden Kriften in der Langzeitperfusionskammer.



1.2. Morphologie des Gelenkknorpels

Hyaliner Knorpel erscheint im nativen, unfixierten Zustand weiB-blaulich, die

Schnittfliche ist glasig-opak. Ausdifferenzierter Knorpel ist gefdB3- und nervenfrei.

Die Chondrozyten nehmen nur ca. 1-5 % des gesamten Gewebevolumens ein. Das

iibrige Knorpelgewebe besteht aus extrazelluldrer Matrix.

Die extrazellulire Matrix ist in erster Linie verantwortlich fiir die biomechanischen

Eigenschaften des Knorpels. Sie besteht zu etwa 70% aus Wasser und Elektrolyten,

sowie aus Kollagenfibrillen, Proteoglykanen, Lipiden und Glykoproteinen.

Die Proteoglykane (PG) bestehen aus einer zentralen Hyaluronsdurekette, an die eine

Vielzahl von negativ geladenen Polysaccharidketten aus der Gruppe der

Glykosaminoglykane (GAG), v.a. Chondroitinsulphate und Keratansulphate,

gebunden sind. Die PG binden Kationen (v.a. Natrium) und erzeugen damit einen

Quellungsdruck von ca. 0,3 MPa , der das Kollagenfasernetz unter Spannung setzt

(Maroudas 1976).

Im Knorpelaufbau lassen sich 4 Zonen unterscheiden:

1. die superfiziale Tangentialzone mit hochstem Kollagen- und erhohtem
Wassergehalt sowie spindelféormigen Chondrozyten,

2. die Transitionalzone mit aktiven Chondrozyten und dem hochsten Gehalt an
Proteoglykanen ,

3. die Radidrzone mit einer sdulenartigen Anordnung der sehr aktiven
Chondrozyten und hohem Gehalt an PG bei vergleichsweise niedrigem
Wassergehalt,

4. der Kalzifizierungszone als Zwischenschicht zur subchondralen Grenzlamelle mit
niedrigem PG Gehalt und mineralisiertem Knorpel.

Aufgabe des Gelenkknorpels ist die dynamische Adaption der Kontaktfliche an die

anatomischen Gegebenheiten durch elastische Verformung. Die dabei auftretenden

Krifte konnen durchaus das 6-8fache des Korpergewichtes auf die resultierende

Kontaktflache erreichen.

Untersuchungen zur Biomechanik des Gelenkknorpels haben gezeigt, dass die

Kollagenfasern hauptsdchlich fiir die elastischen Eigenschaften des Knorpels

verantwortlich sind und die Proteoglykane fiir die viskoelastischen Eigenschaften

(Bader, Kempson 1994). Wird der Knorpel auf Druck belastet, dann wird die

gespeicherte, interstitielle Fliissigkeit vergleichbar mit einem Schwamm durch die



Poren der Proteoglykane gepresst, wobei erheblicher Stromungswiderstand geleistet
wird. Erst wenn die gesamte Fliissigkeit herausgepresst ist, werden die

Proteoglykane auf Druck belastet (Mow, et al. 1984).

1.3. Derzeitige Therapieverfahren von Gelenkknorpeldefekten
1.3.1.  Anbohrung und Mikrofrakturierung

Die Léasion wird bis iiber die subchondrale Grenzlamelle hinaus vertieft oder diese
durch vielfache Bohrungen perforiert. Dadurch kommt es zum Einstrom von
mesenchymalen Stammzellen. Diese konnen in Faserknorpel differenzieren. Die
erzielte Defektheilung ist mechanisch eher minderwertig. Unter Umstdnden miissen
zusétzliche Mallnahmen wie Umstellungsosteotomien zur Entlastung des betroffenen

Gelenkabschnittes durchgefiihrt werden.

1.3.2.  Periostlappenplastik

Periost besitzt dhnlich wie Perichondriumgewebe eine chondrogene Potenz, d.h.,
insbesondere die Kambriumschicht des Periostes ist zu einer Redifferenzierung in
Knorpelgewebe fahig (Ham 1930). Das gewonnene, autologe Periosttransplantat
wird mittels Fibrinkleber oder Naht in der Lésion fixiert. Die zu erwartenden
Ergebnisse stehen in enger Korrelation zur DefektgroBe und Lokalisation. Grofere
Defekte oder Defekte im patellaren Gleitlager oder der tibialen Flidche des
Kniegelenkes erwiesen sich als besonders ungiinstig. Erzielt wird in vielen Féllen nur
eine partielle Heilung oder Restitution mit minderwertigem Knorpelgewebe (Nehrer

1999).

1.3.3.  Ostechondrale autologe Transplantation (OAT)

Die osteochondrale autologe Transplantation (OAT) ist besonders fiir chondrale und
osteochondrale Defekte und Osteonekrosen in der Belastungszone des Gelenkes
geeignet. Dabei werden autogene Knorpel-Knochenstiicke aus gesunden Zonen des
Kniegelenkes in den Defekt transplantiert. Die Entnahmestelle kann zwar aus
weniger funktionell belasteten Zonen gewéhlt werden, trotzdem ist das Verfahren

naturgemdl limitiert. Interessant sind Beobachtungen bei Patienten, bei denen die



Implantation nicht in einer niveaugleichen Defektdeckung resultierte. Hier kommt es
zur Degeneration des Implantates als Hinweis, dass eine suffiziente mechanische
Belastung im physiologischen Bereich zur Knorpelregeneration notwendig ist

(Schottle 2001).

1.3.4.  In vitro Zellamplifikation und Transplantation in Suspension

Nach initialen Tierversuchen findet seit Ende der 80er, Anfang der 90er Jahre
erstmals eine Methode der Chondrozytentransplantation Anwendung. Es werden in
einer ersten Operation Chondrozyten aus dem Kniegelenk des Patienten entnommen.
Diese werden dann in einer Monolayerkultur amplifiziert und nach ca. 14 Tagen als
Suspension eingebracht. Die Chondrozyten-Suspension muf3 noch entsprechend
zubereitet werden und der Defekt mit einem Periostlappen bedeckt werden (Brittberg
1994). Die vergleichsweise guten frithen Ergebnisse dieses Verfahrens lieBen sich
auch in der Langzeitbeobachtung validieren, sodass dieser erste therapeutische
Ansatz  bei  umschriebenen Knorpeldefekten, die eine entsprechende
Defektzubereitung und insbesondere Defektdeckung zulassen, zur etablierten
Therapieoption geworden ist (Peterson 2000). Nachteil des Verfahrens bleibt aber
stets die schlechte initiale Stabilitdt, sowie die Unmoglichkeit, grole oder komplexe

Defekte zu beheben.

1.4. Experimente mit 3-D Zellkulturen
1.4.1. Ausgangszellen

Prinzipiell erscheint es giinstig, zur Generierung eines Knorpeltransplantates auch
Chondrozyten als Ausgangszellen einzusetzen. Das gewonnene Transplantat sollte
damit hinsichtlich der gebildeten Matrix wie Kollagen II und PG dem gewiinschten
Zielgewebe moglichst dhnlich sein. Zudem sind Chondrozyten relativ einfach zu
gewinnen und in homogener Verteilung zu isolieren (Grande 1999). Ein Nachteil ist
allerdings die nur begrenzte und vergleichsweise geringe Menge an Ausgangszellen,
die im menschlichen Korper zur Verfiigung stehen. Ohne groBere Defekte zu
verursachen, lassen sich Chondrozyten meist nicht in den Mengen gewinnen, die zur

dichten Besiedlung von groeren Transplantaten notwendig wéren.



Als Alternative zur Generierung von Knorpeltransplantaten aus Zellen mit
chondrogener Potenz bietet sich die Moglichkeit einer Differenzierung anderer
Zelltypen an, welche einfacher oder in groBerer Anzahl verfligbar sind. Dieser
Mechanismus stellt die Situation der Knorpeldefektheilung nach Einstrom von Zellen
des Blutes oder Markraumes dar. Stammzellen des Muskels oder des
Knochenmarkes, ja sogar der Synovia oder dermale Fibroblasten lassen sich unter
bestimmten biochemischen Bedingungen in Chondrozyten differenzieren und in
Defekte implantieren (Young 1993; Young 1995; Wakitani 1994; Nishimura 1999;
Mizuno 1996). Der Begriff der mesenchymalen Stammzelle wurde deshalb von
Caplan geprigt (Bruder 1994; Caplan 1994). Letztlich erfolgt durch ex- und
intrinsische Faktoren die Differenzierung von der mesenchymalen Stammzelle iiber
Chondroprogenitorzellen, Chondroblasten, Chondrozyten 1 und 2 hin zum
hypertrophen Chondrozyten (Buckwalter 1996). Problematisch bleibt jedoch auch
hier der Erhalt des Phénotyps iiber ldngere Zeitrdume (Yoo 1998).

1.4.2. Tragersysteme

Die Monolayerzellkultur ist, wie oben angefiihrt, nicht geeignet, im Verbund
transplantierbares Knorpelgewebe zu generieren. In der Monolayerkultur kommt es
zum kontinuierlichen Abstrom von Matrixproteinen, insbesondere den
Proteoglykanen durch Diffusion ins Medium. Den Zellen muf3 aber ein Rahmen
gegeben werden, der es ihnen erlaubt, die produzierte Matrix in unmittelbarer
Umgebung zu deponieren. Der dreidimensionalen, mechanischen Stabilisierung der
Zellen kommt deshalb eine entscheidende Bedeutung zu. Im Prinzip lassen sich
dabei zwei alternative Wege unterscheiden. Zum einen ist dies die Pelletkultur, in der
sich relativ dicht implantierte Zellen durch ein geeignetes Bindematerial, wie z.B.
Alginat oder Fibrin, im Verbund halten lassen, bis die eigene Matrix die Ubernahme
der Stiitzfunktion erlaubt. Die Primaérstabilitidt dieser Konstrukte ist jedoch sehr
gering und kann erst nach ausreichender eigener Matrixproduktion einen klinisch
relevanten Bereich fiir ein transplantierbares Implantat erreichen. Aus diesem Grund
setzt man bereits frithzeitig zum anderen Tragerstrukturen ein, die bis zum Zeitpunkt
der matrixbedingten mechanischen Stabilitét eine ausreichende Stiitzfunktion bieten.
Idealerweise sollten dies im Korper resorbierbare Substanzen sein, die nach

Zunahme der Eigenfestigkeit des Implantates abgebaut werden und die die weitere



Strukturierung der kollagenen Matrix auf diese Weise nicht beeinflussen oder
behindern konnen. Biochemisch diirfen die dabei entstehenden Abbauprodukte den
chondrogenen Wachstums- und Differenzierungsprozess nicht hemmen, die
Zellanheftung sollte leicht moglich sein. Die grundsitzliche Freiheit des Knorpels
von Blutgefiflen erweist sich dabei als vorteilhaft. Zunehmende Bedeutung kommt
dabei auch der Anforderung an das Material zur 3-D-Verarbeitung, wie z.B. den 3-D-

Printing zu (Sachs 1992).

Zum Einsatz kommen derzeit folgende Materialien:

e Agarose
e Alginat
e Fibrin

e Gelatine

e Hyaluronsdurederivate
e Chitosan
e Kollagen
e Keramik

e Poly (D,L)-Laktid- (PLA, PLLA) und Polyglykosid- (PGA) oder Mischpolymere
(PLGA)

e Poly-4-hydroxybutyrat (P-4-HB)

1.4.3. Kulturkammern

Monolayerkultur

Die einfachste der mdglichen Kulturformen ist die Aussaat der Zellen in eine
handelsiibliche Flachbodenschale oder Petrischale. Die Zellen haften schnell am
Boden der Schale an, flieBen wihrend des weiteren Wachstums zusammen, lassen
sich aber wieder separieren. Die Beobachtung des Einflusses verschiedener
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren auf die Einzelzellen ist relativ einfach
moglich. Nachteilig sind der manuelle Mediumwechsel und insbesondere die rasche

Dedifferenzierung der Chondrozyten mit Ausbildung von Fibrozyten (Holtzer 1966).
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Diese Form der Kultur findet nur noch in der reinen Amplifikation von Zellen vor
der Implantation in einem Triger Anwendung, sowie auch in der klinischen

Applikation vor Implantation als Gel unter einen Periostlappen.

Perfusionskultur

Zur Vermeidung des primér nicht erwiinschten Effektes von mechanischer Scherung
und zur Prozessautomatisierung wurden Perfusionskulturen mit kontinuierlichem
oder semikontinuierlichem Mediumzu- und -abstrom entwickelt. Gegeniiber den rein
statischen Systemen lieBen sich dabei deutlich bessere Ergebnisse hinsichtlich
Beibehaltung des Phénotyps, sowie der typischen Matrixproduktion nachweisen
(Sittinger 1994; Bujia 1995a; Pazzano 2000). Das dreidimensional mit Zellen

besetzte Priparat ldsst sich dabei im Mediumstrom einhéngen.

Bioreaktoren mit mechanischen Einfliissen

Nachdem sich mechanische Faktoren als wichtig fiir die Differenzierung der
Chondrozyten zeigten, lag es nahe, Kultursysteme zu konstruieren, die eine direkte
oder indirekte mechanische Stimulierung erlauben. Als einfache Form der
Realisierung in 3-D-Kultur wurden rotierende Reaktoren entwickelt, die iiber
zentripedale Kréfte auf das Implantat oder die Zelle in Suspension wirken (Freed
1997). Es zeigte sich eine sehr gute Differenzierung und Matrixproduktion bis hin zu
natiirlichem hyalinen Knorpel &hnlicher biochemischer Struktur (Freed 1998). Eine
Ausrichtung der kollagenen Faserstruktur in nahezu physiologischer Weise war
jedoch auch damit nicht zu erzielen, da die Kréfte systembedingt multidirektional auf

das Konstrukt einwirkten.

Versuche mit gerichteten hydrostatischen Druckfrequenzen auf 3-D-Kulturen
erfolgten bereits 1987 (Veldhuijzen 1987). Eine kontinuierliche Applikation in einer
Perfusionskultur war jedoch bisher nicht moglich. Zur Umgehung dieses Nachteils
wurde 1999 einer der fortschrittlichsten Reaktoren von Carver entwickelt (Carver
1999). Neben einer kontinuierlichen Perfusion lassen sich dabei intermittierende
gerichtete hydrostatische Driicke bis zu 500 psi applizieren. Die GAG-Syntheserate
war damit in der 3-D Kultur um mindestens das zweifache gegeniiber nicht

beeinflussten Chondrozytenpréparationen erhoht.
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1.5. Bisherige Resultate der in vitro Experimente

Der experimentelle Nachweis einer verstirkten Matrixproduktion durch explantierte
Chondrozyten bei ca. 3 MPa gelang 1985 (Lippiello 1985). Dass experimentell eine
mechanisch induzierte, chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
stattfinden kann, wurde bereits von Hall 1968 in vitro nachgewiesen (Hall 1968). In
diesen ersten Experimenten zeigte sich die Bildung von Faserknorpel an 9-12 Tage
alten Hiihnerembryonen unter alternierender mechanischer Last zwischen zwei

Skelettsegmenten.

Versuche an Chondrozyten in der Monolayerkultur auf flexiblen, dehnbaren
Flaschenbdden zeigten im Vergleich zur nicht mechanisch belasteten Kontrollgruppe
einen signifikanten Anstieg der cAMP und GAG-Synthese (De Witt 1984; Uchida
1988). Dynamische Belastungen von 3-D-Chondrozytenkulturen in flexibler Agarose
durch Variierung des umgebenden Gasdruckes lieen ebenfalls eine deutlich
vermehrte Matrixproduktion erkennen (Buschmann 1995). Seitens der dabei
eingesetzten Frequenzen scheint in aktuellen Arbeiten ein Bereich zwischen 0,3 — 1,0
Hz als untere Grenze und 1,0 — 3 Hz als obere Grenze ideale Bedingungen zu bieten
(Lee 2000). Unter 1 Hz bei 10 % relativen Einpressdruckes iiber vier Wochen zeigte
sich z.B. ein mehr als sechsfacher Anstieg der Matrixproduktion versus mechanisch
nicht belasteter Kontrollen (Mauck 2000). Dagegen konnte 1994 an
Knorpelexplantaten im Kurzzeitversuch (23 h) eine Frequenz zwischen 0,002 und
0,01 Hz als ideal, eine Frequenz von 0,1 Hz als weniger optimal beschrieben werden

(Kim 1994).

Untersuchungen an Kkartilagindren Explantaten, die iiber Tage oder Wochen
alternierenden mechanischen Reizen ausgesetzt wurden, bestdtigten den positiven
Effekt auf Matrixsynthese und Kollagendifferenzierung (Steinmeyer 1997; Frank
2000). Eine ausschlieBliche statische (auch sehr geringe) Kompression fiihrte jedoch
stets zur Abnahme der Matrixproduktion (Chen 1998; Gray 1988; Ragan 2000; Li
2000).

Unter einem dynamischen Druck von ca. 3,4 MPa in einer Frequenz von etwa 0,05
Hz iiber 2h/Tag und fiinf Wochen Kultur wurden Chondrozyten auf PGA Vliesen
kultiviert. Hinsichtlich der Matrixproduktion und der mechanischen Festigkeit

zeigten sich die Chondrozyten gegeniiber den Kontrollimplantaten aus bewegten



Medien, wie auch aus Perfusionskulturen, iiberlegen (Carver 1999). Eine physio-

logische Orientierung der Kollagenfasern war jedoch bisher nicht nachweisbar.

1.6. In vivo 3-D Zellkulturen im Tierversuch

Tierexperimentelle  Arbeiten mit langfristig einwirkenden, alternierenden
mechanischen Kriften sind aufgrund der Komplexitit des Modells eher selten. Als
eher zufilliges Ergebnis gelang Soballe et al. ein Nachweis mit Knorpelbildung. In
einem Modell, das auf unzureichend kontrollierbaren Scherkriften aufbaute, wurde
an Hundefemora nach ca. vier Wochen Faserknorpel generiert (Soballe 1993). In
einer Finite-Element-Analyse der Ergebnisse dieses Experimentes wurde die sich
dynamisch verdndernde Gewebecharakteristik als regulierender Faktor der
Differenzierung beschrieben (Prendergast 1997). Aufbauend auf die zitierte Arbeit
von Giori (Giori 1995) gelang es Tégil und Aspenberg, in vivo durch Einsatz einer
Titankammer, die eine zyklische Kompression des darunterliegenden Knochens mit
ca. 2 MPa bei 0,17 Hz erlaubt, in Rattentibiae eine Generierung von Knorpel aus
vorab in der Kammer durch Einstrom gebildetem mesenchymalen Gewebe zu

erreichen (Tagil 1999).

Interessanterweise gibt es ebenfalls tierexperimentelle Arbeiten mit dynamischer
Kompression, bei der es jedoch nicht zur Generierung von Knorpel kam (Guldberg
1997; Lamerigts 2000). Ursdchlich dafiir konnten die im Vergleich zu der von Tagil
verwandten Frequenz von 0,17 Hz deutlich schnelleren Lastwechsel (1 Hz) in beiden

Arbeiten sein.

1.7. Problematik der aktuellen Situation und Fragestellung

Aus der vorhandenen Literatur und den beobachteten Befunden kann geschlossen
werden, dass es unter mechanischem Einfluss zur Differenzierung zumindest von

Faserknorpel aus priméren Vorlduferzellen kommen muss.

Auch die Generierung von hyalinem, oder zumindest hyalindhnlichem Knorpel lief3
sich in zahlreichen in vitro Experimenten mit verschiedenen Ausgangszellen
nachweisen. Die dabei erzielten Konstrukte waren jedoch mechanisch eher

minderwertig.
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Im Gegensatz zu experimentell nachgewiesenen biochemischen Faktoren sind nach
wie vor die spezifischen mechanischen Bedingungen unbekannt, unter denen eine

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten stattfindet.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, in einer weitgehend automatisierten
Versuchskammer definierte mechanische Faktoren auf 3-D-Zellkulturen wirken zu
lassen. Es sollte dabei eine Kultivationszeit von mindestens zwoOlf Wochen
angestrebt werden. Gleichzeitig sollten die Dimensionen der Kammer so gewdhlt
werden, dass die fiir die klinischen Anwendungen notwendige Mindestgréfe eines

Transplantates von ca. 10 mm generierbar ist.

Zur experimentellen Bestédtigung des Versuchsmodells sollten anschliefend in einer

Testserie folgende Fragen beantwortet werden:

1. Lassen sich Chondrozyten unter vergleichsweise hohem alternierenden

mechanischen Druck langfristig kultivieren ?
2. Welchen Einfluss haben verschiedene Trigersysteme?

3. Wie verdndert sich qualitativ die kollagene Matrixproduktion von Chondrozyten
in Abhéngigkeit vom zeitlichen Verlauf und unter verschiedenen mechanischen

Bedingungen ?
4. Welchen Einfluss hat dabei die Belastungsfrequenz?

5. Wie verhalten sich Knochenmarkstammzellen unter definierten mechanischen

Bedingungen der Kulturkammer?
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2. Material und Methodik

2.1. Konstruktion und Bau der Versuchskammer

Bei der Konstruktion der Druckkammer mussten Voraussetzungen, die aus den
grundlegenden Eigenschaften des Knorpels resultieren, ebenso beriicksichtigt
werden, wie die mogliche Implantation des in vitro erzeugten Gewebes in ein
Gelenk. Das Transplantat muss sich wihrend der mechanischen Belastung in der
Druckkammer in einem der Gelenkfliissigkeit moglichst dhnlichem Medium
befinden, das stindig erneuert werden kann. In der Kammer muss wihrend der
gesamten Zeit eine konstante Temperatur von ndherungsweise 37°C herrschen. Die
mechanische Belastung sollte der des natiirlichen Gelenkes moglichst dhnlich sein,
variiert werden konnen und bestimmbar sein. Weiterhin muss die Kammer sterilisiert
und der Innenraum der Kammer tiiber die gesamte Zeit des Versuches steril gehalten
werden konnen.

Ausgangspunkt fiir die Konstruktion war dabei die kommerziell verfiigbare
Gradientenkammer der Fa. Minuth (Bad Abbach). Diese Kammer, die eigentlich fiir
eine Monolayerkultur gedacht ist, wurde im Rahmen einer Doktorarbeit (Hillenbrand

2001) wie im folgendem beschrieben, modifiziert (Abb. 1 - 3).

Abb. 1 Skizze der angewandten Versuchskammer

Druckzylinder
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\\ | /
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Abb. 2 Blick in die gedffnete Kammer mit entfernter Abschlussfolie

Abb. 3 Blick auf die geschlossene Kammer
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Die Transplantate werden auf den Boden der Versuchskammer gestellt und ggf. mit
unterlegten Silikonscheibchen abgestiitzt. Es konnen je sechs Transplantate pro
Kammer eingesetzt werden, je drei werden dabei in Reihe perfundiert. Uber den
Transplantaten befindet sich ein Plexiglaszylinder, der den Anpressdruck der
Druckstempel auf die Abschlussfolie an das Transplantat weiterleitet. Die Kammer
wurde nach oben durchbohrt, die unteren Perfusionskanile verschlossen. Die
Abschlussfolie selbst besteht aus 0,1 cm dickem Edelstahl, der eine ausreichende
Eigenflexibilitit aufweist. Fixiert wird die Folie durch eine verschraubte
Andruckplatte aus V2A Edelstahl. Zwischen Edelstahlfolie und Gehduse befindet
sich dabei an den Auflagestellen noch eine 0,1 cm starke Silikonfolie zur

Verbesserung der Dichtung und Flexibilitét.

Vier derart modifizierte Kammern stehen auf einer Heizplatte (Fa. Novodirect).
Diese wiederum befindet sich in einem Stahlrahmen, der am oberen Ende iiber den
Kammern auf einer Aluminiumplatte 24 Pressluftdruckzylinder (Fa. Biirklin,
Miinchen) aufnimmt. Der dabei auf die Kammern wirkende Druck ist {iber den
Ausgangsdruck des Pressluftanschlusses regelbar und wurde auf 0,5 MPa eingestellt.
Die Zufiihrung der Pressluft in die Druckzylinder erfolgt iiber vier Ventile, so dass
vier unterschiedliche Druckfrequenzen einstellbar sind. Die Zylinder besitzen eine
Riickstellfeder, die im Intervall eine druckfreie Phase der Transplantate
gewihrleisten. Die Steuerung erfolgt durch einen programmierbaren Mikrocomputer
(Fa. Conrad). Neben einem unbelasteten Kontrolltransplantat wurden fiir die
Versuchstransplantate 1 Sekunde Belastung bei 1 Sekunde Entlastung (0,5 Hz), 2
Sekunden Belastung bei 8 Sekunden Entlastung (0,1 Hz) und 20 Sekunden Belastung
bei 80 Sekunden Entlastung (0,01 Hz) gewéhlt.

Bei dieser Konstruktion erfolgt die Perfusion mit Iml/h durch eine Rollerpumpe (Fa.
Ismatec) im zur Umgebung hin durch Mikrofilter (0,2 uMeter, Fa. Braun) offenen
Kreislauf. Die gesamte Anlage wurde zweckmiBigerweise auf dem zur Kiihlung
(4°C) des Mediums (Dulbeco’s MEM Medium unter Zusatz von 10 % FKS (Fa.
Seromed) und 80 mg Gentamycin/500 ml) eingesetzten Kiihlschrank aufgebaut
(Abb. 4).
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Abb. 4 Versuchsaufbau im Betrieb

2.2.  Gewebekultur
2.2.1. Gewinnung von Chondrozyten aus Schweineknorpel

Von frisch geschlachteten, sechs bis acht Monate alten Mastschweinen des
Schlachthofes Miinchen konnte je ein ungedffnetes Kniegelenk entnommen werden.
Dieses wurde sofort unter sterilen Bedingungen ge6ffnet und Knorpel sowohl von
den Femurkondylen, wie auch vom Tibiaplateau und der Patella entnommen. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden auch diese in Dulbeco’s MEM-Medium (Fa. Gibco-
BRL, Deisenhofen), versetzt mit 80 mg/500 ml Gentamycin (Refobacin, Fa. Merck,
Darmstadt), bei 37° C aufbewabhrt.

2.2.2. Aufarbeitung des Gelenkknorpels
2.2.2.1. Chondrozytenisolierung

Die gewonnenen Knorpelstiicke wurden in Petrischalen steril von allen noch
anhaftenden Fremdgeweben gereinigt und mit einem Skalpell in kubische Stiicke von
1 bis 3 mm Kantenldnge zerkleinert. Dabei wurde die Knorpeloberfliche mit

Fliissigkeit benetzt, um ein oberflachliches Austrocknen zu vermeiden. Die so
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gewonnenen Knorpelstiickchen wurden 12 bis 16 Stunden auf einem Magnetriihrer
in Kolben-Flaschen bei langsamer Rithrbewegung im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,
und 90% Luftfeuchtigkeit in Enzymldsung inkubiert. Die Enzymlosung bestand aus
serumfreien Dulbecos’s MEM Medium, versetzt mit 0,15 mg/ml DNAse Typ II (Fa.
Paesel, Frankfurt), 0,1 mg/ml Hyaluronidase (Fa. Sigma, Deisenhofen) und 2 mg/ml
Kollagenase Typ II (Fa. Seromed, Berlin). Nach Zubereitung einer grofleren Menge
Enzymlosung wurde diese mit Filtern der PorengroBe 45 und 22 pum (Falcon
Schubert&Weiss, Miinchen) steril gefiltert und nach Aufteilung in gebrauchsfertige
Portionen von je 40 ml eingefroren.

Im Anschluss an die Inkubation in Enzymlosung wurde die Suspension durch einen
Filter mit 50 pm Porengréfle (Falcon Schubert&Weiss, Miinchen) in ein 50 ml
Polypropylen Rohrchen, (Schubert&Weiss, Miinchen) pipettiert. Um die maximale
Zellzahl zu gewinnen, wurden die Inkubationsflasche und die Pipette sorgfaltig mit
frischem Kulturmedium nachgespiilt. Die filtrierte Suspension wurde bei 1200 U/min
fir 10 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig
dekantiert und das Zellpellet in 10 ml Vollmedium (Dulbeco’s MEM-Medium
versetzt mit 10% FKS (Fa. Seromed, Berlin) und 80 mg/500 ml Gentamycin)

resuspendiert.

2.2.2.2. Vitalititsbestimmung und Zellzahlermittlung

Die Zellzahl wurde mit der Zdhlkammermethode nach Neubauer und die Zellvitalitét
nach der Trypan-Blau-Methode bestimmt.

Das Prinzip der Trypan-Blau-Methode zur Bestimmung der Vitalitdt beruht darauf,
dass Trypan-Blau von vitalen Zellen nicht aufgenommen wird, geschiadigte oder
avitale Zellen von diesem Farbstoff aber tieftblau gefarbt werden.

10 pl der auszuzéhlenden Zellsuspension werden mit 10 pl Trypan-Blau (Fa. Fluka,
Neu-Ulm) gemischt und mit einer Pipette in eine Neubauer Zihlkammer (MD-Kova-
Raster, Madaus, Koln) eingebracht. Unter dem Lichtmikroskop wird zur
Vitalitdtsbestimmung der relative Anteil der vitalen Zellen bestimmt (Abb. 5).

Um die Zellzahl in der Zellsuspension abschétzen zu konnen, wurden die vitalen
Chondrozyten in einem Quadranten der Neubauer Zdhlkammer ausgezihlt. Die

erhaltene Zellzahl wurde mit der Milliliteranzahl der Zellsuspension, der Vitalitit in
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Prozent und dem Faktor 2x10* multipliziert, um die vitale Gesamtzellzahl zu

erhalten.

Abb. 5 Vitalititsbestimmung von Chondrozyten in der Neubauer Zahlkammer

2.2.3. Amplifikation in Monolayerkultur

Die Zellen wurden im Vollmedium in Zellkulturflaschen in einer relativen Dichte
von ca. 40.000 Zellen/cm® eingebracht. Die Zellkulturflaschen mit 75 cm?
Bodenfliche (Fa. Nunk, Dinemark) wurden mit ca. 3x10° Zellen in 20 ml
Vollmedium befiillt und im Brutschrank bei 37° C, 5 % CO, und 90 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Am zweiten Tag zeigte sich dabei eine Anheftung der
Zellen am Boden der Kulturflaschen. Alle drei Tage erfolgte ein Wechsel des
Kulturmediums. Das Medium wurde hierzu komplett abpipettiert und sofort durch 10
ml frisches, vorgewidrmtes Medium ersetzt. Nach Zentrifugation des alten Mediums
(2400 U/Min fiir 10 Min.) wurden 10 ml des Uberstandes in die Kulturflasche
zuriickpipettiert.

Nach Konfluenz der Zellen fand die Separierung der Kulturen statt.
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2.2.4. Separation der Zellen aus der Monolayerkultur

Fiir das Ablosen der Zellen musste das Kulturmedium moglichst vollstindig mit der
Pipette abgezogen werden. Um sicher zu gehen, dass alles enzyminhibierende
Medium entfernt wurde, wurde die Kulturflasche noch zweimal mit PBS (Apotheke
Klinikum GroBhadern, Miinchen) nachgespiilt. PBS Puffer pH 7,4 besteht aus Di-
Natriumhydrogenphosphat-dihydrat 14,8 g, Kaliumdihydrogenphosphat 2,3 g,
Natriumchlorid 90 g in 1,0 1 Aqua dest.. AnschlieBend erfolgte fiir sieben Minuten
die Inkubation mit 2 ml vorgewdrmter Trypsin-EDTA-Losung 0,05 % (Fa. Sigma,
Deisenhofen) im Brutschrank zur Losung der Zellen vom Boden der Kulturflasche.
Die Inhibition des Enzyms wurde durch Zugabe von 10 ml Vollmedium
durchgefiihrt. Durch sanftes AnstoBen der Kulturflasche lieen sich restliche, noch
anhaftende Zellen zusétzlich ablosen. Die Suspension wurde abpipettiert und bei
1200 U/Min fiir zehn Minuten (ohne Bremse) zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet
konnte nun resuspendiert und erneut in Kulturflaschen eingebracht oder zum Besatz

der Transplantate verwendet werden.

2.2.5. Gewinnung und Préparation von Knochenmarkstammzellen

Es wurden Zellen aus den Beckenknochen freiwilliger Spender entnommen. In der
Orthopidie miissen hdufiger Spongiosa oder kortikospongidse Spédne aus dem
Beckenknochen zur Defektdeckung an anderen Stellen entnommen werden. Hierzu
wird regelhaft der Beckenkamm er6ffnet, so dass die zusitzliche Aspiration kleiner

Mengen Knochenmarkes keinen signifikanten Zusatzeingriftf darstellt.

Entsprechend wurden die Patienten nach prinzipieller Genehmigung der Studie durch
die Ethikkommission Miinchen mit dem im Anhang beigefiigten Informations- und

Aufklarungsbogen um Zustimmung gebeten.

Nach Hautschnitt und vor Eroffnung des Beckenkammes wurde mit einer
Knochenmarkaspirationsnadel wiederholt in den Beckenkamm eingestochen und
jeweils 5 ml Knochenmark aspiriert bis zur Endmenge von 50 ml. Dieses wurde
sofort in ein mit Heparin-Losung gespiiltes Gefdll gegeben und gut vermischt. Bis

zur Aufarbeitung erfolgte die Lagerung bei 4° C im Kiihlschrank.

Das Aspirat wurde nun auf vier je 40 ml Polypropylen-Réhrchen verteilt und mit

Hanks-Losung (8 g/l NaCl, 400 mg/1 KCl, 1 g/l Glucose, 60 mg/l KH,POy4, 47,5 mg/1
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Na,HPOg4, 170 mg/l Phenol-Rot, Apotheke GroBhadern) auf je 20 ml aufgefiillt. Die
Suspension wurde bei 168 g (900 U/Min, 10 Minuten) zentrifugiert, 12 ml des
Uberstandes abpipettiert und mit PBS pH 7,4 auf 10 ml aufgefiillt. Je 10 ml Ficoll
(Fa. Sigma, Deisenhofen) wurden nun in ein 50 ml Polypropylen-Rohrchen gegeben
und mit der verdiinnten Knochenmarksuspension langsam {iiberschichtet. Im
Anschluf} erfolgte die Zentrifugation bei 400 g (1300 U/Min) fiir 30 Min. Die
daraufhin ausgebildete Interphase wurde vorsichtig abpipettiert und mit PBS auf 50
ml aufgefiillt. Nach Zentrifugation (1100 U/Min, 10 Minuten) wurde der Uberstand
abpipettiert und das Zellpellet resuspendiert. War der Erythrozytenanteil sichtlich
hoch, wurde nach Resuspension noch mit 5 ml Erylysepuffer (8,29 g NH4Cl, 1 g
KHCOs, 37,2 mg EDTA-Na; in 1 1 H,O, pH 7,2-7,4, Apotheke GroBhadern) fiir fiinf
Minuten inkubiert, anschlieBend mit PBS aufgefiillt und erneut zentrifugiert, sowie
der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet resuspendiert. Die Zellen konnten
gezdhlt und in die Transplantate eingebracht werden. Uns ist dabei klar gewesen, dal3
ohne weitere Separation in diesem Zellgemisch nur ein kleiner Teil tatsdchlicher

mesenchymaler Stammzellen vorlag.

2.2.6. Implantation der Zellen auf das Tragermaterial
2.2.6.1. Préaparation von Spongiosazylinder und Zellimplantation

Da in menschlichen und tierischen Spongiosazylindern aufgrund einer erheblichen
technisch bedingten Zytotoxizitit kein Chondrozytenwachstum erzielt werden konnte
(Hillenbrand 2001), wurden kommerziell gefertigte Implantate (Tutoplast®, Fa.
Tutogen, Neunkirchen) verwendet. Die Spongiosazylinder stammten von Rindern.
Die Spongiosadiibel hatten einen Durchmesser von 7 mm und eine Linge von 10 mm
(Abb. 6).

Die nach Zellseparation gewonnene Zellsuspension wurde nun nach
Vitalititspriifung und Zellzéhlung mit einer identischen Menge von autoklavierter
4% Agaroselosung (Fa. Novex, Frankfurt) vermischt. Die Zelldichte betrug etwa
10x10° Zellen/ml. Die Spongiosazylinder wurden in ein 10 ml Polypropylen-
Rohrchen eingestellt und mit dem Agarosezellgemisch iiberpipettiert. Anschliefend

erfolgte eine kurze Zentrifugation (500 U/Min, 1 Minute), um die dickfliissige
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Suspension vollstindig in die Tréger eindringen zu lassen. Die Polymerisation der
Agarose erfolgte bei 4° C im Kiihlschrank fiir 30 Minuten (Abb. 7).
Abb. 6 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Oberflachenstruktur der

Tutoplast® Zylinder
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2.2.6.2 Praparation von Vliesmaterial und Zellimplantation

Da sich bei den Versuchen mit Spongiosa nur ein unbefriedigendes Wachstum der
Zellen in ersten histologischen Schnitten zeigte, wurde fiir die weiteren Versuche
Ethisorb® 210 (Fa. Ethicon, Norderstedt) verwandt. Das Vlies ist ein resorbierbares
Material, ein Copolymer aus Polyglaktin 910 (Poly-L-Glykol und Poly-L-Laktid 9:1,
Vycri1®) und Poly-p-Dioxanon (PDS™). Dieses ungewebte Material wird in einem
Zeitraum von etwa sechs bis zwolf Wochen hydrolytisch abgebaut und vollstindig
resorbiert. Das Vlies wurde in Stiicke von ca. 4 mm Hoéhe und ca. 8§ mm

Durchmesser geschnitten (Abb. 8 und 9).

Nach Plasmasterilisation des Vlieses wurde die Agarose-Zell-Suspension mehrfach
iiber das Vlies pipettiert und anschlieend noch einmal zentrifugiert (500 U/Min, 2

Minuten). Die Auspolymerisation erfolgte wiederum bei 4” C fiir 30 Minuten.

Fiir die Experimente mit humanen Stammzellen wurde ein langsamer degradierendes
Vlies (Poly-L-Laktid/Polyglykolid Copolymer 9:1, iTV Denkendorf) verwendet.
Auch dieses Vlies wurde in ca. 8 mm durchmessende Abschnitte geformt. Zur
Erzielung einer Hohe von ca. 5 mm muBten acht Vliesschichten iibereinander gelegt

werden. Die Zellsuspension wurde dabei Lage fiir Lage eingebracht.

Abb. 8 Ethisorb®-Vlies nach Zuschnitt
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Abb. 9 Rasterelektronenmikroskopisches Bild des nativen Vlieses

2.3. Versuchsaufbau

In der Versuchskammer wurde bei einem axialen Druck von 0,5 MPa entsprechend

Tabelle 1 und 2 verfahren.

Tabelle 1 Mechanische Parameter der Versuchskammer

Chondrozyten
Ohne Druck 2 Wochen | 6 Wochen |12 Wochen
20 sec Dr ?OCI(; ]/ ZOZ )sec Pause| 5 Wochen | 6 Wochen | 12 Wochen
2 sec Dr L;gk] / gz‘j ec Pause | 5 wWochen | 6 Wochen |12 Wochen
I sec Dr L(‘Oc}; /;I ;)ec Pause | 5 Wochen | 6 Wochen |12 Wochen
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Tabelle 2 Mechanische Parameter der Versuchskammer

Humane Knochenmarkstammzellen

Ohne Druck 2 Wochen | 6 Wochen | 9 Wochen |12 Wochen

20 sec Druck / 80 sec Pause 2 Wochen | 6 Wochen | 9 Wochen |12 Wochen
(0,01 Hz)

2 sec Druck / 8 sec Pause 2 Wochen | 6 Wochen | 9 Wochen |12 Wochen
(0,1 Hz)

I sec Druck /4 sec Pause 2 Wochen | 6 Wochen | 9 Wochen |12 Wochen
(0,2 Hz)

I sec Druck /1 sec Pause 2 Wochen | 6 Wochen | 9 Wochen |12 Wochen
(0,5 Hz)

2.4. Histologische Priparation
2.4.1. Fixierung

Die Fixation der Spongiosazylinder nach Entnahme aus den Versuchskammern
erfolgte durch Methanol, die Prédparate blieben mind. 24 Stunden in der
Fixationslosung. Alle Vliesprdparate wurden als Gefrierschnitte mit Einbettung des
Materials in Jung Gefriermedium (Fa. Leica, Nussloch) verarbeitet und bei —20° C
gelagert. Nach dem Gefrierschnitt der Vliespraparate wurden diese zur Rehydratation
mit PBS und Tween 20 (Polyoxyethylen Sorbit Monolaureat 0,1 % in PBS, Sigma)
als Detergenz fiir fiinf Minuten behandelt. Die Fixation und gleichzeitige
Inaktivierung der endogenen Peroxidase fand dann fiir 30 Minuten in Methanol,
versetzt mit 30 % Wasserstoffsuperoxid (100 ml Methanol und 1 ml H,0,), statt,
bevor die Gefrierschnitte noch einmal fiir 15 Minuten in PBS und Tween gewaschen

wurden.

2.4.2. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Préparate wurden mit Gefriermedium auf einem runden Préparathalter
aufgefroren und in einem Kryomikrotom (HM 500 OMV) bei -28° C geschnitten.
Nach der Ausrichtung der Schnittebene erfolgten zunéchst Trimmschnitte von einer

Dicke von 40 um bis in den fiir die Untersuchung relevanten zentralen Teil. Wenn
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dieser Bereich makroskopisch erkennbar war, wurde die Schnittstirke auf 14 pm
reduziert, Serienschnitte angefertigt und alle Schnitte auf Superfrost-Plus

Objekttrager (Menzel, Miinchen) aufgebracht.

2.4.3. Hamatoxylin und Himatoxylin/Eosin Farbungen

Zur orientierenden Ubersichtsfirbung wurde die Himatoxilin-Firbung angewandt.
Die auf dem Objekttriger befindlichen Schnitte wurden fiir 20 Sekunden in
Hamatoxylin-Losung eingelegt. AnschlieBend wurden sie mit Leitungswasser
abgewaschen und in eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 100
%), sowie Xylol I/II fiir je fiinf Minuten zum Entwéssern eingelegt. Zur Eindeckung
diente Eukitt® (Fa. Kindler, Freiburg). Im Falle einer zusitzlichen Eosin-Firbung
erfolgte nach der Differenzierung in Leitungswasser die Uberfirbung mit Eosin
(0,1% in Aqua dest.) fir 5-10 Minuten. Nach einer weiteren Differenzierung in
Leitungswasser wurde die Entwisserung und Eindeckung wie oben beschrieben

durchgefiihrt.

2.4.4. Immunhistochemische Untersuchung
2.4.4.1. Antikérper

Zur qualitativen Charakterisierung der kollagenen Matrix wurden die in Tab. 3

aufgefiihrten monoklonalen Antikdrper verwendet.

Alle Priparate wurden hinsichtlich der Verteilung von Kollagen I und Kollagen 11
untersucht, weitere Antikorperuntersuchungen wurden zusdtzlich nur bei Priaparaten

mit im zeitlichen Verlauf wesentlich differenter Morphologie vorgenommen.
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Tabelle 3 Zur Immunhistochemie verwendete Antikorper

. Primar- | Verdiin- . Enzym-
Antigen _— Tier y Quelle | Referenz
antikorper | nung vorbehandlung
. Hyal (1,5 IU/ml) und .
Kollagen I Col 1 1:2000 Maus ChABC(0.25 TU/ml) Sigma
) Hyal (1,5 IU/ml) und
Kollagen I1 CIICI 1:6 Maus ChABC(0.25 IU/ml) DSHB (Holmdahl,
1986)
) Hyal (1,5 IU/ml) und
Kollagen III 4H12 1:500 Maus ChABC(0.25 1U/ml) ICN
Chondroitin
-4-sulphat ) (Caterson,
+ Dermatan 2B6 1:1500 Maus | ChABC (0,25 IU/ml) | B. Caterson 1985)
sulphat
Chondroitin . (Caterson,
_6-sulphat 3B3 1:200 Maus | ChABC(0,25 IU/ml) | B. Caterson 1985)
Keratan- ) . (Caterson,
sulphat 5D4 1:1500 Maus Keine B. Caterson 1983)

Abkiirzungen: ChABC — Chondroitinase ABC, Hyal - Hyaluronidase

2.4.4.2. Technik der Immunfixation und Fiarbung

Die Immunhistochemie dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen oder
Glykosaminoglykanen, die in einer Antigen-Antikorper-Reaktion die jeweils
entsprechenden Antikdrper binden. Zum Nachweis der Primérantikorper wurde das
Vectastain DAB-Kit Elite (Vector Labs, Burlingame, CA) verwendet. Die einzelnen
Schnitte wurden auf ihren Objekttrigern mit Dako-Pen (Sigma) umrandet, um ein
Verlaufen der zur Féarbung notwendigen Reagenzien zu verhindern. Dies war
aufgrund der Tatsache notwendig, dass ein Objekttrager mit jeweils zwei Schnitten
versehen war, an denen unterschiedliche Markierungen (mit verschiedenen
Primédrantikérpern) durchgefiihrt wurden. Nach Rehydratation der Schnitte in PBS
und Tween 20 fiir fiinf Minuten erfolgte die 30 miniitige Inkubation im
Methanol/H,0O,-Ansatz zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase. Danach wurden
sie fir 3 x 5 Minuten in PBS-Tween gewaschen. AnschlieBend fand nun die
enzymatische Behandlung mit Chondroitinase ABC bzw. zusédtzlich Hyaluronidase
(siche Tabelle 3) fiir 30 Minuten im Brutschrank bei 37° C zur Freilegung der

verschiedenen Epitope statt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation
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mit Pferdeserum (1:20 in PBS, Vector Lab, Burlingame, CA) fiir 60 Minuten
abgesittigt. Nach dem Abschiitteln des Serumiiberstandes wurde sofort mit dem
Auftrag geeigneter Primérantikorper (siehe Tabelle 3) zur immunhistochemischen
Markierung begonnen. Es kamen hierbei folgende monoklonalen Antikérper zum
Einsatz, Col 1 (Verdiinnung 1:2000) zur Darstellung von Kollagen I, CIICI
(Verdiinnung 1:6) fiir Kollagen II und 4H12 (Verdiinnung 1:500) fiir Kollagen III.
Zur Erkennung der Glykosaminoglykane (GAGs) wurden die monoklonalen
Antikorper 2B6 (Verdiinnung 1:1500) fiir Chondroitin-4-sulphat + Dermatansulphat,
3B3 (Verdiinnung 1:200) fiir Chondroitin-6-sulphat, sowie 5D4 (Verdiinnung
1:1500) fiir Keratansulphat verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei Raumtemperatur war ein 3 x 5 miniitiger Waschvorgang in PBS-Tween
notwendig. Im Anschlu3 daran wurde der Sekundirantikorper aufgetragen, fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur auf den Schnitten belassen und dann wieder 3 x 5
Minuten gewaschen. Die Inkubation mit dem zuvor angesetzten ABC-Komplex
(Avidin-Biotin-Enzym-Komplex) fand ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten
statt. Nach dem letzten Waschschritt (3x5 Minuten) lief die Inkubation mit DAB
(Diaminobenzidin, Vector Dab — Peroxidase Substrat Kit) vier Minuten lang unter
Lichtausschluss ab. Danach erfolgte das Auswaschen des Uberstandes in
Leitungswasser und eine Kernfiarbung mit Hidmatoxylin. Nach Differenzierung mit
Leitungswasser, bis keine Farbschlieren mehr aufstiegen, wurden die Schnitte in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 100 %) fiir je finf
Minuten dehydriert. Im Anschlul wurden die Schnitte nacheinander in zwei

Fraktionen Xylol eingelegt und dann mit Eukitt® eingedeckt.

2.5. Rasterelektronenmikroskopie
2.5.1. Fixation

Alle Priparate fiir die Elektronenmikroskopie wurden nach Entnahme in 2 %
Glutaraldehyd in 0,053 M Natriumcacodylatpuffer (mit HCI auf pH 7,3 eingestellt)
fixiert. Die Préparate blieben dabei fiir mindestens 24 h bei 4° C im Kiihlschrank.
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2.5.2. Préparation

Die Prédparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 %,
96 %, je 10 Minuten) entwissert und nach Azetonspiilung in einem Kritisch-Punkt
Trockengerdt in CO, getrocknet. Alle Priaparate wurden dann mittels Leitsilber auf
Probenteller geklebt. Zur Erhohung der Leitfdhigkeit erfolgte die Aufdampfung von
Gold-Palladium im Hochvakuum (Bal-Tec S CD 050 Sputter Coater).

2.5.3. Untersuchungstechnik

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurde mit einem Leica S420
Gerdt (Fa. Leica, Cambridge) durchgefiihrt. Nach Erzeugung des Hochvakuums
wurde eine Feldspannung von 10 kV gewéhlt, der Sondenstrom betrug in der Regel
50 pA. Die Priparate wurden mit unterschiedlicher VergroBerung digital

dokumentiert.
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3.

3.1.

3.1.1.

Ergebnisse

Ergebnisse der Zellkultur

Knorpelzellen vom Schwein

Uber einen Zeitraum von zwei Monaten wurden acht verschiedene Schweinegelenke

verarbeitet (Tabelle 4). Da diese Gelenke kaum arthrotische Verdnderungen des

Knorpels zeigten, konnten sehr viele Knorpelzellen gewonnen werden. Die Vitalitit

der Zellen lag immer nahezu bei 100%. Die Zellen wurden direkt fiir die

Transplantation verwendet oder nach einer Separation neu gezdhlt und erst dann

verwendet.

Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Schweinechondrozyten

Nr.| Datum Zellzahl bei Vitalitit Anzahl Zellzahl Vitalitit bei Datum

Gewinnung Separationen|Transplantation| Transplantation | Kulturende

1 |14.04.00| 18,4 *10° | 100% 1 77,4 * 10° 100% 02.05.00
2 108.05.00|108,0 * 10° | 100% - 108,0 * 10° 100% -
3 110.05.00| 96,0 *10° | 100% - 96,0 * 10° 100% -
4 11.05.00| 96,0 *10° | 100% 1 96,0 * 10° 100% 29.05.00
5 [29.05.00]123,0 * 10° | 100% - 123,0 * 10° 100% -
6 | 07.08.00| 80,0 *10° | 98% - 80,0 * 10° 98% -
7 [15.08.00| 82,4 *10° | 90% - 82,4 * 10° 90% -
8 101.09.00| 74,4*10° | 100% 1 62,7 * 10° 100% 26.09.00

3.1.2. Humane Knochenmarkstammzellen

Es wurden insgesamt zwei Stammzellpréparate gewonnen. Aus 50 ml Knochenmark

lieBen sich dabei im ersten Ansatz 84,4 x 10° und im zweiten Ansatz 82,4 x 10°

Zellen gewinnen. Die Zellvitalitit betrug bei beiden Ansédtzen 100 % (Abb. 10). Die

Implantation von beiden Stammzellpriparaten erfolgte sofort auf Vliese.
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Abb. 10 Vitalititspriifung eines Knochenmarkpréparates vor Implantation

3.2.  Ergebnisse der Experimente mit Tutogen® Spongiosa als Triger

Das Zellwachstum wurde nicht durch die in Monolayerkultur von Chondrozyten
eingebrachten Spongiosazylinder beeinflusst. 40 x 10° Zellen wurden auf vier
Spongiosazylinder verteilt und in Versuchskammern eingebracht. Die Zelldichte bei
Implantation lag dabei bei 20 x 10° Zellen/ml Spongiosa. Die Transplantate wurden
nach zwei Wochen Kultivierungszeit entnommen und histologisch untersucht. Es
zeigten sich dabei lediglich einzelne Zellcluster zwischen den Spongiosabilkchen
ohne jegliche Strukturierung oder Zeichen einer Matrixbildung (Abb. 11).

Immunbhistologische Farbungen konnten keinerlei Matrixproduktion nachweisen.
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Abb. 11 Humane Chondrozyten nach zwei Wochen Kultur in Tutoplast® Zylinder
(A x 40, B x 400)

Da sich die Verwendung von Spongiosazylindern als nicht sehr effektiv erwies,

wurden deshalb im weiteren resorbierbare Vliese eingesetzt.

3.3.  Ergebnisse der Experimente mit Ethisorb® Vlies als Trager

Es wurden zwei unterschiedliche Versuchsansitze gewéhlt. Im ersten Ansatz erfolgte
die Implantation von Chondrozyten des Schweines direkt nach enzymatischer
Praparation auf die Vliese. Im zweiten Ansatz wurde vor der Implantation eine
Monolayerkultur von drei Wochen mit einer Separation bis zur Ausbildung der

Fibrozyten zwischengeschaltet.

Im ersten Ansatz erfolgte die Implantation von Chondrozyten aus zwei
verschiedenen Tieren mit einer Zelldichte von 40 x 10° Zellen je ml Vlies in je zwei
Versuchskammern. Als Belastungsfrequenzen fiir die vier Kammern mit je sechs
Vliesen wurden 0,5 Hz, 0,1 Hz und 0,01 Hz gewihlt. Zusitzlich gab es eine
unbelastete Kontrollgruppe. Es konnten Priparate nach jeweils zwei, sechs und zwolf
Wochen entnommen werden. Leider kam es zu einem Ausfall des Kiihlschranks, der

zur Lagerung der Gefrierschnitte verwendet wurde. Deswegen stehen keine
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histologischen und immunhistologischen Pridparate mit einer Frequenz von 0,1 Hz

und ohne Druck nach sechs Wochen Generierung zur Verfiigung.

Im zweiten Ansatz wurden die dedifferenzierten Chondrozyten fiir zwei und sechs

Wochen den Frequenzen 0,5 Hz und 0,01 Hz ausgesetzt und untersucht.

3.3.1. Primére Implantation der Chondrozyten

Nach direkter Implantation konnten sich Chondrozyten schon in den ersten Proben

nach zwei Wochen gut an den Vliesfasern anheften (Abb. 12).

Abb.12 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer mit einer Frequenz von
0,5 Hz generierten Probe nach zwei Wochen. Vliesfasern weitgehend intakt,

Zellen adhirent
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In der Hdmatoxylin-Farbung hafteten die Zellen ohne Druck an den Vliesfasern gut
an, produzierten aber nach zwei Wochen keine nennenswerte extrazellulire Matrix.
Nach zwolf Wochen entstand dann doch ein deutlicher Zellverbund, der jedoch keine
ausgepriagte chondrogene Differenzierung aufwies (Abb. 13). Auch immun-
histologisch zeigte sich nach zwei Wochen ohne Druck kein Nachweis einer
kollagenen Matrixbildung, wihrend nach zwolf Wochen sowohl Kollagen I, als auch
Kollagen II nachweisbar war (Abb. 14). In der Bildung der extrazelluliren Matrix
bestand dabei ein Ubergewicht von Kollagen II zu Kollagen I bei jedoch deutlich
erkennbarer Kollagen I-Bildung.

Abb. 13 Himatoxylin-Firbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies ohne Druck
nach A) zwei Wochen und B) zwolf Wochen
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Abb. 14 Kollagen I (A) und Kollagen II (B) Féarbung von Chondrozyten auf
Ethisorb®-Vlies ohne Druck nach 1) zwei Wochen und 2) zwlf Wochen

Kontrolle
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Betrachtet man dagegen die unter Druck generierten Pridparate, so zeigten sich
deutliche Unterschiede im Aufbau abhingig von der Druckfrequenz und dem

zeitlichen Verlauf.

Bereits nach zwei Wochen war bei schnellster Frequenz (0,5 Hz) eine deutliche
Matrixbildung vorhanden (Abb. 15). Es zeigte sich bei einer Frequenz von 0,5 Hz
eine bessere Zellmorphologie der Chondrozyten als bei der langsamsten Frequenz

(0,01 Hz).

Immunhistochemisch lieB sich bereits nach zwei Wochen eine deutliche Kollagen I1-
Bildung nachweisen (Abb. 16). Es zeigte sich kaum eine Kollagen I-Produktion,
damit war das Verhéltnis zwischen Kollagen I und Kollagen II zu diesem Zeitpunkt

sehr giinstig.

Abb. 15 Himatoxylin-Firbung von Chondrozyten auf Ethisorb®™-Vlies mit Druck 0,5
Hz (A), 0,1 Hz (B) und 0,01 Hz (C) nach zwei Wochen
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Abb. 16 Kollagen 1 (1) und Kollagen II (2) Farbung von Chondrozyten auf
Ethisorb®-Vlies mit Druck 0,5 Hz (A), 0,1 Hz (B) und 0,01 Hz (C) nach

zwel Wochen
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Mit der ldngeren Kulturzeit dnderte sich das morphologische Bild hinsichtlich der
Zelldichte und Organisation des Zellverbundes. Nach sechs Wochen produzierten
alle belasteten Proben eine Matrix (0,1 Hz Probe fehlend). Diesmal waren die
Praparate mit der langsamsten Frequenz (0,01 Hz) der schnellsten Frequenz (0,5 Hz)
deutlich {tberlegen (Abb. 17). Nach zwo6lf Wochen kam es offensichtlich
morphologisch zur Degeneration der Préparate, wobei auch hier die langsamste

Frequenz (0,01 Hz) den Zellverbund am besten aufrecht erhielt (Abb. 18).

Abb. 17 Himatoxylin-Firbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies mit Druck 0,5
Hz (A), und 0,01 Hz (B) nach sechs Wochen
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Abb. 18 Hiimatoxylin-Farbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies mit Druck 0,5
Hz (A), 0,1 Hz (B) und 0,01 Hz (C) nach zwdlf Wochen
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In der Immunhistologie bestdtigte sich das morphologische Bild durch Auftreten von
Kollagen 1. Nach sechs Wochen fand sich bei der schnellsten Frequenz noch keine
Markierung, wéhrend bei den langsameren Frequenzen schon eine deutliche
Zunahme der Kollagen II — Bildung zu sehen war. Es zeigte sich das mit der
langsamsten Frequenz (0,01 Hz) belastete Priaparat zwar seitens der Beschaffenheit
den anderen iiberlegen, Kollagen I war jedoch schon nach sechs Wochen vorhanden
(Abb. 19). Nach zwo6lf Wochen war in allen Prdparaten Kollagen I nachweisbar
(Abb. 20).
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Abb. 19 Kollagen 1 (1) und Kollagen II (2) Farbung von Chondrozyten auf
Ethisorb®-Vlies unter 0,5 Hz (A) und 0,01 Hz (B) nach sechs Wochen
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Abb. 20 Kollagen 1 (1) und Kollagen II (2) Farbung von Chondrozyten auf
Ethisorb®-Vlies bei 0,5 Hz (A), 0,1 Hz (B) und 0,01 Hz (C) nach zwdlf
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Auch die Bildung von Kollagen III wurde nachgewiesen. Kollagen III wird
hauptsdchlich von Osteoblasten oder Fibroblasten produziert und ist auch im
Faserknorpel enthalten. Es kann als Marker der Degeneration der Knorpelzellen
gelten. Nach ldngerer Kultivationszeit stieg die Produktion von Kollagen III bei der
langsamsten Frequenz an. Bei der schnellsten Frequenz zeigte sich Kollagen III

ebenso, aber mit geringerer Auspriagung (Abb. 21).

Abb. 21 Kollagen III Firbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies unter 0,5 Hz
(A), und 0,01 Hz (B) nach sechs (1) und zwolf (2) Wochen
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Glykosaminoglykane (Keratansulphat, Chondroitin-4-sulphat + Dermatansulphat und
Chondroitin-6-sulphat) waren in allen Praparaten nachweisbar. Eine ausgedehntere
Markierung von GAGs fand sich in der Regel bei den zwolf Wochen Praparaten im
Vergleich zu sechs und zwei Wochen Priparaten. Es zeigte sich allerdings keine

Abhingigkeit von der Druckfrequenz. (Abb. 22-24).
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Abb. 22 Keratansulphat Farbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies unter 0,5 Hz
(A) und 0,01 Hz (B) Druck nach zwei (1), sechs (2) und zwolf (3) Wochen

Ohne Druck (12 Wochen)
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Abb. 23 Chondroitin-4-sulphat + Dermatansulphat Farbung von Chondrozyten auf
Ethisorb®-Vlies unter 0,5 Hz (A) und 0,01 Hz (B) Druck nach sechs (1) und
zwolf (2) Wochen
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Abb. 24 Chondroitin-6-sulphat Firbung von Chondrozyten auf Ethisorb®-Vlies unter
0,5 Hz (A) und 0,01 Hz (B) Druck nach sechs (1) und zwolf (2) Wochen

Im Rasterelektronenmikroskop waren nach zwei Wochen die ersten Anhdufungen
von Chondrozyten zwischen den noch vorhandenen Vliesfasern zu sehen (Abb. 25).
Nach sechs Wochen bildeten die Chondrozyten eine nahezu ebene Oberflache (Abb.
26) und nach zwolf Wochen waren sie sogar glatt und dicht gepackt (Abb. 27).
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Abb. 25 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Chondrozytenkultur auf

Ethisorb®-Vlies nach zwei Wochen, mit einer Frequenz von 0,5 Hz belastet

Abb. 26 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Chondrozytenkultur auf

Ethisorb®-Vlies nach sechs Wochen, mit einer Frequenz von 0,5 Hz belastet
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Abb. 27 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Chondrozytenkultur auf

Ethisorb®-Vlies nach zwdlf Wochen, mit einer Frequenz von 0,5 Hz belastet
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3.3.2. Implantation der Chondrozyten nach Monolayerkultur

Es wurden nach drei Wochen 62,7 x 10° Zellen aus einer Monolayerkultur
entnommen und auf zwolf Vliese in zwei Versuchskammern gesetzt (relative
Zelldichte 34 x 10° Zellen / ml Vlies). Diese mit Chondrozyten getrinkten Vliese
wurden mit den Frequenzen 0,5 Hz, 0,01 Hz und ohne Druck fiir zwei und sechs
Wochen kultiviert. Offensichtlich war es bei der Probeentnahme nach zwei Wochen
jedoch zur Infektion der Priparate gekommen, sodass nach sechs Wochen
nekrotische Zellen eine weitere Aussage nicht zulieBen (Abb. 28). Nach zwei
Wochen zeigte sich im wesentlichen ein identisches Bild zu den Versuchen mit
direkter Implantation der Chondrozyten, mit Bildung von Kollagen I, II und III in der
Matrix (Abb. 29 und 30).
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Abb.28 Kollagen II Immunhistologie eines Chondrozytenpréparates nach
Monolayerkultur auf Ethisorb®-Vlies eingebracht, sechs Wochen bei einer

Frequenz von 0,5 Hz, nekrotische Zellen

Abb. 29 Himatoxylin-Farbung der Chondrozytenpréparate nach Monolayerkultur
auf Ethisorb™-Vlies eingebracht, zwei Wochen bei einer Frequenz von 0,5

Hz (A) und 0,01 Hz (B)




Abb. 30 Immunhistologie der Chondrozytenpridparate nach Monolayerkultur auf

Ethisorb®-Vlies eingebracht, zwei Wochen bei einer Frequenz von 0,5 Hz

(A)und 0,01 Hz (B); Kollagen I (1), Kollagen II (2), Kollagen III (3)

34. Ergebnisse mit humanen Knochenmarkstammzellen

Es konnten Knochenmarkstammzellen von zwei verschiedenen Spendern gewonnen
werden und mit einer relativen Zelldichte von ca. 35 x 10° Zellen je ml im Vlies in je
zwel Versuchskammern eingesetzt werden. Es ist dabei stets zu berticksichtigen, daf3
es sich hier um ein undifferenziertes Zellgemisch mit nur einem kleinen Teil an
mesenchymaler Stammzellen handelt. Je zwei Vliese wurden bei den Frequenzen 0,5
Hz, 0,2 Hz, 0,1 Hz, 0,01 Hz und ohne Druck untersucht. Die Préparate wurden nach

jeweils zwei, sechs, neun und zwolf Wochen aus vier Kammern entnommen.
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Wie sich bereits schon bei den Prdparaten mit direkter Implantation von
Chondrozyten gezeigt hatte, war nach zwei Wochen zwar eine Adhirenz der Zellen

an die Vliesfasern, jedoch noch keine Matrixbildung erkennbar (Abb. 31).

Abb. 31 Himatoxylin-Farbung von Knochenmarkzellen auf Vliesen nach zwei

Wochen Kultur mit 0,5 Hz (A), 0,1 Hz (B), 0,01 Hz (C), ohne Druck (D)
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Eine partielle Matrixproduktion war erst nach sechs Wochen Kultivierungszeit

nachweisbar (Abb. 32).
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Abb. 32 Himatoxylin-Farbung von Knochenmarkstammzellen auf Vliesen nach
sechs Wochen Kultur mit 0,5 Hz (A), 0,2 Hz (B), 0,1 Hz (C), 0,01 Hz (D),
ohne Druck (E)

Nach sechs Wochen begann die Produktion von Kollagen I und II bei Préparaten, die
mit 0,1 Hz und 0,01 Hz generiert wurden (Abb. 33). In den weiteren Kulturen konnte
man keine Matrixbildung nachweisen. Lediglich im mit der schnellsten Frequenz
(0,5 Hz) behandelten Prdparat war immunhistochemisch nach neun und zwolf

Wochen die Bildung von Keratansulphat zu sehen (Abb. 34).
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Abb. 33 Kollagen I (1) und Kollagen II (2) Nachweis in Knochenmarkstammzellen
auf Vliesen nach sechs Wochen Kultur mit 0,1 Hz (A) und 0,01 Hz (B)
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Abb. 34 Keratansulphatnachweis (Pfeile) in Knochenmarkstammzellen auf Vliesen
nach sechs (A), neun (B) und zwolf (C) Wochen bei einer Frequenz von 0,5

Hz
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Das gewihlte Vlies mit 90 % Laktid-Anteil blieb zu lange stabil und hatte auch nach
zwoOlf Wochen von seiner Integritit nur wenig verloren. Es stand den Zellen wenig
Raum zum Aufbau einer Matrixstruktur zur Verfligung und damit war die

Matrixproduktion auch nach zwolf Wochen gering ausgeprégt (Abb. 35 und 36).
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Abb. 35 Hamatoxylin-Farbung von Knochenmarkstammzellen auf Vliesen nach

zwoOlf Wochen Kultur mit 0,5 Hz (A), 0,2 Hz (B), 0,1 Hz (C), 0,01 Hz (D),

ohne Druck (E)
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Abb. 36 Rasterelektronenmikroskopie eines mit Knochenmarkstammzellen besetzten

Vlieses, zwolf Wochen Kultivationszeit, Frequenz 0,2 Hz

§ioum ] Vergréfierung= 2580 X
HV=18 .88 kV Sondenstrom= 158 pA Fokus= 6 mmn
Helligkeit= 29.8 % Kontrast= 66.8 % 26-Apr-2001
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4. Diskussion

4.1.  Zellzahl und Vitalitit der Ausgangszellen

Um den Kklinischen Einsatz des Systems zur in vitro Generierung von
Knorpeltransplantaten zu ermoglichen, wurden bewusst primidr Chondrozyten als
Ausgangszellen verwendet. Generell ist Knorpel zu einem gewissen Teil durch die
umgebende Matrix vor immunologischen Reaktionen geschiitzt (Elves, 1974), doch
wiederholte Experimente konnten die hohe Antigenitdt allogener, xenogener, vitaler

und avitaler Knorpeltransplantate nachweisen (Osiecka-Iwan, 1999; Bujia, 1995).

Die Zelldichte ist einer der entscheidendsten Faktoren in der qualitativen und
quantitativen Ausbildung der chondrogenen Matrix in der Kultur. Physiologisch liegt
die Zelldichte im menschlichen Gelenkknorpel bei ca. 15x10° Zellen/ml. In einem
Experiment untersuchte Puelacher den Einfluss der Chondrozytenkonzentration auf
Gewebebildung und Matrixproduktion. Er brachte 2, 10, 20 und 100x10° Zellen/ml
in Vliese ein und implantierte sie nach einer Woche in vitro Kultur in athymische
Nacktmiuse. Nach zwolf Wochen zeigte sich dabei die Konzentration von 20x10°
Zellen/ml als histologisch am ehesten natiirlichem Knorpel entsprechend (Puelacher,
1994). In einer anderen Arbeit zeigte sich das Optimum im Vergleich zum nativen
Knorpel bei 40x10° Zellen/ml (Panossian, 2001). Hier wurden suspendierte
Chondrozyten in Konzentrationen von 10, 20, 40, und 80x10° Zellen/ml subkutan in

athymische Nacktmaéuse injiziert.

Die von uns verwendeten Zellkonzentrationen von 20x10° Zellen/ml Tutogen®
Spongiosa, 40x10° Zellen/ml Ethisorb®-Vlies und 35x10° Knochenmarkstamm-

zellen/ml Vlies lagen im optimalen Bereich.

4.2. Trigersysteme

Prinzipiell miissen die Resultate der eigenen Arbeit in Bezug auf das zur
Einbringung benutzte Gel sowie den verwendeten Trigersystemen diskutiert werden.
Im Vergleich der Kultur von bovinen Chondrozyten in Agarose und Alginat-Gelen
zeigte sich ein signifikanter Vorteil in der GAG-Produktion am Beispiel des
Aggrecans bei den in Agarose kultivierten Zellen (Hauselmann, 1992). Auch bei der

Kultur von mesenchymalen Stammzellen in Kollagengelen, Alginat und Agarose war
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der gleiche Effekt nachweisbar, wobei hier das Kollagen I-Gel am schlechtesten
beurteilt wurde (Diduch, 2000). Seitens der moglichen Agarose-Konzentration zeigte
sich, dass bei einer Konzentration von 2 % - 4 % eine ausreichende Immobilisation
der PG zum Aufbau einer kollagenen Matrix stattfindet (Verbruggen, 1990). Die von

uns gewihlte Konzentration von 2 % kann damit als giinstig bezeichnet werden.

Initial wurde der Ansatz verfolgt, den Zellen einen stabilen Trager zur Verfligung zu
stellen, der den gewiinschten hohen Druckfrequenzen auch mechanisch standhalten
kann. Wenn man nun die Ergebnisse analysiert, die mit der kommerziell
aufbereiteten Spongiosa erzielt wurden, zeigt sich sofort der prinzipielle Fehler im
experimentellen Ansatz. Der auf die Probe aufgebrachte mechanische Stempeldruck
konnte aufgrund der hohen Stabilitdt der Spongiosastruktur zu keinem Zeitpunkt auf
die Zellen iibertragen werden. Entsprechend kam es auch nicht, wie im Ergebnisteil
gezeigt, zu einer ausgepragten Matrixproduktion. Auch die mit mehreren 100 um
vergleichsweise groflen Poren diirften sich negativ ausgewirkt haben. Damit war die
Fragestellung des Einflusses von mechanischer Belastung auf die Chondrozyten mit

diesem Modell nicht zu beantworten.

Im Unterschied hierzu erlaubte das Ethisorb®-Vlies eine gute Ubertragung der
mechanischen Belastung im Sinne der Fragestellung. Es zeigte nach Resorption
(nach ca. sechs Wochen) keinen negativen Effekt der Degradationsprodukte auf die
Zellkultur. Diese Ergebnisse werden von einer Reihe anderer Autoren geteilt,
entsprechend héufig finden Polyglykolsdure-Vliese auch Anwendung in vitro, wie
auch in vivo Experimenten (Grande, 1997; Freed, 1994). Das von uns beobachtete
Degradationsverhalten des Ethisorb®-Vlieses entsprach dabei dem auch in vivo zu
erwartenden zeitlichen Verlauf (Perka, 2000). Wichtig erscheint hier der
Faserabstand im Vlies, der einerseits eine gute Anheftung der Zellen an die Fasern
erlauben mulB, andererseits aber einer Matrixproduktion nicht im Wege stehen darf.
Der bei Ethisorb®-Vlies typischerweise vorhandene Abstand von ca. 40 — 150 um
(Abb. 14) entspricht gut den aus der Literatur bekannten giinstigen Werten von 50 —
100 pm (Sittinger, 1996).

Untersucht man die Degradationsprodukte von Laktid- und Polyglykolsdure-Vliesen,
zeigen allerdings letztere zumindest in hdoheren Konzentrationen eine etwas

schlechtere Biokompatibilitit (Bujia, 1995b).
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Da wir zwischen den histologischen Resultaten der sechsten und zwdélften Woche bei
den mit Chondrozyten besetzten Vliesen eine Verschlechterung im Sinne einer
zunehmenden Desintegration des Zellverbundes sowie eine als Dedifferenzierung zu
Faserknorpel bzw. faserigem Bindegewebe zu deutende Zunahme der Kollagen I-
und Kollagen II1-Bildung beobachteten (Abb. 20 und 21), versuchten wir, den Zellen
im nachfolgenden Experiment mit humanen Knochenmarkstammzellen eine linger
bestehende Stiitzstruktur durch ein wesentlich langsamer abbaubares Vlies
(Polylaktid : Polyglykosid 9:1) zu bieten. Offensichtlich war dies jedoch ein Fehler.
Die Vliesstruktur behinderte stark das bis zum Ende der Kulturzeit von zwdlf
Wochen erwartete Zellwachstum und die Matrixproduktion. Dieser Effekt konnte
auch tierexperimentell im direkten Vergleich eines mit Chondrozyten besetzten
Ethisorb®-Vlieses versus eines reinen Polylaktid-Vlieses nach 24-wdchiger
subkutaner Implantation in athymische Nacktmiuse nachgewiesen werden (Rotter,
1998). Da auch nach 24 Wochen eine wesentliche Degradation des Polylaktid-
Vlieses nicht eingetreten war, konnte chondrogene Matrix nur spérlich nachgewiesen
werden. Zusitzlich fand sich eine bindegewebige Umscheidung des Vlieses mit

Einsprossen von Blutgefillen, das auch als ein Nachteil zu betrachten war.

4.3. Zelldifferenzierung und mechanischer Stimulus

In Ubereinstimmung mit der Literatur sahen wir einen deutlichen EinfluB der
mechanischen Stimulation auf die Matrixsyntheseleistung und die kollagene
Struktur. Der Nachweis kollagener Matrix schon nach zwei Wochen (Abb. 15 und
16) korreliert dabei gut mit Ergebnissen anderer Autoren. Sie konnten nachweisen,
dass ein Anstieg der elastischen FEigenschaften von mechanisch stimulierten
Chondrozytentransplantaten (als Ausdruck einer verstirkten Matrixbildung)
signifikant ab einem Zeitraum von drei Wochen Kultur (noch nicht signifikant bei

zwei Wochen) stattfand (Mauck, 2000).

Von besonderem Interesse waren die festgestellten Unterschiede seitens der
verschiedenen Frequenzen. Fiir die Zelldichte und Matrixproduktion zeigte sich nach
zwei Wochen die schnellste Frequenz (0,5 Hz) als ideal (Abb. 15). Nach sechs und
zwoOlf Wochen fiihrte die langsamste Frequenz (0,01 Hz) zur deutlich hoheren

Zelldichte (Abb. 17 und 18). Die giinstigere qualitative Zusammensetzung im Sinne
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eines hoheren Kollagen II- und niedrigeren Kollagen I- und —III-Gehaltes fand sich
jedoch stets bei der schnellsten Frequenz. (Abb. 19 — 21). Auch in der Literatur ist
dieses Verhalten bekannt. Im vergleichenden Experiment fiihrte die
Suspensionskultur der Zellen im Gegensatz zur alternierenden mechanischen
Belastung zur signifikant hoheren Zellzahl bei jedoch erheblich niedrigerer

Produktion an Matrixsubstanz (Carver, 1999).

Seitens der dabei verwendeten Frequenzen wurde im Kurzzeitversuch tiber 72 h eine
fiir die Produktion von GAGs optimale Frequenz von 1 Hz versus einer eher
inhibitorischen Wirkung von 0,3 Hz und keiner Beeinflussung bei 3 Hz gefunden
(Lee, 2000). Dies wiirde die Ergebnisse der ersten zwei Wochen unseres Ansatzes
durchaus bestitigen, da sich die Frequenz von 0,5 Hz versus allen anderen
langsameren Frequenzen als ideal erwiesen hatte. Man darf allerdings die Bedeutung
der Langzeitkultur nicht aus den Augen verlieren, da es hier zu deutlichen

Verschiebungen im Expressionsmuster der Matrix kam.

Erheblich waren die Differenzen zwischen den primér und nach dedifferenzierenter
Monolayerkultur implantierten Chondrozyten. Nach zwei Wochen war bei der
Monolayerkultur im Unterschied zu der primédren Implantation eine vollig
undifferenzierte, kollagene Matrix nachweisbar (Abb. 30). Offensichtlich war es den
Zellen zwar hier mdglich, Kollagen zu produzieren, zur Redifferenzierung war der
Zeitraum jedoch zu kurz. Leider mufiten die 6-Wochen-Priparate aufgrund

wahrscheinlicher Infektion verworfen werden.

Weiterhin bleibt allerdings der EinfluB der effektiven Dauer der Stimulation
(Stimulationszeit pro Gesamtzeit) unklar. Da in unseren Experimenten die
Stimulation kontinuierlich ohne FEinschaltung von zusétzlichen lidngeren Pausen

erfolgte, kann hier keine signifikante Aussage getroffen werden.

4.4. Humane Knochenmarkstammzellen in der belasteten Kultur

Aufgrund der retrospektiv sehr ungiinstigen Wahl des 90 % Laktid-Vlieses, ist eine
definitive Wertung und Diskussion der Ergebnisse nur sehr eingeschrinkt moglich.
Interessant war jedoch, dass eine Keratansulphatbildung als Zeichen einer
beginnenden chondrogenen Differenzierung lediglich in der Kultur mit schnellster

Frequenz (0,5 Hz) und nach zwolf Wochen stattfand (Abb. 34).
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Hier bleibt zu beriicksichtigen, dass die anfanglich hohe Zellzahl nur einen
ausgesprochen geringen Anteil ( < 0,02 %) an wirklich mesenchymalen Stammzellen
enthielt. Damit ist auch die Zelldichte insgesamt deutlich geringer einzuschétzen.
Entsprechend benétigen mesenchymalen Stammzellen mehr Zeit bis zum Aufbau
einer flir die chondrogene Differenzierung notwendige Zellkonzentration (Caplan,
1994; Ashton, 1980). Eine Reihe von Arbeiten konnte wesentliche biochemische
Faktoren wie TGF-B3 oder Dexamethason als auslosende Faktoren der chondrogenen
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen nachweisen (Martin, 2001; Freed,
1998; Johnstone, 1998). Ausschlieflich mechanische Faktoren im in vitro
Experiment (bei allerdings lediglich drei Tagen Kultur) wurden von Elder et al. in
seiner Arbeit an mesenchymalen Hiihnerzellen untersucht (Elder, 2001). Dabei zeigte
sich im Vergleich von verschiedenen Frequenzen axialer Belastung mit 9,25 kPa
(0,03, 0,15 und 0,33 Hz) eine beginnende chondrozytire Differenzierung durch
GAG-Syntheseanstieg ab einer Frequenz von 0,15 Hz und stédrker noch bei 0,33 Hz.
Damit 148t sich auch der von uns beobachtete Einflul bei der maximalen Frequenz

von 0,5 Hz sehr gut korrelieren.

4.5. Problematik der Langzeitkultur

Die Langzeitzellkultur ist trotz verbesserter Technik immer noch problematisch.
Zellen, auch Chondrozyten, reagieren z.B. empfindlich auf Anderungen der
Konzentration an gelosten Gasen. Ein Effekt, der in der Langzeitkultur ohne
Brutschrankbedingungen durchaus relevant werden kann. Es konnte gezeigt werden,
dass in der 3-D-Alginatkultur von Chondrozyten eine Erhéhung der
Sauerstoffkonzentration auf Raumluftwerte (20 %) zur volligen Authebung der
Kollagen II-Bildung fiihrt (Domm, 2000). Interessanterweise beobachteten auch wir
diesen Effekt als Zufallsbefund. Da in unserem kleinen Versuchsraum kein
PreBluftanschluBl zur Verfiigung stand, erfolgte der Antrieb der Perfusionskammern
zeitweise mit O,-Gas. Da die PreBluftzylinder der Kammern eine erhebliche Menge
an Gas als Ausstofl freisetzen, wurden alle Versuchsaufbauten mit einer hohen
Konzentration an Sauerstoff umspiilt. Es kam dabei nicht nur zum fast volligen
Stillstand des Zellwachstums in den Kammern (nicht gezeigt, da nicht kontrolliert
verwertbar), sondern auch zur Hemmung des Wachstums sédmtlicher im Raum in

Brutschrianken befindlichen anderen Experimentalkulturen. Erst nach Beendigung
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des Sauerstoffzuflusses normalisierten sich die Wachstumsraten aller Kulturen.
Generell ideal ist, wie auch in mehreren anderen Arbeiten gezeigt, eine echer
niedrigere, aber nicht unter 5 % liegende, Sauerstoffkonzentration sowohl in der
Chondrozyten-, wie auch in der mesenchymalen Stammzellkultur (Lennon, 2001;

O'Driscoll, 1997).

Eine der typischen Komplikationen der Zellkultur ist die Kontamination mit
Mikroorganismen. Durch entsprechende Gestaltung der Versuchskammern und des
Versuchsprotokolls (Entnahme aller Proben aus einer Kammer zu einem Zeitpunkt)
konnte das Risiko einer bakteriellen Infektion erheblich reduziert werden. Eine
Pilzinfektion wurde trotz Verzichtes auf prophylaktische Gabe von Antimykotika
nicht beobachtet.

Fiir die klinische Anwendung in vitro generierter Knorpeltransplantate bleibt die
Frage des Serumzusatzes zu den Kulturmedien. Serumfreie Medien zeigen dabei
trotz optimaler Néahrstoffkonzentration ein erheblich schlechteres Wachstum der
Zellen, sodass iiblicherweise 10 % fetales Kélberserum zugesetzt wird (Quarto,
1997). Obwohl es zwar im Prinzip moglich ist, zumindest fiir wenige Wochen
serumfrei zu kultivieren (Dumont, 1999), empfiehlt sich zumindest in der
Dauerkultur der Serumeinsatz. Fiir die klinische Anwendung ist fetales Kélberserum
aufgrund der mdglichen Kontaminationen mit Prionen und anderen Erregern eher
ungeeignet, weshalb der Einsatz von humanem Serum (autolog) erprobt wurde
(Gruber, 1996). Es zeigte sich in der Chondrozytenkultur ein sehr positiver Effekt im
Wachstumsverhalten versus des Einsatzes von Kélberserum, sodass der klinischen

Anwendung diesbeziiglich keine Nachteile zum in vitro Experiment entstehen.

4.6.  Schlufifolgerung

Aufgrund der am Anfang fiir diese Arbeit aufgestellten Fragen und der experimentell

gewonnenen Ergebnisse dieser Studie konnen folgende Aussagen gemacht werden:

e Chondrozyten lassen sich auch unter hohen mechanischen Belastungen in vitro
tiber mindestens zwolf Wochen kultivieren. Die Versuchskammer bewies
sowohl eine hinreichende Langzeitsterilitit im Dauerbetrieb als auch eine
weitestgehend automatisierte Kontrolle von Perfusion, Druck und Temperatur.

Die Betriebssicherheit war gewihrleistet. Eine groBere Anzahl von Konstrukten
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(24) kann simultan unter flexiblen mechanischen Bedingungen untersucht
werden. Ein zumindest teilweiser Ersatz von Tierexperimenten durch in vitro
Untersuchungen ist damit moglich. Die Dimension der Kammer gewéhrleistet
auch die Generierung von Transplantaten in klinisch bereits relevanten Grof3en

(10 mm).

Spongiosa zeigte sich aus prinzipiellen mechanischen Griinden (fehlende axiale
Druckiibertragung auf eingebrachte Zellen) als Tragermaterial nicht geeignet.
Ein resorbierbares Vlies aus einem Copolymer von Polyglaktin 910 (Poly-L-
Glykol und Poly-L-Laktid 9:1) sowie Poly-p-Dioxanon, Ethisorb®-Vlies, war
zur Chondrozytenkultur bis zum Kulturzeitraum von ca. sechs Wochen gut
geeignet, verlor jedoch danach seine stiitzende Funktion. Ein aus 90 % Laktid
und 10 % Polyglykosid bestehendes Vlies ist zur Zellkultur nicht zu empfehlen,
da das sehr langsame Degradationsverhalten einen reguliren Aufbau des
Zellverbundes und der Matrixbildung nicht zulie8. Dagegen erwies sich 2 %-ige

Agarose als gelatinoser Tréger als sehr geeignet.

Chondrozyten des juvenilen Schweines zeigten sich sowohl hinsichtlich Zellzahl
als auch Vitalitdt als ideales Ausgangsmaterial flir in vitro Experimente. Die
Entnahme und Aufbereitung humaner Knochenmarkstammezellen ist gut moglich
und seitens Vitalitdt problemlos. Beziiglich der Gesamtzellzahl bleibt dabei
allerdings das Problem, daf die tatsdchlichen mesenchymalen Stammzellen nur
einen geringen Anteil am Gesamtzellvolumen darstellen. In spiteren Versuchen
wurde deshalb eine Zwischenkultivierung vorgenommen und nur die adhédrenten
mesenchymalen Zellen fiir die weiteren Experimente eingesetzt (nach

Amplifikation {iber 2 — 3 Separationen).

In der Kultur von Chondrozyten unter mechanischer Belastung kam es bis zur
zweiten Woche zur Ausbildung einer chondrogenen Matrix. Die Zelldichte der
Praparate war dabei nach sechs Wochen bereits maximal, die weitere Kultur
erhohte die Zelldichte nicht. Die kollagene Differenzierung zeigte sich nach
sechs Wochen hinsichtlich einer hohen Kollagen II- zu Kollagen I-Verteilung
am giinstigsten. Im weiteren zeitlichen Verlauf bis zur zwdlften Woche wurde
dieses Verhéltnis zunehmend schlechter, verstirkt konnte auch Kollagen III
nachgewiesen werden. In der Kontrollgruppe (ohne Belastung) tritt eine

kollagene Matrixbildung nicht vor der zweiten Woche auf. Auch im spiteren
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Verlauf war diese bei deutlichem Nachweis von Kollagen I, I und III eher
ungiinstig differenziert. Die beste kollagene Differenzierung erwies sich bei
hochster Frequenz (0,5 Hz), z. T. hohere Zelldichte wurde allerdings mit

niedrigeren Frequenzen (0,1 und 0,01 Hz) erzielt.

In der Monolayerkultur dedifferenzierte Chondrozyten bildeten nach zwei
Wochen Kultur erste kollagene Matrixbestandteile mit Kollagen I, II und III in

jedoch eher ungiinstiger Differenzierung.

Humane Knochenmarkstammzellen zeigten nach zwolf Wochen Kultur unter
den ungiinstigen Bedingungen eines sehr unzureichend degradierenden Vlieses
lediglich bei hochster Frequenz (0,5 Hz) erste Anzeichen einer kollagenen

Matrixbildung durch Nachweis von Keratansulphat.

61



5. Zusammenfassung

Die Verwendung von Gewebetransplantaten in der Orthopédie ist heute bereits eine
etablierte Technik. Kndcherne Defekte werden mit autologen und allogenen
Knochentransplantaten erfolgreich rekonstruiert. Genauso konnen Sehnentrans-
plantate, insbesondere des Kreuzbandapparates am Kniegelenk, dauerhaft eingesetzt
werden. In diesem Zusammenhang entwickelte sich dann auch der Gedanke,

Knorpeldefekte des Gelenkes durch Gewebetransplantate zu rekonstruieren.

Wie wir jedoch bereits laut Hunters Aussage von 1743 wissen, ist eine natlirliche
Regeneration von Knorpel nur sehr eingeschrankt moglich. Der sich in vivo bildende
Ersatzknorpel (Faserknorpel), der bei unterschiedlichen Erkrankungen oder
Verletzungen entsteht, hat nicht die biomechanischen Eigenschaften von hyalinem
Knorpel. Diese minderwertige Qualitit des Ersatzknorpels fiihrte zu den Versuchen
Gelenkknorpel in vitro zu kultivieren. Die Transplantation der in vitro kultivierten
autologen Chondrozyten als Suspension unter operativ gedeckten Defekten zeigte

erste ermutigende Ergebnisse.
Aktuell sind folgende Techniken in der Entwicklung:
- die alleinige Transplantation von Knorpelzellen mit oder ohne Tréger

- die Transplantation von Vorlduferzellen aus Periost, Perichondrium oder

Knochenmarkstammzellen mit oder ohne Trager

- die Implantation von zellfreien Transplantaten als Platzhalter bis zum

Einwachsen des Gewebes

- die Transplantation genetisch modifizierter Zellen mit Exprimierung

spezifischer Produkte zur Beschleunigung der Defektreparatur

Der typische strukturelle Aufbau des transplantierten Neoknorpels ist neben der
histologischen und biochemischen Zusammensetzung entscheidend fiir die
langfristige Stabilitdt. Ziel der Untersuchungen war es deshalb, den Einfluss
mechanischer Faktoren wie den alternierenden mechanischen Druck auf
Chondrozyten in der Phase des Wachstums und der Organisation zu einem
transplantierbaren Implantat in einer Langzeitperfusionskultur zu evaluieren. Um zu
verhindern, dass nicht gewiinschte Einfliisse die experimentelle Versuchsreihe

verfdlschen, wurde insbesondere auf bekannte Wachstums- und Differenzierungs-
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faktoren verzichtet. Als Ausgangskultur wurden Chondrozyten und  humane

Knochenmarkstammzellen eingesetzt.

Die Versuchsreihe bestand darin, insgesamt 24 Konstrukte bei 37° C iiber mind.
zwoOlf Wochen mit einem Druck von 0,5 MPa bei einer Frequenz von 0,5 Hz, 0,1 Hz,
0,01 Hz und ohne Druck zu belasten. Verwendet wurden in mehreren Versuchsserien
Chondrozyten von Schlachtschweinen und humane Knochenmarkstammzellen, die
aus dem Beckenkamm von Patienten bei Spongiosaentnahme zur Transplantation
aspiriert werden konnten. Die Zellen wurden in Agarosegel in kommerzielle
Spongiosazylinder und resorbierbare Vliese mit zwei unterschiedlichen
Polymerzusammensetzungen (Copolymer von Polyglaktin 910 (Poly-L-Glykol und
Poly-L-Laktid 9:1) sowie Poly-p-Dioxanon, Ethisorb®-Vlies; 90 % Laktid und 10 %
Polyglykosid-Vlies) eingebracht und in mit 10 % fetalem Kéilberserum versetztem
Medium tiber zwei, sechs und zwolf Wochen kultiviert. Zur Analyse der Ergebnisse
erfolgte eine histologische und immunhistologische Aufarbeitung, sowie die

Rasterelektronenmikroskopie der entwickelten Praparate.
Es kam zu folgenden Resultaten:

1. Die Eigenschaften der Versuchskammer erfiillten die Anforderungen unserer
Testserie. Danach lassen sich Chondrozyten auch unter hohen mechanischen
Belastungen in vitro in der Kammer iiber mindestens zwolf Wochen kultivieren.
Chondrozyten des juvenilen Schweines zeigten sich sowohl hinsichtlich Zellzahl

als auch Vitalitét als ideales Ausgangsmaterial fiir in vitro Experimente.

2. Ethisorb®-Vlies war zur Chondrozytenkultur gut geeignet, verlor aber bereits
nach weniger als sechs Wochen seine stilitzende Funktion. Ein aus 90 % Laktid
und 10% Polyglykosid bestehendes Vlies erwies sich als ungeeignet, da die zu
lange Degradationszeit das Zellwachstum verhinderte. Die untersuchten
Spongiosazylinder erlaubten keine Kraftiibertragung auf die Zellen und waren

deshalb ein ungeeignetes Trigersystem.
3. Ergebnisse in der Kultur von Chondrozyten unter mechanischer Belastung nach

e zwei Wochen: Die immunhistologische Auswertung zeigte eine deutliche
Kollagen II-Bildung bei kaum Kollagen I-Produktion. Damit war das

Verhiltnis zwischen Kollagen II zu Kollagen I sehr giinstig.
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e sechs Wochen: Die Zelldichte der Praparate war zu diesem Zeitpunkt bereits
maximal. Sie erhdhte sich im weiteren Verlauf der Versuchsreihe nicht
mehr. Die hohe Kollagen II zu Kollagen I-Verteilung zeigte nach sechs
Wochen das beste Ergebnis.

e zwolf Wochen: Der Nachweis der kollagenen Differenzierung (Kollagen II
zu Kollagen I-Verhiltnis), die mit der Immunhistochemie durchgefiihrt
wurde, war jetzt deutlich schlechter. Kollagen III konnte auch verstérkt

nachgewiesen werden.
Ergebnisse in der Kultur von Chondrozyten ohne Belastung nach
e zwei Wochen: Eine kollagene Matrixbildung war nicht nachweisbar.

e sechs Wochen: Es wurde Kollagen I, II und III zwar gebildet, aber eher in

einer ungiinstigen Verteilung.

e zwolf Wochen: Es entstand ein deutlicher Zellverbund, der jedoch keine

Differenzierung zu Chondrozyten aufwies.
Ergebnisse von dedifferenzierten Chondrozyten in der Monolayerkultur nach

e zwei Wochen: In der Monolayerkultur dedifferenzierte Chondrozyten
bildeten erste kollagene Matrixbestandteile mit Kollagen I, IT und III im

Sinne einer unzureichenden chondrogenen Differenzierung.

e sechs Wochen: Es kam bei der Probeentnahme nach 2 Wochen zur Infek-

tion, sodass die konsekutiv nekrotischen Zellen eine Aussage nicht zulieen.

Bei hochster Frequenz (0,5 Hz) wurde die beste Kollagen II zu Kollagen I-
Verteilung nachgewiesen. Dabei zeigte sich auch eine bessere Zellmorphologie
der Chondrozyten als bei der langsamsten Frequenz (0,01 Hz). Eine hohere
Zelldichte wurde allerdings mit niedrigeren Frequenzen (0,1 und 0,01 Hz)

erzielt.

Die Entnahme und Aufbereitung humaner Knochenmarkstammzellen war gut
moglich und seitens Vitalitit geeignet. Humane Stammzellen zeigten nach zwolf
Wochen Kultur unter den ungiinstigen Bedingungen eines sehr unzureichend
degradierenden Vlieses lediglich bei hochster Frequenz (0,5 Hz) erste Anzeichen

einer kollagenen Matrixbildung durch Nachweis von Keratansulphat.
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Aus den experimentell ermittelten Ergebnissen ldsst sich ein klinischer Einsatz der
Konstrukte noch nicht rechtfertigen, da sowohl der kollagene Aufbau der generierten
Konstrukte, wie auch vor allem die kontinuierliche Stabilitit im gesamten
Kulturverlauf noch unzureichend ist. Urséchlich dafiir diirfte in erster Linie das fiir
das in vitro Experiment zu schnelle Degradationsverhalten des Ethisorb®-Vlieses
sein. Damit kam es in einem kritischen Moment der Gewebebildung nach ca. sechs
Wochen zu einem Verlust der mechanischen Stabilitdt und Integritét der Konstrukte,
ohne dass sich bis zu diesem Zeitpunkt eine mechanisch tragfdhige, biologische

Struktur aufbauen konnte.

Fiir die nachfolgenden z.B. in der Arthroseforschung notwendigen Versuche sollte
man ein Vlies verwenden, das den Zellen nach der ca. sechsten Woche bis zu einem
Zeitpunkt (zehnte bis zwolfte Woche), bis die Zellen einen eigenstindigen Verbund
gebildet haben, eine ausreichende Stabilitdt bietet. Dieses Vlies darf allerdings nicht,
wie leider in dieser Versuchsreihe, das Wachstum und die kollagene Matrixbildung
behindern. Eine mechanische Belastung der Zellen mit einer schnellen Frequenz (0,5
Hz) trégt sicherlich zu einer Kollagen II-Produktion und damit zu einer Ausbildung
von einer knorpeldhnlichen Substanz bei und erwies sich deshalb als sehr glinstig.
Als experimentelles Modell ist das entwickelte Verfahren ausgezeichnet nutzbar und
konnte eventuell sogar eine Reihe von tierexperimentellen Versuchen entbehrlich

machen und die Interpretation dieser Versuche erleichtern.
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7. Anhang

e Informations- und Aufklirungsbogen Knochenmarkentnahme

Klinikum Groffhadern L LM U
- g . . ag g s ng
Orthopidische Klinik und Poliklinik

Direktor: Prof. Dr. H. J. Refior Maflmll.!ans—
Universitit__
Miinchen
Klinikum Grofthadern - Orthopadie - 81366 Miinchen 81377 Miinchen

Marchioninistrafe 15
Durchwahl: (089) 7095-

AUFKLARUNG und EINVERSTANDNISERKLARUNG

iiber die Fntnahme einer Knochenmarkprobe zur wissenschaftlichen Grundlagenforschung

Sehr geehrte/r Frau/Herr ;

withrend der bei lhnen vorgesehenen Operation wird Knochen aus dem Becken zur Transplantation an eine ande-
re Kdrperstelle entnommen werden.

Wir bitten Sie, uns zu erlauben, wihrend dieses Eingriffes eine ca. 50 ml groBe Knochenmarkprobe zu entneh-
men und zur Forschung zur Verfligung zu stellen. Vorgesehen ist, mit den entnommenen Zellen den Aufbau von
Knorpel-/Knochenkonstrukten zu versuchen um letztlich in der Zukunft den Einbau von Gelenkprothesen even-
tuell durch biologische, kbrpereigene Materialien vermeiden oder hinauszgern zu kéinnen.

Die entnommenen Gewebezellen werden hierzu weiter verarbeitet, unter bestimmten Bedingungen vermehrt, un-
tersucht und eventuell auch konserviert. Diese Arbeiten mit dem von Ihnen gewonnenen Zellgewebe dienen dabei
ausschlieBlich wissenschaftlichen Zwecken. Die Enmahme der geringen Menge von 10 ml Knochenmark wih-
rend der geplanten Knochenentnahme ist dabei fiir Sie in keiner Weise von Nachteil. Zu Zwecken der nachvoll-
zichbaren Duhumentation bitten wir Sie auch, uns Ihre persténliche Daten (Name, Geburtsdatum, Art und Ditum
der Operation) protokollieren zu lassen. Selbstverstindlich werden diese nur den im Rahmen des Forschungsvor-
habens tdtigen autorisierten Personen zugéinglich sein.

Wir weisen Sie ausdrilcklich darauf hin, daB Ihre Erlaubnis zur Gewebeentnahme freiwillig ist, und Sie jederzeit
Ihr Einverstindnis zurlickziehen kénnen. Irgendwelche Nachteile entstehen Ihnen hierdurch nicht. Wir bedanken
uns sehr fiir Thre Mitwirkung !

Ich habe diese Aufklirung iiber die geplante Entnahme einer Knochenmarkprobe genau gelesen, alle meine Fra-
gen sind ausreichend beantwortet worden, und ich bin mit der Entnahme einverstanden. Eine Kopie dieses Bo-
gens wurde mir ausgehiindigt. Ich habe zur Kenntnis genommen, dal ich bei weiteren Fragen jederzeit meinen
behandelnden Arzt ansprechen kann. ich wurde dariiber informiert, daB meine Erlaubnis zur Knochenmarkent-
nahme freiwillig ist. ich kann sie jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne personliche Nachteile zuriickzie-
- hen. Ich bin damit einverstanden, daB meine persénlichen Daten (Name, Geburtsdatum, Art und Datum der Ope-
ration) protokolliert werden. Eine kommerzielle Nutzung des bei mir entnommenen Gewebes findet nicht statt.
Anspriiche, gleich welcher Art, an den Ergebnissen der mit meinen Gewebe erzielten Forschungen stelle ich

nicht.

Miinchen, den Unterschrift Patient/-in:

Miinchen, den Unterschrift Arzt/Arztin: ~
2 Postanschriin: Fernsprecher (Vermitthung)y: — Telefax: Offerliche Verkchrsmitel:
E [-81366 Minchen  (089) 7095~ (@%9) 7095-8881 U -Bahn: Linie 6 Klintkum Grofhadern

Bus: Linien 34, 65, 67 und 68
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