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Einleitung und Problemstellung

1 Einleitung und Problemstellung

In der Medizin gibt es in den verschiedenen Bereichen einen groB3en Bedarf,
Knorpelgewebe zu ersetzen. Bei einer Vielzahl von Gelenkerkrankungen, Tumorer-

krankungen und nach Traumata besteht ein Knorpeldefizit.

Dies ist zu einem grof3en Teil durch die geringe Regenerationsfahigkeit des
Knorpels bedingt. Knorpelgewebe hat nur sehr wenig Potential, eine Heilung her-
beizufiihren [Buckwalter 1990, Barone 1996]. Eine Regeneration kann vom Peri-
chondrium oder Periost in begrenztem Ausmal} ausgehen, das bei Ldsionen oder
chronisch-entziindlichen Prozessen schnell iiberschritten wird. Ein Wachstum mit
einer Vermehrung der Zellen wie in der Embryonalentwicklung ist im Adulten nicht

moglich [Leonhardt 1990].

Nach einer Zerstorung von Knorpelgewebe kommt es daher meist zu einer Bildung
von Narbengewebe als Ersatzgewebe. Dieses Gewebe ist der funktionellen Aufgabe
nicht gewachsen [Leonhardt 1990]. Deformierung, Funktionsverlust und Schmer-
zen sind die Folge. Es ist dann notwendig, durch ein Implantat oder Transplantat

Ersatz zu schaffen.

Die wesentlichen Aufgaben eines Transplantates im Kopf-Hals-Bereich sind
Defektauffiillung und mechanische Abstiitzung. Der Erfolg einer Transplantation
oder Implantation wird bestimmt von der Einheilung und Formbestandigkeit bzw.
Widerstandsfahigkeit gegen mechanische Beanspruchung sowie der Dauerhaftig-
keit des erzielten Resultates [Hammer 1992, Hutmacher 2000]. Das kosmetische
Ergebnis stellt ein zusétzliches Problem dar [Kastenbauer 1983]. Die zum Teil
schweren funktionellen und dsthetischen Beeintrichtigungen kénnen zu einer er-

heblichen Minderung der Lebensqualitit fiihren.



Einleitung und Problemstellung

1.1 Konventionelle Moglichkeiten des Knorpelersatzes

Bislang stehen in der Medizin unterschiedliche Moglichkeiten zum Ersatz von
Gewebe und insbesondere von Knorpelgewebe zur Verfiigung. Diese umfassen

alloplastische Implantate sowie Transplantate unterschiedlicher Herkuntt.

1.1.1 Alloplastische Implantate

Alloplastische Implantate sind anorganische Materialien, die in einen Organismus
implantiert werden konnen. Beispiele hierfiir sind Gelenkprothesen in der Orthopa-
die oder der Stiitzgewebeersatz in der rekonstruktiven Kopf-Hals-Chirurgie mit
Trikalziumphosphatkeramiken, z.B. die Miinchner Nasenimplantate oder Alumini-

umoxidkeramikspangen fiir den Trachealersatz [Hammer 1992].

Bei der Implantation von Fremdmaterialien in den Korper ist grundsitzlich eine

Reihe von Nachteilen gegeben. Es besteht die Gefahr einer priméren und sekunda-
ren mykotischen oder bakteriellen Besiedelung. Fremdkorperreaktionen des Orga-
nismus mit Ausbildung einer Kapselfibrose oder Extrusion des Implantates konnen
auftreten. Materialermiidungen mit Zerstérung der Form oder Freisetzung toxischer
Stoffe sind moglich. All dies kann zu einem Verlust des Implantates oder Sekundér-
morbiditit fiihren. [Kastenbauer 1982, Hammer 1992]. Zudem ist die biomechani-

sche Beschaffenheit der nativer Gewebe nicht gleichwertig.

1.1.2 Xenogene Transplantate

Xenogene (heterologe) Transplantate stammen aus Individuen einer fremden Spe-
zies. Zum Knorpelersatz wird vor allem konservierter, avitaler Knorpel aus dem
Schwein oder Rind verwendet. Die antigenen Eigenschaften der Transplantate kon-
nen durch Konservierung mit Glutaraldehyd und Beta-Strahlen wesentlich reduziert

werden. Die Resorptionserscheinungen und Infektionsrate sind jedoch weiterhin
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hoch und kdnnen in der Folge zu einer Zerstérung des Transplantates fithren
[Gibson 1955, Rotter 1996]. Daher werden diese Transplantate klinisch zunehmend
seltener eingesetzt. Insbesondere ist in diesem Zusammenhang auch auf eine mog-
liche Infektion mit Prionen (bovine spongioforme Enzephalopathie) oder andere,

bisher noch unbekannte Infektionen hinzuweisen [Tange 1990].

1.1.3 Allogene Transplantate

Ein allogenes (homologes) Transplantat stammt aus einem anderen Individuum der

gleichen Spezies. Dies entspricht der heute iiblichen Situation einer Organspende.

Unvertrdglichkeitsreaktionen und Infektionen mit volligem Verlust des Transplan-
tats sind die Hauptprobleme bei der allogenen Transplantation. Im Kopf-Hals-Be-
reich stellen mogliche Teilresorptionen und sekundére Deviationen des

verpflanzten Gewebes, die das gewiinschte funktionelle und kosmetische Ergebnis

beeintrachtigen, ein zusitzliches Problem dar [Hammer 1992].

Im Gegensatz zu anderen Geweben 16st Knorpelgewebe nur geringe Abwehrreak-

tionen aus, es wird daher auch als "immunologisch privilegiertes" Gewebe bezeich-
net [Gibson 1967]. Dies wird auf eine fehlende Vaskularisierung des Gewebes und
auf die Schutzfunktion der Matrix zuriickgefiihrt. Die auf der Zelloberfldche gele-

genen Antigene der Chondrozyten sind durch Einbettung in die Matrix dem Zugriff
der Abwehrzellen entzogen. Dennoch werden diese zumindest an den Schnittkanten
und in Autolysebezirken freigelegt und konnen eine Immunreaktion auslésen

[Alsalameh 1990, Bujia 1992, Pitzke 1994].

Die Bestandteile der Knorpelmatrix wie Chondroitinsulfat, Proteoglykane und Kol-
lagene gelten nicht als antigen [Westhues 1970, Yablon 1982].

Bei der Ubertragung von Fremdgeweben besteht trotz sorgfiltigem Screening der

Spender auf Infektionskrankheiten ein Restrisiko einer Ubertragung z.B. des huma-

-11 -
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nen Immundefizienz Virus (HIV), von Hepatitis B und C, der atypischen Creutz-
feld-Jakob-Enzephalopathie oder von anderen viralen und bakteriellen

Infektionskrankheiten [Starke 1990, Tange 1990].

Eine Konservierung des allogenen Transplantates mufl daher neben der Reduktion
der potentiellen Antigenitét die Sterilitidt des Transplantates garantieren. Mit den

heute iiblichen Verfahren der Konservierung mit Cialit und Merthiolat scheint eine
totale Elimination der Klasse-II-Antigene gewéhrleistet zu sein, nicht jedoch eine

ausreichende Sterilitdt [Bujia 1990, Hammer 1992, Bujia 1994].

Ein wichtiges zuséatzliches Problem ergibt sich aus der Tatsache, daf} die Konservie-
rung zu einer vollstandigen Devitalisierung des Gewebes flihrt [Hammer 1992]. Ei-
nige der Resorptionsphdnomene werden auf eine schlechte Konservierung des
Transplantats zuriickgefiihrt. Eine weitere Mdglichkeit besteht in der nachgewiese-
nen Antigenitit des Perichondriums, das eine Immunantwort gegen das allogene

Transplantat hervorrufen kann [Bujia 1990b].

1.1.4 Autologe Transplantate

Bei dieser Form des Gewebeersatzes stammen die Transplantate aus dem jeweiligen
Individuum selbst. Die Risiken einer TransplantatabstoBung oder tibertragbarer In-
fektionskrankheiten entfallen praktisch vollig [Osch 2000]. Dies ist in der Kopf-

Hals-Chirurgie das am hiufigsten verwendete Verfahren.

Zur Transplantatgewinnung wird Knorpelgewebe in der bendtigten Grofe von einer
anderen Stelle des Korpers entnommen, z.B. Rippen- oder Ohrknorpel fiir die Na-
sen- oder Ohrrekonstruktion. In der Regel wird kdrpereigener Knorpel ohne Um-
baumechanismen integriert. Die korpereigenen Transplantate weisen nur geringe
Resorptionserscheinigungen sowie eine bleibende Transplantatvitalitit auf [Ham-

mer 1992].

-12 -
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Dennoch hat auch diese Methode eine Reihe von Nachteilen. Prinzipiell sind nur
wenige Areale fiir eine Spende geeignet. Es besteht eine zusétzliche intraoperative
und postoperative Hebedefektmorbiditidt [Osch 2001]. Organe der Nachbarschaft
konnen verletzt werden. Zusétzliche Narben entstehen und es konnen Wundhei-
lungsstorungen auftreten. Bei der Transplantation von Ohrknorpel z.B. kann eine
Superinfektion auf der Spenderseite zu einer Einschmelzung des Restknorpelgewe-
bes mit Deformitit fiihren. Zudem kann kdrpereigenes Gewebe nur begrenzt ent-

nommen werden, ohne einen stérenden Defekt an der Entnahmestelle zu setzen.

Auch bei der autologen Knorpeltransplantation kénnen Resorptionserscheinungen
beobachtet werden. In diesem Zusammenhang wird die Beteiligung von immuno-
logischen Reaktionen diskutiert, die im Rahmen von bereits vorliegenden Autoim-

munerkrankungen entstanden sind [Bujia 1990, Bujia 1993].

1.2 Tissue-Engineering

Ein vollig anderer Ansatz fiir den autologen Knorpelersatz ist das Tissue-
Engineering. Durch die Verwendung lebender Zellen und Komponenten der Extra-
zelluldarmatrix oder synthetischer Materialien wird versucht, defekte Gewebetunk-
tionen zu ersetzen, aufrecht zu erhalten oder zu verbessern. Hierfiir werden die
Techniken der Ingenieurswissenschaften mit denen der Biowissenschaften verbun-

den [Skalak 1988].

Auch fiir den Knorpelersatz lassen sich diese Methoden nutzen. Diese stellen eine
interessante Moglichkeit in der Medizin sowie der Forschung dar [Patrick 1998,
Hutmacher 2000]. Fiir die Rekonstruktive Chirurgie konnte es ein vielversprechen-
des Verfahren werden, um groBBere Knorpeldefekte mit einer minimalen

Hebedefektmorbiditét zu ersetzen [Aigner 2000].
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Es werden aus korpereigenen Zellen Gewebe fiir den Defekt geziichtet, wie es z.B.
fiir den Hautersatz bei Verbrennungsopfern und chronische Wunden [Itin 1990,
Sabolinski 1996, Zacchi 1998] oder auch fiir die in vitro-Herstellung endothelisier-

ter Gefallprothesen [Zilla 1989] bereits klinisch angewendet wird.

Fiir das Tissue-Engineering werden lebende Zellen verwendet, die nach einer Ver-
mehrungsphase in eine neue, dreidimensionale Anordnung gebracht werden. Héu-
fig ist hierfiir die Verwendung eines Tragermaterials notwendig. Die spezielle
Problematik bei der Ziichtung von Knorpelgewebe besteht in der Erzeugung einer
funktionstiichtigen extrazelluldren Matrix, die je nach Knorpelart (Faserknorpel,
hyaliner oder elastischer Knorpel) eine spezifische Zusammensetzung hat. Die
Hauptbestandteile sind das Kollagen Typ II und Proteoglykane, die jeweils ca. 42%
der Trockensubstanz ausmachen [Leonhardt1990, Chen 1995]. Ca. 7% bestehen aus
wasserunloslichen Eiwei3en. Weiter finden sich in geringen Mengen Minor-

Kollagene Typ III, VI, IX und XI [Bossier 1990].

Nicht nachweisbar ist Kollagen Typ I, das ausschlie8lich in den allgemeinen Binde-

geweben zu finden ist.

Diese Zusammensetzung und Binnenarchitektur ist eine wichtige Voraussetzung fiir
die einzigartigen mechanischen und druckelastischen Eigenschaften von Knorpel-
gewebe, das hohen Driicken und Scherkriften gleichermalen standhalten konnen

mul [Stading 1999]. Hyaliner Knorpel beispielsweise hat eine Druckfestigkeit von
ca. 1,5 kg/mm?, Knochen als druckfestestes Gewebe im Korper 15 kg/mm?, allge-

meine Bindegewebe liegen mit 0,06 kg/mm? deutlich darunter [Leonhardt 1990].

Es gibt eine Vielzahl von Ansdtzen sowohl in der Wahl der Zellen als auch der Fiille
von Biomaterialien, die als Tridgermaterialien zur Verfiigung stehen. Weitere
Eingriffsmoglichkeiten bieten die Verwendung von Differenzierungs- und Wachs-

tumsfaktoren sowie genetische Ansitze zur Verbesserung der Ergebnisse. Die we-
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sentlichen Methoden, Zellen und Trédgermaterialien werden im folgenden Abschnitt

dargestellt.

1.2.1 Periost- und Perichondrium

Hier werden die physiologischen Mdglichkeiten von Periost und Perichondrium
genutzt. Die Fahigkeiten von Periost und Perichondrium, Knorpel zu bilden, sind

schon lange bekannt [Cohen 1995, Homminga 1990].

Dies findet Anwendung bei Knorpeldefekten in Gelenken. Ein Periost- oder
Perichondriumlappen wird direkt in den Defekt transplantiert. Uber die Ausbildung
von Chondroblasten entsteht in der Folge Knorpelgewebe [Cohen 1995]. Selbst

grof3e Defekte konnen so gedeckt werden.

Das neugebildete Gewebe geht jedoch keine stabile Verbindung mit dem umgeben-
den Knorpelgewebe ein, die Oberflache ist nicht glatt [Mow 1991]. Zudem neigt das
zundchst gebildete, hyalinartige Gewebe im Lauf der Zeit zu einer Kalzifizierung

und kann durch enchondrale Ossifikation zu Knochen umgebaut werden [Hominga
1990, Ritsula 1994]. Die Folge ist eine Einschrankung der Gelenkfunktion dhnlich

einer Arthrose.

Ein weiteres neues Verfahren besteht in der Kombination eines Periostlappens mit
einer Chondrozytensuspension zur Defektauffiillung bei tiefen Knorpeldefekten im
Kniegelenk [Brittberg 1994]. Die Chondrozytengewinnung erfolgte durch Isolie-

rung aus nicht belasteten Arealen des Gelenkknorpels, wobei die Zellen ohne wei-

tere Kultivierung reimplantiert wurden.

Die ersten klinischen Ergebnisse ergaben gute funktionelle Ergebnisse. Einschrin-
kend muB allerdings angefiihrt werden, dal3 die untersuchten Patienten jung waren
und die Defekte aufgrund einer Sportverletzung und nicht durch eine chronische

Erkrankung aufgetreten waren. Zudem lassen sich nur kleinere, umschriebene
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Knorpeldefekte mit einer Chondrozytensuspension fiillen und das Transplantatlager

muf} gut abgrenzbar sein.

Neuere Studien beschiftigen sich mit der Kultivierung von Perichondrozyten zur
Nutzung der Progenitorzellen. In Kombination mit Wachstums- und Differenzie-
rungsfaktoren wie z.B. insulin-like growth factor (IGF-1) oder transforming growth
factor beta 2 (TGF 2) sind die Ergebnisse bislang vielversprechend. Die Bildung
matrixtypischer Bestandteile wie Kollagen Typ I oder Glycosaminoglycane konnte

in vitro nachgewiesen werden [Klein-Nulend 1998, Osch 2000].

1.2.2 Mesenchymale Stammzellen

Pluripotente, mesenchymale Stammzellen sind Vorlduferzellen, die sich in Zellen
unterschiedlicher Gewebe, z.B.Chondrozyten oder Osteozyten differenzieren kon-

nen.

Die Zellen werden aus dem Knochenmark, Blut oder Fettgewebe gewonnen, kulti-
viert und konnen auf Trigermaterialien transplantiert werden. Die bisherigen Er-
gebnisse weisen darauf hin, daB bei Kultivierung der Stammzellen eine
Differenzierung zu Chondrozyten erreicht werden kann. Diese exprimieren knor-

peltypische Matrixbestandteile [Im 2001].

Es gibt jedoch experimentelle Hinweise darauf, daf3 nach einer anfanglichen Bil-

dung von Knorpelgewebe eine Ossifikation in erheblichem Ausmal eintreten kann
[Bruder 1998, Wakitani 1994]. Dies geht mit einem Funktionsverlust des Gewebes
einher. Moglicherweise kann dies durch Zugabe von Differenzierungsfaktoren wie

TGF-B3 verhindert bzw. reduziert werden [Ponticiello 2000].

-16 -



Einleitung und Problemstellung

1.2.3 Differenzierte Chondrozyten

Eine weiteres verbreitetes Verfahren besteht in der Verwendung differenzierter
Chondrozyten, die durch enzymatische Isolierung aus einer Knorpelbiopsie gewon-
nen werden konnen. Zur Ziichtung von groBeren Transplantaten miissen diese

Zellen zu einer ausreichenden Zellzahl vermehrt werden [Aigner 1998].

Der adulte Chondrozyt im nativen Gewebe bzw. Zellverband besitzt kaum Tei-
lungsfahigkeit. Die isolierten Chondrozyten kdnnen erneut proliferieren, verlieren
aber wihrend der Amplifizierung die spezifischen Eigenschaften im Sinne eines
Verlustes der Matrixproduktion zugunsten der niederen Funktion der Teilungsfahig-
keit. Der damit auftretende Verlust des knorpelspezifischen Phénotyps wird im all-

gemeinen als Dedifferenzierung bezeichnet [Desmukh 1976, Benya 1978].

Es tritt ein sogenannter Switch einer Kollagen Produktion von Typ Il zu Typ I und
111 sowie Fibronektin auf. Zugleich ist eine Anderung der Zellmorphologie zu be-
obachten. Die normalerweise rund-ovalen Chondrozyten erhalten eine spindelfor-

mige Zellmorphologie dhnlich der von Fibroblasten [Layman 1972, Mark 1977].

Dabher stellt das wichtigste Problem nach Gewinnung einer ausreichenden Zellzahl
die Induktion einer Redifferenzierung mit erneuter Matrixproduktion und Wieder-
erlangung der Morphologie dar. Die Redifferenzierung ist zwingend notwendig, da-
mit eine spezifische Matrix mit den einzigartigen mechanischen Qualitdten von

Knorpelgewebe entstehen kann [Benya 1978].
1982 wurde erstmals die Redifferenzierung von Kaninchenchondrozyten in vitro
beschrieben, die nach einer Kultivierungszeit von 2 Wochen im Agarosegel auftrat

[Benya 1982, Ma 1995].

Auch fiir humane Chondrozyten konnten diese Phinomene nachgewiesen werden

[Aulthouse 1989]. Als knorpelspezifisch gilt der Nachweis von Kollagen Typ 11 und
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Aggrecan [Yaeger 1997]. Da es im Differenzierungsverhalten von Chondrozyten
unterschiedlicher Spezies erhebliche Unterschiede gibt, war dieser Nachweis eine
grundsitzliche Voraussetzung fiir das Tissue-Engineering humaner Chondrozyten

[Capasso 1982, Kuettner 1882a+b, Aydelotte 1988a+b, Riesle 1998].

1.2.4 Trigermaterialien

Die Auswahl des Tragermaterials ist fiir den Erfolg des Tissue-Engineering eben-
falls von entscheidender Bedeutung. Nach Hutmacher [2000] sollten von einem
Biomaterial fiir die Ziichtung von Knorpelgewebe idealerweise vier Voraussetzun-

gen erfiillt werden.

» Ein Biomaterial fiir die Ziichtung von Knorpelgewebe sollte dreidimensional
sein und eine moglichst grofe innere Oberflache haben, damit die Vorausset-
zungen flir ein Zellwachstum sowie den Transport von Néhrstoffen und meta-

bolischen Abfallstoffen bestehen.

* Es sollte biokompatibel und bioresorbierbar sein und einem kontrollierten
Degradationsprozess mit definierter Resorptionsrate unterliegen, die einen
ausreichenden Zeitraum fiir das Zell- und Gewebewachstum in vitro und in

vivo bieten.

* Die chemische Zusammensetzung sollte giinstig sein, so dafl Zelladhésion,
Proliferation und Differenzierung ungestort ablaufen konnen. Wihrend des

Degradationsprozesses diirfen keine toxischen Substanzen freigesetzt werden.

* Die mechanischen Eigenschaften sollten aus funktionellen Griinden dem
Umgebungsgewebe dhnlich sein und auch wihrend der Degradationsphase

ausreichend stabil bleiben.

In vivo sollten keine Reaktionen des umgebenden Gewebes im Sinne einer Kapsel-
bildung, Einsprossung von Blutgefiflen oder Einwanderung von Entziindungszel-

len nachweisbar sein [Campoccia 1993]. In diesen Fillen wire ein Verlust des
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Transplantates moglich. Die Abbauprodukte, die beim Degradationsprozef3 anfal-
len, sollten dem Stoffwechsel zufiihrbar sein und keinesfalls die Zellfunktion nega-
tiv beeinflussen [Cortivo 1991]. Eine mechanisch sichere und stabile Fixierung des

Materials im Transplantatlager mufl gewahrleistet sein [Dunkelmann 1995].

Es gibt eine Fiille von Biomaterialien, die fiir diesen Zweck untersucht wurden. Im

Folgenden werden kurz einige der wichtigsten Ansétze vorgestellt:

Es konnte gezeigt werden, daf} gelartige Substanzen wie Alginate [Paige 1996,
Osch 2001, Susante 2000], Kollagengele [Wakitani 1989, Weiser 1999],
Fibrinkleber [Haisch 1996, Fortier 1999, Meinhart 1999, Peretti 1999, Silverman
1999] oder Polypropylenoxid bzw. Polyethylenoxid [Sims 1996, Sims 1998, Areva-
lo-Silva 2000] zur Kultivierung von Chondrozyten grundsétzlich gut geeignet sind.
Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF 3 und IGF kénnen den
Kulturen gut zugesetzt werden und zeigen eine Erhdhung der Exprimierung matrix-

typischer Bestandteile wie Kollagen Typ II oder Glycosaminoglycane.

Gelartige Substanzen bieten jedoch nur eine geringe mechanische Stabilitdt, um
Knorpelgewebe in einer definierten, vorgeformten Struktur zu bilden. Eine gute
mechanische Stabilitit ist fiir eine gute chirurgische Handhabung hilfreich

[Hutmacher 2000].

Ein weiteres Problem ist der Proze3 der Dedifferenzierung kultivierter Chondrozy-
ten in phinotypisch fibroblastenartige Zellen, der in Substanzen wie Fibrin auftre-

ten kann [Homminga 1993].

Agarose ist etwas stabiler und ebenfalls geeignet, eine Redifferenzierung von Chon-
drozyten zu ermdglichen [ Aydelotte 1988, Bujia 1993]. Der Nutzen von Agarose fiir
humane Transplantationszwecke wird dennoch angezweifelt [Benya 1982, Aigner

2000].
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Die Verwendung demineralisierter, boviner Knochenmatrix zeigte ebenfalls viel-
versprechende Ergebnisse [Susante 1995, Osch 1999]. Hier werden jedoch die
Vorteile im Hinblick auf die Antigenitit und die Gefahr einer Ubertragung von In-
fektionskrankheiten hinfallig.

Vielversprechende Versuche wurden auch mit der Verwendung von ungewebten
Vliesstrukturen aus Polyglykolat-Polylaktid-Kopolymeren beschrieben [Freed
1993, Dunkelmann 1995, Park 1995, Mooney 1996, Puelacher 1996, Grande 1997,
Freed 1998, Martin 1998, Riesle 1998, Rotter 1998]. Vliesstrukturen haben eine
grofe innere Oberflache, die eine gleichmiBige Zellverteilung ermoglicht. Die Bil-
dung einer knorpelspezifischen Matrix in vitro und in vivo konnte gezeigt werden.
Dennoch wird die Verwendung derartiger Substanzen noch diskutiert, da Hinweise
auf eine inflammatorische Reaktion im autologen System aufgrund der massiven
Freisetzung von Sduren bestehen [Bostmann 1990, Rehm 1994, Bergsma 1995,
Britt 1998, Cao 1998, 1.

1.2.5 Hyaluronsiure
Einige interessante Materialien werden aus Hyaluronsdure hergestellt. Als natiirli-
cher Bestandteil der Knorpelmatrix bietet es sich an, diese fiir das Tissue-Enginee-

ring zu nutzen [Robinson 1990, Cortivo 1991, Butnariu-Ephrat 1996, Pavasant
1996, Campoccia 1998, Solchaga 1999].

N
mm
o CH,OHCO
- NHCOCI—( COON.O HO
n

Abb. 1: Schematische Darstellung der chemischen Struktur eines
Hyaluronsduremolekiils.
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Hyaluronséure ist ein hochmolekulares Mukopolysaccharid (Abb. 1), das sich aus
ca. 12500 identischen Disacchariden (D-Glukuronsdure und N-Acetyl-D-
Glucosamin-Grundeinheiten) zusammensetzt [ Weiss 1995, Laurent 1996].
Ausgestreckt kann es bis zu 2,5 um lang sein [Leonhardt 1990]. Es kommt in allen
Geweben vor, in besonders hohen Konzentrationen in der Synovialfliissigkeit, dem
Glaskorper des Auges und den Bindegeweben [Band 1996]. Hier ist es in erster
Linie fiir die Druckelastizitét verantwortlich. In Losung ist Hyaluronsdure stark
hydratisiert mit geknaulter Struktur. Im Knorpel macht Hyaluronséure den grof3ten
Teil der Glycosaminoglycane aus und ist somit ein wichtiger Bestandteil der Matrix

[Leonhardt 1990].

Wiinschenswert sind ihre viskds-elastischen Eigenschaften, die auch im Organis-

mus das native Gewebe besonders von Knorpel, Synovia, Kapseln und Ligamenten
vor mechanischen Schidden schiitzen [Campoccia 1993]. Hier bilden die Hyaluron-
sdauremolekiile ein kontinuierliches Netzwerk durch das gesamte Gewebe, das den
Druck abfangt und die mikroanatomischen Strukturen wie z.B. Kollagenfibrillen

vor einer Dislokation, Kompression oder sonstigen mechanischen Schéden schiitzt
[Balazs 1985, Weiss 1995]. Zudem wirkt Hyaluronsdure als mechanische Barriere
und molekulares Sieb, das die Diffusion gro3er Molekiile wie z.B. Fibrinogen ver-
hindert [Laurent 1964]. Umgekehrt werden die Matrixbestandteile durch Aggrega-
tion zusammengehalten und vor proteolytischem Abbau geschiitzt [Larsen 1992].

Im Stoffwechselhaushalt von Knorpelgewebe ist Hyaluronsdure ein wichtiger Fak-
tor, da aufgrund der Wasserspeicherfunktion die Diffusion der Nahrstoffe sicherge-

stellt wird [Weiss 1995].

Hyaluronséure inhibiert die Migration und Anheftung von lymphomyeloider Zellen
sowie die Freisetzung von Prostaglandinen [Darzynkiewicz 1971, Forrester 1980].
Dieser Effekt ist abhdngig von der Konzentration. Zudem ist Hyaluronsdure in allen
Spezies gleich aufgebaut, so daf} sie nicht als fremd bzw. immunogen erkannt wird
[Band 1996]. Eine immunologische AbstoBungsreaktion ist somit praktisch ausge-

schlossen.

-21 -



Einleitung und Problemstellung

Auch in der Pathophysiologie von rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis schei-
nen Anderungen in der Hyaluronsiurekonzentration einen bedeutende Rolle zu
spielen. Beide Erkrankungen gehen mit einem Abfall der Konzentration einher
[Weiss 1995]. Bei diesen Patienten kann die bloBe Applikation von Hyaluronsiure
in den Gelenkspalt bereits eine Linderung der Schmerzen ermoglichen [Scale 1994,

Lussier 1996].

Fiir den Proteoglykanstoffwechsel spielt Hyaluronsédure eine wichtige Rolle [Kawa-
saki 1999], da die Syntheserate von Proteoglykanen durch die Chondrozyten iiber
die extrazelluldre Konzentration von Makromolekiilen kontrolliert wird [Campoc-
cia 1993]. Auch auf Proliferation, Migration und Differenzierung unterschiedlicher
Zellen hat Hyaluronsdure Einfluf3. In vitro Experimente haben gezeigt, dal} die Dif-
ferenzierung von Chondrozyten gefordert werden kann [Kuiawa 1986, Toole 1989,
Cortivo 1990, Takahashi 1999]. Die Beeinflussung der Chondrogenese scheint da-
bei abhingig von der Molekiilgroe der verwendeten Hyaluronsdure zu sein
[Kuiawa 1986], wobei eine Steigerung der Molekiilgroe positiven Einflul3 zeigte.
Die Angiogenese wird umgekehrt in Abhéngigkeit von der Molekiilgrof3e unter-
driickt [West 1989].

Hyaluronsédure wird in groBen Mengen jeden Tag im Korper umgesetzt [Band
1996]. Die Halbwertszeit ist gering und liegt in etwa bei 1-2 Tagen [Scale 1994].
Fiir eine Anwendung in der Gewebeziichtung oder anderen therapeutischen Berei-
chen ist dieser Zeitraum zu gering. Es ist daher notwendig, modifizierte Derivate
der Hyaluronsédure zu entwickeln, die die erstrebenswerten Eigenschaften der phy-
siologische Hyaluronsiure aufweisen, jedoch langsamer abgebaut wird. Ublicher-

weise wird dies iiber Anfligung hydrophober Seitenketten erreicht.
Mittlerweile gibt es verschiedene kommerzielle Hyaluronsdurepriparate fiir die un-

terschiedlichsten medizinischen Bereiche: in der Therapie der chronischen Arthritis

[Scale 1994], der Augenchirurgie [Balazs 1979] und dem Schutz der Augenoberfla-
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che. Im pharmakologischen Bereich gibt es Ansétze, die Wirkstoffe an Hyaluron-

sdure zu binden und damit bessere Gewebespiegel zu erreichen [Weiss 1995].

Auch im Tissue-Engineering werden Hyaluronsdurederivate fiir unterschiedliche
Aufgaben untersucht. Bereits klinisch zugelassen und kommerziell erhéltlich sind
unterschiedliche Praparate verschiedener Hersteller fiir die Ziichtung von Keratino-
zyten zum Hautersatz, zum Beispiel Laserskin® oder Vivoderm® [Andreassi 1991,
Donati 1995]. Im Versuchsstadium befindet sich der Urethralersatz auf Hyaluron-

sdurebasis [Italiano 1997].

Fiir das Tissue-Engineering von Knorpel wire es wiinschenswert, die giinstigen
Eigenschaften der Hyaluronsdure zu nutzen. Die gute Gewebevertraglichkeit, der
positive Einflu3 auf den Zellstoffwechsel, die Organisation der Matrixbestandteile
innerhalb des Zellverbandes, die giinstigen mechanischen Eigenschaften sowie die
Tatsache, da3 Hyaluronséure bereits einen natiirlichen Bestandteil des nativen

Knorpels darstellt, machen sie zu einem erstrebenswerten Biomaterial.

1.3 Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der Adhision, der Vitalitit und
des Redifferenzierungspotential kultivierter adulter Chondrozyten in vitro und in
vivo in einem neuen Biomaterial auf der Basis von Hyaluronséure. Es ist wiBrigen
Losungen gegeniiber stabiler als native Hyaluronsdure. Das Biomaterial mit dem
Namen Hya’ff® 11 ist bereits als mikroperforierte Membran fiir die Ziichtung auto-

loger Hauttransplantate unter dem Namen Vivoderm®

zur klinischen Behandlung
von Verbrennungen und chronischen Wunden zugelassen [Andreassi 1991, Donati
1995]. Es kann in jeder gewiinschten Form hergestellt werden, z.B. als Schwamm,

Vlies oder Mikrosphéren.
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In dieser Arbeit wurde Hyaff® 11 in der Form einer ungewebten Vliesstruktur unter-
sucht. Die ausgezeichneten qualitativen Eigenschaften hinsichtlich der Zytokompa-
tibilitét, die bereits in einer Vielzahl von Studien erwiesen wurde [Cortivo 1990,
Cortivo 1991, Benedetti 1993, Campoccia 1993], legen es nahe, den Nutzen von

Hyaff®11 fiir das Tissue-Engineering von humanem Knorpelgewebe zu iiberpriifen.

Zur Klédrung dieser Fragestellung wurden humane Chondrozyten aus Knorpelbiop-
sien enzymatisch isoliert und vermehrt, um entsprechend den realen klinischen
Anforderungen eine ausreichende Zellzahl zu erlangen. Die Zellen wurden auf die
Vliese aus Hyaff® 11 aufgebracht und in vitro und in vivo kultiviert. Die Adhésion,
dreidimensionale Verteilung, Morphologie und Vitalitéit der Zellen sowie die Art
der exprimierten Matrixbestandteile wurden untersucht. Ein Vergleich unterschied-
licher Materialien wurde nicht durchgefiihrt, da zunichst die Eignung von

Hyaft® 11 als solches fiir das Tissue Engineering untersucht werden sollte.
Aufeine Zugabe von Adhidsions-, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren wurde

verzichtet, um ausschlieBlich die Interaktion humaner Chondrozyten mit Hyaff® 11

zu beobachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Biomaterial

Es handelt sich bei dem getesteten Material um synthetische, vollstindig resorbier-
bare Verbindungen auf der Grundlage von Hyaluronsédure, mit dem Namen
Hyaff® 11. Es wurde von Fidia Advanced Biopolymers Srl (FAB Srl, Abano Terme,

Italien) entwickelt und freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Benzyl

- coo‘ a ,— CHOH oH w7
Hoo?)//R\
o o CH,0HO
gt NHCOC}'( COO‘ HO
n

Benzyl

Abb. 2: Schematische Darstellung der chemischen Struktur eines
Hyaff®11-Molekiils.

Das Hyaff® 11 Polymer wird durch Veresterung von Natrium-Hyaluronat (80 -
200 kDa) mit Benzylestern an den freien Carboxylgruppen der Glukuronséure ent-
lang der Polymerkette gebildet (Abb. 2). Hierbei wird der Prozentsatz der verester-

ten Seitenketten in Abhadngigkeit von der Temperatur gesteuert.

Hyaff® 11 wird als zu 100% veresterte Hyaluronsidure angeboten, der tatséchliche
Prozentsatz des Esteranteils schwankt jedoch zwischen 87 und 100%. Die Vereste-
rung fiihrt zu einem Anstieg der hydrophoben Anteile und damit zu einer hoheren

Stabilitdt gegeniiber wiBrigen Losungen im Vergleich mit unbehandelter Hyaluron-
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sdure. Auch ist das entstandene Molekiil groBer als das urspriingliche. In waBriger

Losung entstehen langsam spontane Hydrolysen der Ester-Verbindungen.

Hyaff® 11 wird mit Hilfe einer 2,5 mRad Standarddosis von y-Strahlen sterilisiert.

Dies beeinflu3t weder die Polymerstruktur noch die Degradationsrate.

Hyaff ®11 kann in jeder beliebigen Form hergestellt werden. In der vorliegenden

Arbeit wurde es als Vliesstruktur verwendet (Abb. 3 und Abb. 4).

- "“'"!"'j””{""g“"l“'l'"'“"g' |

Abb. 3: Makroskopische Darstellung eines Hyaff® 11-Vlieses.
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Abb. 4: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Fasern eines
unbehandelten Hyaff® 11-Vlieses. Zu sehen sind die Fasern, die
ungeordnet locker mit einander verschlungen sind.
OriginalvergroBerung: x 320.

Vliese bestehen aus lockeren Verschlingungen von Fasern, die ungewebt sind. Die
Fasern werden durch Extrusion gebildet und haben einen Durchmesser von 20 mm

unter trockenen Bedingungen.
Hyaff ®11 wird als quadratisches Vlies in einer GréBe von 10 cm x 10 cm x 0,2 cm
geliefert. Fiir die Experimente wurde es in Stiicke der Grofle 1 cmx 1 ecm x 0,2 cm

unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow geschnitten.

Die Tragermaterialien werden steril verpackt geliefert und kénnen bei Raumtempe-

ratur gelagert werden.
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2.2 Gewinnung des Knorpelgewebes

Die Chondrozyten wurden ausschlieBlich aus vitalem humanen Septumknorpel iso-
liert. Das hyaline Knorpelprdparat wurde unter sterilen Bedingungen im Rahmen
von operativen Eingriffen an der Nase gewonnen. Es handelt sich dabei um Materi-

al, das im Laufe der Operation nicht mehr bendtigt wurde.

Die Knorpelpréparate wurden bis zur Zellisolierung in Vollmedium (DMEM, dem
20 mg/l Gentamicin, 10 ml/l Glutamin und 10% FCS zugefiigt wurden) im
CO,-Inkubationsschrank bei 5% CO, und +37°C bis zur Verarbeitung aufbewahrt.

Jede weitere Handhabung des Knorpelgewebes oder der Chondrozyten erfolgte un-

ter sterilen Bedingungen im Laminar Flow.

2.3 Chondrozytenisolierung

Humane nasoseptale Chondrozyten wurden durch enzymatische Auflosung der ex-
trazelluldren Matrix von Septumknorpel wie von Bujia [1995¢] beschrieben isoliert.
Die Probe wurde hierfiir zundchst mit Hilfe von Skalpell und Pinzette von Binde-

und Knochengewebe sowie Perichondrium befreit. Durch Spiilen mit PBS wurden

eventuell anhaftende Blutreste entfernt.

Dann wurde der Knorpel in Kuben mit der Kantenldnge von 1-2 mm geschnitten,
und anschlieBend mit 2 mg/ml Kollagenase Typ II, 0,1 mg/ml Hyaluronidase und
0,15 mg/ml DNAse versetzt, die in DMEM gelost wurden. Inkubiert wurde in Spin-
nerflaschen fiir 12-16 h bei 5% CO, und +37°C im CO,-Inkubator auf einem Ma-

gnetriihrer.

-28 -



Material und Methoden

Pipettieren der so entstandenen Suspension durch ein Nylonsieb mit der Porengrof3e
50 um [Buyjia 1992]. Hinzufiigen von 10% FCS zum Beenden der enzymatischen
Aktivitit. Zentrifugieren (10 min bei 1000 rpm) und Dekantieren des Uberstandes.

Die Zellzahl und Vitalitdt der Zellen wurden mit Hilfe der Trypanblau-Methode be-
stimmt. Das Trypanblau wird von vitalen Zellen nicht aufgenommen, bei avitalen
oder geschidigten Zellen hingegen werden der Zellkern und das Zytoplasma blau

angefarbt.

Versetzen von 10 ml der Zellsuspension mit 0,05%iger wéBriger Trypanblau-
Losung zu gleichen Teilen. Bestimmung der Gesamtzellzahl sowie des Anteils an

vitalen und geschéidigten Zellen in einer Neubauer Zahlkammer.

2.4 Zellkulturtechniken

2.4.1 Amplifizierung in der Monolayerkultur

Die Zellen wurden zunéchst zur Vermehrung in Gewebekulturflaschen mit einer
Bodenfliche von 50 cm?, 75 cm? oder 125 cm? mit einer Dichte von 20000 Zel-
len/cm? eingebracht und DMEM mit 10% FCS hinzugefiigt. Die GroBe der Kultur-
flasche wurde nach der Anzahl der verfiigbaren Zellen ausgewéhlt. Die
Kultivierung erfolgte unter konventionellen Bedingungen im CO,-Inkubations-

schrank bei 5% CO, und +37°C. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal pro Woche.

Bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens dreimaliges Spiilen mit PBS zur Entfer-
nung von Calcium, Magnesium und Resten von FCS. AnschlieBende Inkubation der
Zellen mit einer 0,05%igen Trypsin-EDTA-L6sung fiir 3-5 min zur Losung vom

Untergrund. Beenden des Prozesses durch Zugabe von DMEM mit 10% FCS. Zen-
trifugieren der Zellsuspension bei 1000 rpm. Erneute Bestimmung von Zellzahl und

Vitalitét mit Trypanblau, dann folgt die Aussaat auf einer groferen Fliche.

-29 -



Material und Methoden

Dieser Vorgang wird als Passage bezeichnet.

Die Zellen wurden fiir etwa 3 Wochen kultiviert, es wurden 3-4 Passagen durchge-

fiihrt. In diesem Zeitraum wurden etwa 15 x 10° Zellen pro Patient gewonnen.

2.4.2 Dreidimensionale Zellkultur in vitro

Die Chondrozyten wurden nach der letzten Passage erneut zentrifugiert und eine
Zellsuspension definierter Zelldichte hergestellt. Die Zellen wurden in einer Konzen-
tration von 20 x 10° Zellen/ml auf die vorher zugeschnittenen 1 cm x 1 cm x 0,2 cm
groBen Proben von Hyaff ®11 in 6-well-Platten ausgesit. Die Suspension verblieb
ohne weitere Zugaben fiir 6 h auf den Hyaff® 11-Proben, um den Chondrozyten die
Adhérenz an die Fasern zu ermoglichen. Zudem wurden die Proben stiindlich gewen-
det, um eine moglichst homogene Verteilung der Zellen zu gewéhrleisten. Dann wur-
den die 6-well-Platten mit je 5 ml DMEM mit 10 % FCS unter Zugabe von 50 mg/1

Ascorbinsdure aufgefiillt.

Es wurden in Abhéngigkeit von der Zellzahl 4-8 Proben pro Patient hergestellt, die
in den 6-well-Platten weiter kultiviert wurden (Abb. 5). Die Proben wurden nach

2 Tagen in neue 6-well-Platten umgesetzt und die am Boden verbliebenen Zellen mit
Trypsin-EDTA gelost und in der Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Damit konnte der
Anteil der im Vlies adhédrenten Zellen bestimmt werden. Der Mediumwechsel erfolg-

te dreimal pro Woche.
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Abb. 5: Abbildung von Hyaff® 11-Chondrozyten-Transplantaten in
6-well-Platten nach 7 Tagen in vitro. Die Vliese schwimmen frei
in der rétlichen Medium-Losung. Es wurde ein Transplantat je
Fach kultiviert. Innerhalb einer Platte wurden nur die Zellen
eines Patienten bzw. eines Pools geziichtet.

2.5 Tiermodell

Fiir die in vivo Experimente wurden 8 Proben 26 Tage in vitro wie oben beschrieben
kultiviert. Dann wurden die Proben subcutan in der dorsalen Region lateral der Spi-

na von thymus-aplastischen Nacktmdusen implantiert.

Dies wurde fiir 4 der Proben in den Fidia Research Laboratories (Abano Terme, Ita-
lien) entsprechend den Européischen Richtlinien fiir Haltung und Gebrauch von La-
bortieren (EC 86/609) durchgefiihrt. 2 ménnliche Nacktméuse (HSD, athymic
nu/nu, Harlan, Italien) im Alter von 6 Wochen wurden mit 12,5 ml 4%iger Chloral-
hydrat-Losung anésthesiert. Pro Nacktmaus wurden 2 Proben implantiert. 4 Wo-

chen nach der Operation wurden die Tiere durch CO,-Asphyxierung getotet. Die
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Proben wurden entnommen, zur einen Hilfte in Paraffin eingelegt und zur anderen

in Compound Tissue Tek zur Anfertigung von Kryostatschnitten eingefroren.

Weitere 4 Proben wurden im Institut fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-

Maximilians-Universitdt in Miinchen in die Nacktméuse implantiert.

Hier wurden ménnliche, homozygote Nacktméuse (CD1, nu/nu, Charles River

Wiga, Sutzfeld, D) im Alter von 6 Wochen verwendet.

Die Méuse wurden zusammen in durchsichtigen Polycarbonkéfigen der Grof3e

10 cm x 15 cm x 15 cm auf staubfreiem Weichholzgranulat gehalten. Die Raumtem-
peratur betrug 26°C, die relative Luftfeuchtigkeit 60 %. Die Lichtzufuhr erfolgte
zwischen 7:00 und 19:00 Uhr. Die Tiere erhielten kontinuierlich pelletierte, autokla-
vierte Alleindidt und steriles Leitungswasser liber Trankeflaschen. Es wurden kei-
nerlei Antibiotika zugesetzt. Die Nacktméiuse wurden stets von allen anderen Tieren

getrennt hinter einem Laminar Air Flow gehalten.

Die Narkose wurde mit Ather eingeleitet und mit Pentobarbital in einer Dosierung
von 3 mg/100 g Korpergewicht weitergefiihrt. Nach Desinfektion der Haut wurde
unter sterilen Bedingungen eine 1 cm lange Inzision in der Haut im dorsalen Be-
reich lateral der Spina gesetzt, eine subcutane Tasche angelegt und die Probe einge-
setzt. Analoges Vorgehen auf der kontralateralen Seite. Der Wundverschluf3 erfolgte
mit Einzelknopfnahten mit Seralon. Postoperativ war keine Schmerzbekdmpfung

erforderlich. Die Entfernung der Faden erfolgte am 7. postoperativen Tag.

12 Wochen nach der Operation wurden die Tiere nach einer Narkoseeinleitung mit
Ather durch eine Uberdosis Pentobarbital getdtet und die Proben enthommen. Nach
Entfernung des Bindegewebes wurden die Proben fotografisch dokumentiert und in
O.C.T. Compound Tissue Tek eingebettet und bis zur weiteren Bearbeitung bei -

80°C eingefroren.
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2.6 Untersuchungen zum Transplantataufbau

2.6.1 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung

Fiir morphologische Untersuchungen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden
die Proben nach 10, 18, 27, 33 und 42 Tagen in vitro zundchst in DMEM kurz gewa-
schen, dann in 3% Glutaraldehyd mit einem pH von 7,4 fiir 2 h bei Raumtemperatur
fixiert. Anschliefend wurden die Proben fiir 5 min in PBS fiinfmal bei Raumtempe-
ratur gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 96%, 100% Ethanol p.a.) dehydriert. AnschlieBend wurden die
Proben in der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitdt mit CO,
im Critical Point Dryer getrocknet und mit Gold {iberzogen. Die Untersuchung er-

folgte in einem Rasterelektronenmikroskop vom Typ JEOL-ISM-35CF.

2.6.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) diente zur optimalen Rekon-
struktion der Zellverteilung, Morphologie und Vitalitit der Chondrozyten im dreidi-
mensionalen Verband. Es stellt ein besonders gutes Verfahren zu Beurteilung des

Aufbaus von Gewebe dar [Guilak 1995, Aigner 1997].

Die Proben wurden in der gsf Neuherberg (Miinchen) mit Hilfe eines confocal-laser-
scanning-microscope LSM 410 von Zeiss untersucht. Die Fluoreszenzen wurden si-
multan mit einem Argon-Laser angeregt und detektiert: Die Anregung der griinen

Fluoreszenz erfolgte bei einer Wellenldnge von 515 - 565 nm und die der roten Fluo-

reszenz bei einer Wellenldnge von 590 nm.
Es wurden nacheinander Bilder in verschiedenen Schichtebenen gemacht. In der vor-

liegenden Arbeit wurde der Abstand mit 4 mm festgelegt. Die sinnvolle Eindringtie-

fe fiir eine dreidimensionale Rekonstruktion héngt von der Dichte des
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untersuchten Materials ab. Sie betrug 180-240 mm bei den Proben aus der in vitro-

Zellkultur, hingegen nur 30 mm bei den Proben aus dem Tiermodell.

Anschlieend wurden die Einzelbilder computergestiitzt mit Hilfe der Zeiss LSM
Software zu einem dreidimensionalen Bild zusammengesetzt. Die Farbe auf den
Bildern entspricht dabei nicht der realen, sondern wurde mit Hilfe der Computer-

verarbeitung willkiirlich festgelegt.

2.6.2.1 Untersuchung der Vitalitit in der Konfokalen Laser Scanning
Mikroskopie

Die Farbung erfolgte mit dem Eukolight Viability/Cytotoxity-Test-Kit nach dem
Herstellerprotokoll. Die Zellen wurden im Zellverband fiir 2 min in Hank "scher Lo-
sung gewaschen und flir 30 min in der Farbelosung im Dunkeln inkubiert. Die Far-
beldsung besteht aus 4 ml einer 2 mM Ethidium-Homodimer D-1-Lésung und 1 ml
einer 4 mM Calcein-AM-Losung, die in 2 ml Hankscher Losung in einem Eppen-
dorf-Reaktionsgefi3 gelost wurden. AnschlieBend wurde die Probe 5 min in

Hankscher Losung unter Lichtausschluf3 gespiilt.

In den vitalen, ungeschédigten Zellen wird das Calcein-AM mit Hilfe eines zyto-
plasmatischen Enzyms zu einem intensiven, griin fluoreszierenden Farbstoff umge-
setzt. Das Ethidium-Homodimer dagegen passiert die beschiddigte Membran des

Nucleus der avitalen Zellen und ruft dort eine leuchtend rote Fluoreszenz hervor.

Diese Methode eignet sich exzellent zur Darstellung der tatsdchlichen Vitalitéts-
und Besiedelungsverhéltnisse der Zellen im dreidimensionalen Verband, da die Fér-
bung in einem einzigen Schritt erfolgt und die Zellen unfixiert bleiben. Hierdurch

werden Artefakte weitgehend ausgeschlossen.
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2.6.2.2 Darstellung von Kollagen Typ I und II in der Konfokalen Laser
Scanning Mikroskopie

Der Nachweis der Kollagene erfolgte nach den Methoden der Immunhistochemie
wie unten (siehe 2.9.2.3) beschrieben. Der Sekundirantikdrper war hierbei mit ei-
nem Fluochrom gekoppelt, wobei Kollagen I griin dargestellt wurde, Kollagen I1
dagegen rot. Die Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff markiert. Durch die com-
putergestiitzte Verarbeitung wurden auch hier die Farben willkiirlich gewahlt, so
daB} die jeweiligen Kollagene magentarot erscheinen. Die Zellkerne sind leuchtend

blau dargestellt.

2.7 Kryokonservierung der Proben und Anfertigung von
Gefrierschnitten

Die jeweilige Probe wurde in ein Tissue-Tek Cryomold gelegt und in Tissue-Tek
O.C.T. Compound eingebettet. AnschlieBend wurden sie in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Anfertigung der Schnitte wurden die Proben langsam auf eine Temperatur von
-25°C erwiarmt. Bei dieser Temperatur wurden Serienschnitte von 5 mm Dicke fiir
die histochemische und immunhistochemische Untersuchung angefertigt, sowie in
einer Dicke von 30 mm fiir die Untersuchung der Proben aus dem Tiermodell mit-
tels der Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskopie. Die Schnitte wurden auf Objekt-
trager vom Typ SuperFrost*/Plus aufgebracht und bei Raumtemperatur fiir 12-16 h

getrocknet. AnschlieBend wurden sie bei -80°C aufbewahrt.
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2.8 Histochemie

2.8.1 Himatoxylin-Fiarbung

Die Objekttrager mit den Kryostatschnitten wurden bei Raumtemperatur fiir 5-7
min in einer sauren Hdmalaunldsung nach Mayer/Romeis gefdrbt. AnschlieBend

wurde dreimal fiir 3 min mit Leitungswasser der Stadtwerke Miinchen gespiilt.

Die Farbung dient der besseren morphologischen Beurteilung und kann auch im

Anschlufl an immunhistochemische Farbungen erfolgen.

2.8.2 Azanfirbung

Die Azanfirbung nach Heidenhain diente dem allgemeinen Nachweis von Kolla-

genfasern.

Nachdem die Objekttrager langsam von -80°C auf Raumtemperatur erwiarmt wur-
den, wurden die Gewebeschnitte mit Carnoy scher Losung fiir 10 min fixiert. Diese
besteht zu 6 Teilen aus Ethanol 96%, 3 Teilen Chloroform und 1 Teil Essigsdure
99%. Es folgte eine Spiilung mit Aqua destillata fiir 3 min. AnschlieBend wurde mit
Anilinalkohol, d.h. 0,1% Hydroxyanilin in Ethanol 96%, fiir 5 min inkubiert und da-
nach wieder mit Aqua destillata gespiilt. Dann folgte die Farbung der Zellkerne mit
Azokarmin G Firbel6sung fiir 60 min bei 56-60°C auf der Heizplatte. Die Féarbelo-
sung bestand aus 0,1 g Azokarmin G, das in 100 ml Aqua destillata gelost und kurz
aufgekocht wurde. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung mit Faltfiltern filtriert

und mit 1 ml Eisessig versetzt.
Anschliefend wurden die Objektriager flir 10-15 min bei Raumtemperatur abge-

kiihlt, mit Aqua destillata gespiilt und zur Differenzierung der Kerne vom Hinter-

grund unter mikroskopischer Kontrolle fiir 5-10 min in Anilinalkohol 1% inkubiert.
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Das Anilin wurde mit essigsaurem Alkohol, d.h. 1% Eisessig in Ethanol 96%, fiir

1 min ausgewaschen und dann mit Aqua destillata gespiilt. Dann wurde fiir 45 min
in einer wifirigen Phosphorwolframséure (50 g/1) inkubiert, erneut mit Aqua destil-
lata gewaschen, und fiir 40 min mit einem Aniliblau-Goldorange-Essiggemisch ge-
farbt. Dieses bestand aus 0,5 g Methylenblau und 2 g Goldorange G, das in 100 ml
Aqua destillata gelost und nach Zugabe von 8 ml Eisessig aufgekocht und nach dem

Erkalten filtriert und im Verhéltnis 1:4 mit Aqua destillata verdiinnt wurde.

Im Anschluf} an diese Arbeitsschritte wurde noch einmal kurz mit Aqua destillata
gesplilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe 2.6.1), mit Xylol entwéssert

und mit Eukitt auf dem Objekttriger eingebettet.

2.8.3 Kernechtrot-Kombinationsfirbung

Alternativ zur Azanfarbung nach Heidenhain stand diese Simultan-Kombinations-
farbung nach Sterba-Schobess fiir die allgemeine Darstellung von Kollagenen zur

Verfiigung.

Fiir den Ansatz wurden 1,5 g Anilinblau, 2,0 g Baumwollblau, 1,0 g Wasserblau,
2,0 g Orange G, 10,0 g Kernechtrot, 4,0 g Weinsdure, 8,0 g Phosphorwolframséure
und 40,0 g Kalialaun in einem Morser gut vermischt. Dann wurde 1,0 g dieser Mi-
schung mit 100 ml Aqua destillata kurz aufgekocht, schnell im Eisschrank abge-
kiihlt, mit 2 ml Propylalkohol versetzt und die Losung filtriert.

Die Schnitte wurden fiir 90 s in einem 1:1 Methanol/Aceton-Gemisch fixiert. Dann
wurde fiir 20 min in der Farbelosung inkubiert. Die Schnitte diirfen danach nur kurz
in Aqua destillata abgespiilt werden und miissen anschlieBend sofort in Propylalko-
hol 94% fiir 10-15 s unter stdndiger Sichtkontrolle gewaschen werden. Die Schnitte
wurden wie oben beschrieben mit absolutem Ethanol und Xylol entwéssert und in

Eukitt eingebettet.
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2.8.4 Safranin O-Firbung

Mit Hilfe dieser Methode konnen Polyanionen wie Glykosamoniglykane und Proteo-

glykane dargestellt werden.

Die Schnitte wurden zunéchst auf Raumtemperatur gebracht und fiir 90 s in einem

1:1 Methanol/Aceton-Gemisch fixiert und fiir 5 min in PBS gewaschen. Dann wurden
sie flir 30 min in der Farbelosung inkubiert. Fiir diese wurden 0,05 g Safranin in 50 ml
Glutaraldehydldsung 2% in PBS gelost. Anschlieend wurde erneut kurz in PBS unter
Sichtkontrolle im Mikroskop gewaschen, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe

2.6.1) und Xylol entwissert und in Eukitt eingebettet.

2.8.5 Alcianblaufirbung

Diese Farbung diente der Darstellung von Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen.

Dazu werden zunichst die Kryostatschnitte von -80°C auf Raumtemperatur gebracht.
Die Fixierung erfolgte fiir 10-15min in einer Formalinlésung 3,5% in Phosphate Buf-
fered Saline. AnschlieBend wurde in Leitungswasser 10-15 min hydriert, und fiir

3-5 min mit Essigsdure 3% beschichtet.

Die Farbung erfolgte mit Alcianblauldsung fiir 1 h bei Raumtemperatur. Hierfiir wurde
1 g Alcianblau 8 GX in 100 ml Essigsdure 3% gelost. Danach wurden die Schnitte mit
Essigsdure 1% abgespiilt und fiir 5 min in Aqua destillata gewaschen. Sodann erfolgte
die Gegenfarbung mit einer 1%igen wiBrigen Kernechtrotlosung fiir 10 min. Hierfiir
wurden 0,2 g Kernechtrot in 200 ml kochender Aluminiumpotassium-Sulfat-Lésung
5% gelost, fiir weitere 5-10 min gekocht und nach dem Abkiihlen filtriert. Dann wurde
kurz mit Aqua destillata gespiilt und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (siche 2.6.1)
und Xylol entwéssert. Die Einbettung erfolgte mit Eukitt.
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2.9 Immunhistochemie

Fiir die einzelnen Antikorper wurden Verdiinnungsreihen durchgefiihrt, um die op-

timalen Verdiinnungen und Inkubationszeiten zu ermitteln.

2.9.1 Primir-Antikorper

2.9.1.1 Kollagen Typ II

Fiir den Nachweis von humanen Kollagen Typ II standen mehrere Antikdrper zur

Verfiigung.

Monoklonaler Antikorper Yoo, der aus der Maus stammt und freundlicherweise von
Prof. Yoo (Department of Medicine, University of Tenessee, Memphis, USA) zur
Verfiigung gestellt wurde. Die Verdiinnung betrug 1:50 in Schweineserum 5% in

TBS, die Inkubationszeit 16-18 h bei 37°C.

Monoklonaler Maus-anti-humanes Kollagen Typ II Antikorper (Invest.: Th. Lin-
senmayer). Dieser Antikorper wurde im Verhéltnis 1:2 in Glycerin 1% gelost. Die
Endkonzentration betrug 1:100 in Schweineserum 5% in TBS. Die Inkubationszeit

betrug 30 min bei Raumtemperatur.

Polyklonaler Antikérper quartett Cat. No. 031500205 aus dem Kaninchen. Er wur-
de im Verhiltnis 1:20 in Ziegenserum 5% in TBS gelost, und fiir 1,5 h bei Raum-

temperatur inkubiert.
Monoklonaler Antikorper PS-48 aus dem Kaninchen der Firma Monosan. Die Ver-

diinnung betrug 1:20 in Schweineserum 5% in TBS, die Inkubationszeit 2 - 2,5 h
bei 37°C.
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2.9.1.2 Kollagen Typ I

Verwendet wurde der monoklonale Antikdrper PS-47 der Firma Monosan. Er wurde
im Kaninchen hergestellt. Die Verdiinnung betrug 1:30 in Schweineserum 5% in

TBS geldst, die Inkubationszeit lag bei 2 - 2,5 h bei 37°C im Brutschrank.

Des weiteren stand der polyklonale Kollagen Typ I Antikorper der Firma Chemicon
zur Verfliigung, der ebenfalls im Kaninchen hergestellt wurde. Die Verdiinnung be-
trug 1:100 in Schweineserum 5% in TBS, die Inkubationszeit bei Raumtemperatur

2-3h

2.9.1.3 Chondroitinsulfat

Verwendet wurde der Antikdrper AB 1918 gegen humanes Chondroitin-4-Sulfat.
Dieser polyklonale Antikérper wurde im Kaninchen hergestellt. Die Verdiinnung
betrug 1:300, die Inkubationszeit 30 min bei Raumtemperatur. Vor Applikation er-

folgte die Vorbehandlung des Préparates mit Chondroitinase ABC fiir 10 min.

2.9.1.4 Keratansulfat

Hier wurde der Antikorper AN 9P1 verwendet. Dieser monoklonale Antikorper
wurde in der Maus hergestellt, die Verdiinnung betrug 1:10 in 5%igem Schweine-
serum, die Inkubationszeit 30 min bei Raumtemperatur. Freundlicherweise wurde
uns dieser Antikorper von Prof. Poole (Shriners Hospital, Montreal, Kanada) zur

Verfiigung gestellt.
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2.9.2 Detektionssysteme

2.9.2.1 Indirekte Peroxidasemethode

Die Kryostatschnitte wurden zundchst langsam auf Raumtemperatur gebracht.
Dann wurden die Schnitte der Hyaff®1 1-Chondrozyten-Proben in einem 1:1 Metha-
nol/Aceton Gemisch fiir 90 sec fixiert. Die Kontrollschnitte von Knorpel oder Haut

wurden 10 min mit Aceton fixiert.

Anschlieend wurde fiir je 5 min zweimal mit TBS gespiilt. Dann wurde fiir 30 min
bei Raumtemperatur mit einer 0,2 %igen H,O,-Losung in TBS inkubiert, um eine

moglicherweise vorhandene endogene Peroxidase zu blockieren. Wiederum wurde
zweimal 5 min in TBS gewaschen. Die Knorpelschnitte wurden dann bei Raumtem-

peratur fiir 3-5 min mit Hyaluronidase behandelt und wieder in TBS gewaschen.

Zur Blockade der unspezifischen Bindungen wurde mit Schweineserum (1:5 in
TBS gelost) fiir 20 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Das iiberschiissige Serum wurde abgeklopft und der gewliinschte Primérantikorper
aufgebracht. AnschlieBend wurde zweimal 5 min in TBS gewaschen. Dann wurde
mit dem jeweiligen Sekundér-Antikorper, ein Anti-Maus-, bzw. Anti-Kaninchen-
Immunglobulin, das bereits mit dem POX-Enzymkomplex gekoppelt war, bei einer
Verdiinnung von 1:50 in 5% Schweineserum fiir 30 min bei Raumtemperatur in ei-

ner feuchten Kammer inkubiert.

Die Visualisierung erfolgte mit der AEC-Methode (3-Amino-9-Ethylcarbazol).

Hierfiir wurden 20 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol in 5 ml Dimethylsulfoxid gelost.
95 ml eines 0,1 M Natriumacetatpuffers mit einem pH von 5,5 wurden dazugegeben
und mit 20 ml H,O, verriihrt. Die Schnitte wurden fiir 20 min bei Raumtemperatur

im Dunkeln inkubiert.
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Es folgte ein zweimaliges Waschen in TBS fiir je 5 min und die Gegenfarbung mit

Hémalaun (siehe 2.8.1). Eingebettet wurde mit Kaiser’s Glyceringelatine.

2.9.2.2 Alkalische-Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase

Die Vorbereitung der Schnitte einschlieBlich des Primdrantikdrpers erfolgte wie un-
ten beschrieben (siehe 2.9.2). Der jeweilige Sekundar-Antikdrper Kaninchen-anti-
Maus oder Ziege-anti-Kaninchen wurde in einer Verdiinnung 1:50 in Schweinese-
rum 5% aufgetragen und fiir 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach er-
neutem Waschen in TBS wurde mit dem APAAP-Immunkomplex in einer

Verdiinnung von 1:100 in Schweineserum 5% fiir 30 min in einer feuchten Kammer
inkubiert und anschlieend in TBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundar-
Antikorper sowie dem APAAP-Immunkomplex wurde dann fiir je 10 min wieder-

holt.

Angetarbt wurde mit Hilfe der Neufuchsin-Methode nach Cordell. Hierfiir wurden
218 ml 0,2 M 2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol mit 50 ml Tris-Puffer (pH 9,7),
600 mg NaCl und 28 mg Levamisol nacheinander gemischt. Dann wurden 30 mg

Naphtol-As-Bi-Phosphat in 600 ml Dimethylformamid geldst zugegeben.

Es wurden 20 mg Natriumnitrit in 500 ml Aqua destillata gelost und mit 200 ml ei-
ner 5%igen Neufuchsinldsung versetzt. Fiir diese wurden 5 g Neufuchsin in 100 ml

2 M HCI gelost.

Beide Losungen wurden vermischt und auf einen pH 8,7 eingestellt. Die Schnitte
wurden mit der filtrierten Farbelosung fiir 20 min bei Raumtemperatur in einer Fér-
bekiivette inkubiert. SchlieBlich wurde kurz mit TBS gewaschen, mit Himalaun ge-

gengefarbt (siehe 2.8.1) und in Kaiser’s Glyceringelatine eingebettet.
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2.9.2.3 Fluochrome

Die Vorbereitung der Schnitte bis einschlieBlich der Applizierung des Priméranti-

korpers erfolgte wie oben beschrieben.

Fiir den Nachweis von Kollagen II mittels Fluoreszenz sind die Primdrantikdrper
Yoo oder Linsenmayer besonders geeignet. Als Sekundérantikorper fungiert Ziege-
anti-Maus-Texas Red, das in einer Verdiinnung von 1:100 fiir 30 min aufgetragen
wird. Bei Griinanregung (Wellenldnge 645 nm) im Lichtmikroskop erscheinen po-

sitive Bereiche leuchtend rot.

Der Nachweis von Kollagen I erfolgte mittels des polyklonalen Kollagen Typ I An-
tikorpers (Chemicon, Temicula, CA), der mit einem Tetra-Methyl-Rhodamin-Iso-
cyanat konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper visualisiert wird. Bei

Blauanregung (Wellenldnge 490 nm) werden die markierten Bereiche griin.

Keratansulfat wurde mit Hilfe des AN 9P1-Antikorpers markiert (siehe 2.9.1.4).
Die Detektion erfolgte mit dem Ziege-anti-Maus-Texas Red Antikorper, der in ei-
ner Verdiinnung von 1:100 fiir 30 min aufgetragen wird. Bei Griinanregung (Wel-

lenldnge 645 nm) im Lichtmikroskop erscheinen positive Bereiche leuchtend rot.

Bei allen immunhistochemischen Verfahren wurden Positiv- und Negativkontrollen
angefertigt in Form von Geweben, die das Antigen sicher enthalten bzw. nicht ent-
halten. Zur Aufdeckung unspezifischer Anfarbung des Hintergrundes wurden Kon-
trollschnitte der Proben mitgefiihrt, bei denen der jeweilige Primérantikdrper durch

TBS ersetzt wurde. Die restliche Farbung wurde exakt gleich durchgefiihrt.
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2.10 Liste der verwendeten Materialien

Aceton (Merck, Darmstadt, D)

Ather zur Narkose (Hoechst, Frankfurt, D)

Alcianblau 8 GX (Sigma, Miinchen, D)
Aluminiumpotassium-Sulfat-Losung 5% (Apotheke Klinikum GroBhadern,
Miinchen, D)

3-Amino-9-Ethylcarbazol (Sigma, Deisenhofen, D)
2-Amino-2Methyl-1,3-Propandiol 0,2 M (Merck, Darmstadt, D)
Anilinblau (Merck, Darmstadt, D)

APAAP-Immunkomplex (Dako, A/S, Dk)

Aqua destillata (Braun, Melsungen, D)

Ascorbinsdure (Sigma, St.Louis, USA)

Autoklavierte Alleindidt Ssniff NM (Charles River Wiga, Sulzfeld, D)
Azokarmin G (Merck, Darmstadt, D)

Baumwollblau (Merck, Darmstadt, D)

Brutschrank (Forma Scientific CO, Incubator model 3028, Life Sciences Int.,
Frankfurt, D)

Chloralhydrat-Lésung (Carlo Erba, I)

Chloroform (Apotheke Klinikum GroB3hadern, Miinchen, D)
Chondroitinase ABC (Sigma, Deisenhofen, D)
confocal-laser-scanning-microscope LSM 410 (Zeiss, Oberkochen, D)
Critical Point Dryer (BAL-TEC CPD 030, Balzers, D)
Dimethylformamid (Merck, Darmstadt, D)

Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt, D)

DNAse (Paesel, Frankfurt, D)

Dulbecco’s MEM (Seromed, Berlin, D)

Eisessig (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Elektronenmikroskop JEOL-ISM-35CF (JEOL, Tokio, J)
Eppendorf-Reaktionsgefill (Eppendorf, Deutschland)

Eukitt (Kindler, Freiburg, D)
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Eukolight Viability/Cytotoxity-Test-Kit (MoBiTec, Gottingen, D)
Essigsaure p.a. (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Ethanol p.a. (Merck, Darmstadt, D)

Ethanol 96% (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Faltfilter (Merck, Darmstadt, D)

Fetal Calf Serum (Gibco BRL, Deisenhofen, D)

Fliissiger Stickstoff (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Formalinlosung 3,5% (Merck, Darmstadt, D)
Goat-anti-Rabbit-Antikorper (Dako, Hamburg, D)
Gewebekulturflaschen 50 cm? und 75 cm? ( Falkon/Becton Dickinson Europe,
Meylan Cedix, F)

Gewebekulturflaschen 125 cm? (Greiner, Frickenhausen, D)
Glutamin 200 mM (Biochrom, Berlin, D)

Glutaraldehydlosung (Sigma, Miinchen, D)

Glycerin 87% (Merck, Darmstadt, D)

Goldorange G (Aldrich, Steinheim, D)

Hank’sche Losung (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Heizplatte (Stork-Tronik, D)

Hyaff ®11 (Fidia Advanced Biopolymers Srl, Abano Terme, I)
Hyaluronidase (Serva, Berlin, D)

Hydroxyanilin (Fluka, Buchs, CA)

Kaiser’s Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, D).

Kalialaun (Merck, Darmstadt, D)

Kernechtrot (Sigma, Miinchen, D)

Kollagenase Typ II (Seromed, Berlin, D)

Kryostat (Typ 1720, Ernst Leitz, Wetzlar, D)

Laminar Air Flow (Ceag Schirp "Envirca", Bork/Westfalen, D)
Laminar Air Flow Typ G1 (W. Ehret, Emmendingen, D)
Levamisol (Sigma, Miinchen, D)

Lichtmikroskop Axiovert 135 (Zeiss, D)

Magnetriihrer (Stork-Tronik, D)
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Methanol (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)

Methylenblau (Aldrich, Steinheim, D)

Monoklonaler Kaninchen-anti-humanes Kollagen Typ I Antikorper PS-47
(Monosan, Uden, NL)

Monoklonaler Maus-anti-humanes Kollagen Typ II Antikoérper moAB,
freundlicherweise von Prof. Yoo (Department of Medicine, University of Tenessee,
Memphis, USA) zur Verfiigung gestellt

Monoklonaler Maus-anti-humanes Kollagen Typ II Antikérper (II-11 6 B 3,
Hybridoma Name, USA) Invset: Th. Linsenmayer

Monoklonaler Kaninchen-anti-humanes Kollagen Typ II Antikérper PS-48
(Monosan, Uden, NL)

Monoklonaler Maus-anti-humanes Keratansulfat Antikorper AN 9P1, freundlicher-
weise von Prof. Poole (Shriners Hospital, Montreal, CAN) zur Verfligung gestellt
NaCl (Merck, Darmstadt, D)

Naphtol-As-Bi-Phosphat (Sigma, Miinchen, D)

Natriumacetatpuffer 0,1 M (Apotheke Klinikum Grofhadern, Miinchen, D)
Natriumnitrit (Sigma, Miinchen, D)

Neufuchsin (Sigma, Miinchen, D)

Nembutal® (Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte, Hannover, D)
Neubauer Zdahlkammer 5 pl (Madaus AG, Koln, D)

Nylonsieb, 50 mm Porengréfle (Reichelt Chemietechnik, Heidelberg, D)
Nylonsieb, 50 mm Porengrofe (Nunc, DK)

Objekttrager des Typs SuperFrost*/Plus (Menzel-Gliser, D)

Orange G (Aldrich, Steinheim, D)

Perhydrol 30% (Apotheke Klinikum Grohadern, Miinchen, D)
Peroxidase-konjugierter Antikorper (Dako, A/S, DK)

Petrischalen (Nunc, DK)

Phosphat Buffered Saline (Apotheke Klinikum GrofShadern, Miinchen, D)
Pipetten zu 5 ml und 25 ml (Falcon/Becton Dickinson, New Jersey, USA)
Pipetten zu 2 ml, 5 ml, 10 ml (Gold Seal/Becton Dickinson Labware Europe,
Meylan Cedex, F)
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Probengefa3 (Minutissue, Bad Abbach, D)

Polycarbonkéfige Makrolon® (W. Ehret, Emmendingen, D)

Polyklonaler Kaninchen-anti-humanes Kollagen Typ I Antikorper (Chemicon,
Temicula, USA)

Polyklonaler Kaninchen-anti-humanes Kollagen Typ I Antikorper quartett
Cat. No. 031500205 (quartett, Berlin, D)

Polyklonaler Kaninchen-anti-humanes Chondroitin-4-Sulfat Antikorper AB 1918
(Chemicon, Temicula, USA)

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper (Dako, Hamburg, D)
Polyklonaler Ziege-anti-Kaninchen Tetramethylrhodaminisothiocanat konjugierter
Antikorper (Sigma, Deisenhofen, D)

Polyklonaler Ziege-anti-Maus-Texas Red konjugierter Antikorper (Dianova,
Hamburg, D)

Polypropylenrohrchen zu 10 ml und 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg, D)
2-Propanol (Merck, Darmstadt, D)

Propylalkohol 94% (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Refobacin® (Merck, Darmstadt, D)

rabbitt-anti-mouse-POX-Enzymkomplex (Dako, DK)

Safranin (Merck, Darmstadt, D)

Salzsdure 2 M (Apotheke Klinikum GroBBhadern, Miinchen, D)

Saure Hamalaunlosung nach Mayer/Romeis (Apotheke Klinikum Grofhadern,
Miinchen, D)

Schweineserum (Dako A/S, Glostrup, DK)

SEM coating system (Polaron, Waterford, GB)

Seralon (Ethicon, Norderstedt, D)

Spinnerflaschen (Renner, Darmstadt, D)
Schwein-anti-Kanninchen-POX-Enzymkomplex (Dako, DK)

Taumler (Heidolph, D)

Tissue-Tek Cryomold (Miles INC, Elkhart, USA)

Tissue-Tek O.C.T. Compound (Miles INC, Elkhart, USA)

Tris-Puffer (Merck. Darmstadt, D)

-47 -



Material und Methoden

Trypanblaulosung (Fluka AG, Neu-Ulm, D)
Trypsin-EDTA-L6sung 0,05% (Seromed, Berlin, D)
Varifuge K (Hareus Sepatech, Osterodeam, Harz, D)
Wilrige Phosphorwolframséure (Merck, Darmstadt, D)
Wasserblau (Merck, Darmstadt, D)

Weichholzgranulat Ssniff (W. Ehret, Emmendingen, D)
6-well-Platten Nunclon (Nunc, DK)

Weinsdure (Apotheke Klinikum GroBhadern, Miinchen, D)
Xylol (Merck, Darmstadt, D)
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologische und funktionelle Charakterisierung der
Chondrozyten in der Monolayerkultur

3.1.1 Chondrozytenisolierung und Vermehrung

Die Chondrozyten wurden aus hyalinem, nasoseptalen Knorpel wie oben beschrie-

ben isoliert und in den Gewebekulturflaschen vermehrt.

Die Anzahl von Zellen, die aus einer Probe isoliert werden konnte, betrug
2,8+ 1,2 x 10° und hing im wesentlichen von der GroBe der Probe und individuellen
Faktoren ab. Die Probengrof3e variierte zwischen ca. 0,1 und 0,3 cm?. Das Alter und

das Geschlecht zeigten keinen erkennbaren Einfluf3.

Der grofite Teil der Versuche wurde mit Kulturen durchgefiihrt, deren Zellen nur
von einem Individuum stammten, da dies den klinischen Voraussetzungen ent-
spricht. Weiter werden mogliche, unerwiinschte interindividuelle Reaktionen der

Zellen vermieden. Es wurden 24 dieser Kulturen (EP1-24) angesetzt (Tab. 1).

Der kleinere Teil der Proben wurde bereits in der Vermehrungsphase zu einem Pool
zusammengefalit, d.h. die Chondrozyten von 3 Patienten wurden in einer Kultur zu-
sammen geziichtet. Das Zusammenfassen mehrerer Proben fiihrt zu einem schnel-
leren Erreichen der gewiinschten Zellzahl und somit eine kiirzere

Amplifizierungszeit sowie geringere Passagenanzahl. Es wurden 7 Pools angesetzt

(Tab. 2).
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Tabelle 1: Aufstellung der untersuchten Proben von Einzelpatienten (EP).
Beriicksichtigt werden das Alter, Geschlecht des Patienten, die
Ausgangs- und Endzellzahl nach Abschluf3 der Vermehrung in der
Monolayerkultur sowie die Passagenanzahl (Pas.).

Probe-Nr. Alter Geschlecht  Ausgangszellzahl Endzellzahl Pas.
EP1 63 m 0.18 x 10° 7.6 x 10° 4
EP2 48 m 0.27 x 10° 8.2x 10° 4
EP3 31 m 0.39 x 108 15.4x 108 3
EP4 42 m 5.49 x 10° 46.5x 10° 3
EP5 33 m 0.47 x 10° 14.9 x 10° 4
EP6 47 m 0.23 x 10° 11.3x 10° 4
EP7 unbekannt unbekannt 0.91 x 10° 18.9 x 10° 3
EP8 38 m 0.39 x 10° 10.9 x 10° 4
EP9 43 m 0.41x 10° 11.4x 10° 4
EP10 37 m 0.32 x 10° 14.5x 10° 3
EP11 45 m 0.19 x 10° 10.4 x 10° 4
EP12 27 w 0.17 x 10° 3.7x 10° 3
EP13 34 m 0.17 x 10° 7.2x10° 3
EP14 26 m 0.7 x 10° 16.4 x 10° 4
EP15 58 m 1.91 x 10° 26.1 x 10° 4.
EP16 49 m 0.97 x 10° 15.8x 10° 3
EP17 35 m 0.08 x 10° 9.6 x 10° 4
EP18 37 m 0.23 x 10° 14.7 x 10° 4
EP19 46 m 1.37 x 10° 24.6 x 10° 4
EP20 unbekannt unbekannt 0.78 x 106 24.1 x 106 4
EP21 27 m 0.65 x 108 17.4x 108 3
EP22 35 m 0.79 x 10° 18.6 x 10° 3
EP23 42 w 0.87 x 106 23.8 x 10° 3
EP24 53 m 1.25 x 106 18.6 x 10° 2
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Tabelle 2: Aufstellung der untersuchten Patientenproben als Pool.
Berticksichtigt werden das Alter und Geschlecht der Patienten (Pat.)
sowie die Ausgangszellzahl und die Anzahl der gewonnenen Zellen
nach Abschluf3 der Vermehrung in der Monolayerkultur
(Endzellzahl). Die Anzahl der hierfiir notigen Passagen (Pas.) ist

ebenfalls aufgefiihrt.

Probe-Nr. Alter Geschlecht  Ausgangszellzahl Endzellzahl Pas.
Pool I 41 m 1.23 x 10° 21x 108 2
3 Pat. 19 m

52 m
Pool 11 46 w 0.47 x 10° 13.7 x 10° 3
3 Pat. 23 W
unbekannt unbekannt
Pool 11T 57 m 2.31x10° Ausfall
2 Pat. unbekannt m durch Kon-
tamination
Pool IV 66 m 0.57 x 106 Ausfall
2 Pat. 45 m durch Kon-
tamination
Pool V 55 m 422 x 10° 18.6 x 10° 2
3 Pat. 47 m
57 m
Pool VI 31 w 243 x10° 12.1 x 10° 2
3 Pat. 50 w
43 m
Pool VII 71 m 7.21 x 10° 23 x 10° 3
4 Pat. 22 W
40 m
38 m

In der Kultivierungsphase konnte die Zellzahl bei den EP-Proben auf ca. 15x 10°
gesteigert werden. Der hierfilir notwendige Zeitraum lag im Mittel bei 35 +8 Tagen,
es wurden 3-4 Passagen benétigt. In einem Pool, der aus mehreren Patienten gebil-
det wurde, war die hierfiir benétigte Zeit geringer, sie lag bei ca. 20 +4 Tagen.

Ebenso war die Anzahl der notwendigen Passagen mit 2-3 geringer.

Die Teilungsrate der Zellen ist stark von unklaren individuellen Faktoren abhingig

und kann nicht vorausgesagt werden.
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3.1.2 Untersuchungen zur Stabilitit des Chondrozytenphinotyps

Der Chondrozytenphénotyp wird iiblicherweise anhand der von den Zellen expri-
mierten Matrixbestandteile sowie der Zellmorphologie charakterisiert. Es ist bis-
lang kein zuverldssig spezifischer, kommerziell erwerbbarer Chondrozytenmarker

verfiigbar.

Die charakteristische Matrix enthélt Kollagen Typ II als wichtigsten Marker, sowie
Proteoglykane, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Hyaluronsdure. Im allgemei-
nen wird in der Literatur die Expression auf Kollagen Typ II als Marker fiir diffe-

renzierte Chondrozyten angesehen [Mark 1977, Benya 1982].

3.1.2.1 Anderungen der Zellmorphologie

Im dreidimensionalen Gefiige des Knorpels liegen die Chondrozyten rund-oval und
ohne gegenseitigen Zellkontakt in ithren Lakunen in der Grundsubstanz [ Leonhardt
1990]. Nach der Isolierung nehmen die Chondrozyten bei Adhdsion an dem Fla-

schenboden eine spindelformige Gestalt mit Zellausldufern an, die an Fibrozyten er-

innern (Abb. 6).
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Abb. 6: Vitalitdtsdarstellung von Chondrozyten mit Calcein-AM in der
Monolayerkultur 13 Tage nach der Isolierung. Die Zellen zeigen
die typischen morphologischen Verdnderungen mit ihrer
Spindelform und den Zellausldufern (—). Vitale Zellen sind
leuchtend griin, abgestorbene Zellen rot markiert.
Originalvergréferung: x 320

3.1.2.2 Anderungen des Expressionsmusters

In der Monolayerkultur, in der die Zellen aus ihrem dreidimensionalen Verband ge-
16st sind, auf einer Flache adhérieren und sich vermehren, dndert sich das Expressi-
onsmuster der Zellen (Abb. 7). Nach 1 Woche bildet bereits ein Teil der Zellen das
unspezifische Kollagen Typ I statt des Kollagen Typ II (Abb. 8). Nach 4 Wochen
in der Monolayerkultur ist kein Kollagen Typ II mehr nachzuweisen, es wird aus-

schlieBlich Kollagen Typ I gebildet (Abb. 9).

Dieser Vorgang wird als Dedifferenzierung der Chondrozyten bezeichnet [Mark
1977].
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In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Phanomen anhand von Doppelmarkierung
von Kollagen Typ I und Typ II in der Monolayerkultur zu unterschiedlichen Zeit-

punkten nachgewiesen. Diese Anderung geht auch mit der morphologischen Verin-

derung der Chondrozyten einher.

Abb. 7: Immunhistochemische Darstellung von Kollagen Typ I in braun
(*) und Kollagen Typ II in rot (=) nach 13 Tagen in der
Monolayerkultur. Beide Kollagentypen sind nebeneinander,
intrazelluldr nachweisbar. Originalvergroferung: x 400.
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Abb. 8: Expressionsmuster der Chondrozyten nach 13 Tagen in der
Monolayerkultur, der immunhistochemische Nachweis erfolgte
mittels Fluochromen. Kollagen Typ II stellt sich rot dar (-),
Kollagen Typ I griin (*). Die beiden Kollagen-Typen sind in
unterschiedlichen Zellen nebeneinander nachweisbar, nicht
innerhalb der selben Zelle. Originalvergroferung: x 400.

Abb. 9: Expressionsmuster der Chondrozyten nach 31 Tagen in der
Monolayerkultur. Es kann ausschlieBlich das griin dargestellte
Kollagen Typ I (*) nachgewiesen werden, der Nachweis von
Kollagen Typ II ist negativ. Die Zellen sind vollstindig
dedifferenziert. Originalvergroferung: x 400.
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3.2 Entwicklung der Transplantate in vitro

Nach der letzten Passage wurden die Chondrozyten auf 10 x 10 x 2 mm grof3e Pro-
ben von Hyaff® 11 gesdt und in einer in vitro-Kultur fiir weitere 32- 48 Tage kulti-

viert (siche 2.4.2).

3.2.1 Zelladhision und Stabilitiit des Tragermaterials

Nach Einbringen der Chondrozyten in den Vlies-Proben wurde untersucht, wieviele
der Zellen tatsdchlich in dem Vlies adhirierten. Bei Zugrundelegen der ausgeséten
Zellzahl wurden die im Uberstand verbliebenen sowie die am Boden des Kulturge-
fdBes angehefteten Zellen abgezogen. Hierbei zeigte sich, dall 92-95% der Zellen

1m Vlies adhérierten.

Weiterhin zeigte sich ein Zusammenhang der Hydrolysierungs- und Degradations-
prozesse der Vliese in Abhdngigkeit von der Anwesenheit von Zellen in der Kultur.
Es zeigte sich eine Differenz des Medium-pH-Wertes. Dieser lag bei Hyaff® 11 ohne
Zellen in DMEM durchschnittlich bei pH 7,77, mit Zellen dagegen bei 7, 91.

Die Hyaff® 11-Chondrozyten-Proben konnten bis zu 48 Tage in wiBriger Medium-
16sung kultiviert werden. Gegen Ende der Kulturzeit traten beim Tragermaterial
Hydrolysezeichen auf, die zu einer Volumenzunahme der Fasern fiihrte, die im
Mikroskop deutlich sichtbar war. Zudem zerfiel das Material ab ca. dem 43. Tag in

einzelne Fasern.

Im Gegensatz dazu blieben die Proben von Hyaff® 11 ohne Chondrozyten nur fiir
maximal 10 Tage in der DMEM-L6sung stabil, bevor sie sich in die einzelnen Fa-
sern auflosten. Auch die Hydrolysezeichen traten entsprechend frither und ausge-

pragter auf als bei den Hyaff® 11-Chondrozyten-Proben.
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3.2.2 Vitalitit und Vermehrungsverhalten der Chondrozyten in Hyafi® 11

Der Nachweis der Vitalitit der Chondrozyten erfolgte mit Hilfe des Eukolight
Viability/Cytotoxity-Test-Kit der Firma MoBiTec. Bei diesem Test-Kit auf Fluores-
zenzbasis werden die vitalen Zellen griin, die abgestorbenen Zellen dagegen rot

markiert.

Die Proben wurden im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht und com-
putergestiitzt dreidimensional rekonstruiert. Es wurden jeweils 10 Gesichtsfelder
zufillig ausgewdhlt und die vitalen und abgestorbenen Zellen bestimmt (Abb. 10

und Abb. 11).

Es konnte gezeigt werden, dal} die Vitalitit der Chondrozyten auf Hyaff® 11 wih-
rend des gesamten Kultivierungszeitraumes von maximal 42 Tagen zwischen 92

und 98% lag.

Abb. 10: Darstellung der Vitalitit der Chondrozyten nach 33 Tagen in
Kultur auf Hyaff® 11 in der dreidimensionalen Rekonstruktion
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im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop. Etwa 96% der Zellen
sind vital und daher leuchtend griin markiert. Die restlichen

ca. 4% sind avital und rot zu sehen. Es handelt sich um eine
Ubersichtsaufnahme in axialer und lateraler Projektion.

Abb. 11: Details aus Abb. 10. Es ist deutlich zu sehen, daf} die Zellen
zwischen den einzelnen Fasern Netzwerke bilden. Die vitalen
Zellen erscheinen griin. Einige wenige sind avital, erkennbar an
den rot markierten Zellkernen (—). Auch in der lateralen
Betrachtung ist die sehr hohe Anzahl der griin markierten vitalen
Zellen nach 33 Tagen in Kultur erkennbar.

Die Vermehrung der Chondrozyten lief sich in Hya’ff® 11 nicht ohne Probleme dar-
stellen. Die tiblichen Test-Kits mittels BrDU-Einlagerung oder dem Ki-67-Test wa-
ren wegen der Kreuzreaktionen von Hyaff® 11 mit Bestandteilen der Test-Kits nicht
auswertbar. Es wurde daher auf die rein deskriptive Methode zuriickgegriffen, re-
présentative Bereiche der Vlies-Chondrozyten-Konstrukte {iber den Zeitraum der

Kultur hinweg zu beobachten (Abb. 12)

Dabei zeigte sich eindeutig, da3 die Zellzahl zunahm, da die Faserzwischenrdume

von den Chondrozyten ausgefiillt wurden und die Proben an Dichte zunahmen. Dies
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deckt sich auch mit der makroskopischen Beobachtung, dafl die Chondrozyten-
Vlies-Transplantate in den ersten 2-3 Wochen der Kultur an Volumen zunehmen.
Danach bleiben die Transplantate unveridndert, bis nach 6 Wochen in vitro die Pro-

ben zerfallen.
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Abb. 12: Darstellung des selben Areals am Rand eines Chondrozyten-
Vlies-Transplantates nach 2 (a), 8 (b), 13 (c), 16 (d), 17 (e) und
20 (f) Tagen in vitro. Die proliferierenden Chondrozyten fiillen
die Faserzwischenrdume aus (—>). Dies fiihrt zum Teil zu
Umlagerungen der Fasern und insgesamt zu einer Verdichtung
des Transplantates. Teilweise ist zu sehen, da3 Faseranteile, die
nicht von Zellen besiedelt sind, aufgelost werden (—).
OriginalvergroBerung: x 200.
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3.2.3 Morphologie der Zellen

Die Morphologie der Chondrozyten im Vlies war zum Zeitpunkt der Aussaat spin-
delférmig und mit Zellausldufern dhnlich Fibrozyten. In der Elektronenmikroskopie
lieBen sich die Morphologie und die Zellverteilung im Vlies zu jedem Zeitpunkt der
Kultur gut darstellen (Abb. 13 und Abb. 14).

Bis zum Ende der in vitro-Kulturzeit von etwa 42 Tagen blieb die Morphologie der
Zellen unverindert spindelférmig. Die Chondrozyten bilden zwischen den Fasern
Netzwerke, die durch Zellausldufer, die einen Kontakt zwischen den Zellen aufbau-

en, zusammengehalten werden. Eine extrazelluldre Matrixbildung war nicht nach-

weisbar.

i ¢ AJ. _‘l‘_, t'!é}_ )
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Abb. 13: Hyaff®11-Chondrozyten-Probe nach 10 Tagen in vitro-Kultur in
elektronenmikroskopischer Darstellung. Es ist deutlich eine
facherformige Anordnung der Zellen zwischen den Fasern zu

sehen. Die Zellausldufer stehen miteinander in Kontakt.
Originalvergroferung: x 780.
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Abb. 14: Hyaff® 11-Chondrozyten-Probe nach 10 Tagen in vitro-Kultur in
elektronenmikroskopischer Darstellung. Die spindelformigen
Zellen liegen den Fasern dicht an. Neben der Fibrozyten-
dhnlichen Morphologie ist die gute Adhdrenz der Zellen an den
Fasern erkennbar. Originalvergroferung: x 860.

3.2.4 Charakterisierung des Chondrozytenphinotypes

Wie bereits angesprochen, ist der Aufbau der extrazelluldren Matrix fiir die
Funktion des Knorpelgewebes von entscheidender Bedeutung. Das Phdnomen der
Dedifferenzierung der Chondrozyten tritt bei einer Isolierung der Zellen aus dem
dreidimensionalen Matrixverband auf [Mark 1977, Benya 1982] und beschreibt den
Verlust einer spezifischen Matrixbildung zugunsten der Teilungsféhigkeit der Zel-
len. Der aussagekriftigste Marker ist hierbei der Nachweis von Kollagen Typ II,
dessen Produktion in der Monolayerkultur verschwindet und durch Synthetisierung
von Kollagen Typ I ersetzt wird. Dieser Vorgang wird auch als Switch von Kollagen

Typ 11 zu Kollagen Typ I bezeichnet.
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Da die spezifischen Eigenschaften von Kollagen Typ II fiir die einzigartige
Druckelastizitit von Knorpelgewebe unersetzlich sind, ist es nun von entscheiden-
der Bedeutung, wieder einen Switch von einer Kollagen Typ I-Produktion zuriick
zu einer Kollagen Typ II-Produktion zu erreichen, d.h. eine Redifferenzierung der

Zellen einzuleiten.

Auch die weiteren Matrixbestandteile wie z.B. Chondroitinsulfat, Keratansulfat und
andere Proteoglykane sind fiir die Funktion und den Wassergehalt des Gewebes

wichtig.

3.2.4.1 Allgemeiner Nachweis von Kollagenen

Die Darstellung von Kollagenen im Gesamten erfolgte mit Hilfe der Azanférbung.
In der dreidimensionalen in vitro-Kultur von Chondrozyten auf Hyaff® 11 waren
wihrend der gesamten Kulturzeit Kollagene nachweisbar, die allerdings vorwie-
gend intrazelluldr zu finden waren. Eine extrazelluldre Matrixbildung sowie die ty-

pische Lakunenbildung fehlt (Abb. 15).
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Abb. 15: Azanfirbung eines Kryostatschnittes einer Hyaff® 11-
Chondrozyten-Probe nach 14 Tagen in vitro. Die histochemisch
nachgewiesenen Kollagene (blau) sind nur sparlich und
ausschlieBlich intrazelluldr zu finden (—). Die Zellen liegen der
Faser (F) an, z.T. sind sie auch in der Umgebung zu finden und
stehen iiber Zellausldufer miteinander in Kontakt.

Schnittdicke: 6 um. OriginalvergroBerung: x 460.

3.2.4.2 Kollagen Typ II

Der Nachweis von Kollagen Typ II ist von zentraler Bedeutung, da das Wiederauf-
treten der Kollagen Typ II-Produktion der spezifische Marker fiir den Beginn der
Redifferenzierung der Chondrozyten ist.

Es konnte nun in den immunhistochemischen Farbungen gezeigt werden, da3 bei
einer Kultivierung der dedifferenzierten Chondrozyten auf Hyaff® 11 in den ersten
10 Tagen noch kein Wiederauftreten der Kollagen Typ II-Produktion eintrat

(Abb. 16).

Nach etwa 14 Tagen konnten erste, intrazelluldr gelegene Kollagene vom Typ 11
nachgewiesen werden (Abb. 18 und Abb. 20). Auch in der folgenden Kulturzeit
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wurde intrazellulédr gelegenes Kollagen Typ Il nachgewiesen. Eine extrazellulire
Anhdufung im Sinne einer Matrixbildung trat in vitro nicht auf (Abb. 22 , Abb. 23
und Abb. 21).
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Abb. 16: Chondrozyten auf Hyaff® 11, kultiviert fiir 7 Tage in vitro. Die
Zellen (—) sitzen an den Fasern, teilweise sind sie auch zwischen
den Fasern (F) gelegen. Es ist kein spezifisches Kollagen Typ 11
nachweisbar. Schnittdicke: 6 pum. Originalvergroferung: x 460.
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Abb. 17: Nachweis von intrazelluldr gelegenem Kollagen Typ II nach
16 Tagen in Kultur auf Hyaﬁ® 11 mit dem Yoo-Antikorper, das
in dieser Farbung rot erscheint (—). Die Chondrozyten sind an
den Fasern adhdrent und bilden zum Teil Netzwerke zwischen
den Fasern. Die Fasern sind im Querschnitt getroffen (F).
Schnittdicke: 6 um. OriginalvergroBerung: x 460.

Abb. 18: Nachweis von intrazelluldr gelegenem Kollagen Typ II nach
16 Tagen in Kultur auf Hyaff® 11 mit dem Monosan-Antikdrper
PS-48, das in dieser Farbung rotbraun erscheint (—). Die
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Chondrozyten sind an den Fasern adhdrent und bilden zum Teil
Netzwerke zwischen den Fasern. Die Fasern sind im Querschnitt
getroffen (F). Schnittdicke: 6 um. OriginalvergroBerung: x 460.

Abb. 19: Nachweis von Kollagen Typ II nach 28 Tagen in Kultur auf
Hyaff®l 1 mit Hilfe des Yoo-Antikorpers in roter Anfarbung. Das
knorpelspezifische Kollagen Typ II ist weiterhin intrazelluldr (-)
nachweisbar, die Zellen sind teilweise adhdrent an den Fasern (F)
und finden sich zum Teil in den Zwischenfaserraumen.
Schnittdicke: 6 pm. OriginalvergroBBerung: x 460.
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Abb. 20:

Abb. 21:

Nachweis von Kollagen Typ II nach 28 Tagen in Kultur auf
Hyaff®11 mit Hilfe des Yoo-Antikérpers in roter Anfirbung. Das
knorpelspezifische Kollagen Typ II ist weiterhin intrazellulér (—)
nachweisbar, die Zellen sind teilweise adhdrent an den Fasern (F)
und finden sich zum Teil zwischen den Fasern.

Schnittdicke: 6 um. OriginalvergrofSerung: x 460.

Nachweis von Kollagen Typ Il nach 33 Tagen in Kultur auf
Hyaff®11 mittels Fluoreszenzdarstellung in der CLSM. Das
knorpelspezifische Kollagen Typ II ist intrazelluldr (—)
nachweisbar, die Zellen sind teilweise adhdrent an den Fasern (F)
und finden sich z.T. in den Faserzwischenrdumen.
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3.2.4.3 Kollagen Typ I

Kollagen Typ I ist ein Kollagen, das in unterschiedlichen Bindegeweben (z.B. Peri-
chondrium, Haut, Sehnen) vorkommt und vorwiegend von Fibrozyten gebildet
wird. In der normalen Matrix von hyalinem Knorpelgewebe ist es nicht zu finden.
Im Rahmen der Dedifferenzierung der Chondrozyten in der Monolayerkultur tritt
jedoch eine Produktion von Kollagen Typ I auf, die nicht wiinschenswert ist, da
Kollagen Typ I nicht die selben mechanischen Eigenschaften wie Kollagen Typ II
hat.

In der dreidimensionalen Kultur von dedifferenzierten Chodrozyten auf Hyaff® 11
wurde von Anfang der Kulturzeit an Kollagen Typ I nachgewiesen, das intrazellular

lag (Abb. 22 und Abb. 23). Diese Produktion blieb bis Ende der Kultur bestehen.

Abb. 22: Nachweis von Kollagen Typ I (*), rotbraun dargestellt, nach
16 Tagen in vitro-Kulturzeit. Das Kollagen liegt intrazellular, die
Zellen haften an den Fasern (F) an. Schnittdicke: 6 um.
Originalvergroerung: x 460.
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Abb. 23: Der intrazelluldre Nachweis von Kollagen Typ I (*) ist nach
28 Tagen in vitro-Kultivierung des Chondrozyten-Hyaff® 11-
Transplantates eindeutig positiv. Es gibt keinen Hinweis auf
einen Riickgang der Produktion. Deutlich ist zu sehen, daf3

die Zellen Netzwerke zwischen den Fasern (F) bilden.
Schnittdicke: 6 um. OriginalvergroBerung: x 360.

3.2.4.4 Chondroitinsulfat

Chondroitinsulfate gehdren zu der Klasse der Glykosaminoglykane und kommen in
grofler Menge v.a. im Knorpelgewebe vor, in dem sie bis zu 40% der Trockensub-
stanz ausmachen konnen. Daneben sind sie auch in Bindegeweben, der Haut und

der Hornhaut nachweisbar.

In der dreidimensionalen in vitro Kultur der dedifferenzierten Chondrozyten auf

Hyaff®11 waren die Chondroitinsulfate nur vereinzelt und spérlich nachweisbar

(keine Abbildung).
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3.2.4.5 Keratansulfat
Keratansulfat ist ein Glykosaminoglykan, das im menschlichen Organismus aus-

schlieBlich in Knorpel und Cornea vorkommt. In vitro lie3 es sich nicht nachweisen

(keine Abbildung).

3.2.4.6 Safranin-O
Mit Hilfe der Safranin-O-Féarbung werden Glykosaminoglykane und Proteoglykane

nachgewiesen. In den in vitro-Praparaten waren die Farbungen negativ iiber den ge-

samten Kulturzeitraum hinweg (keine Abbildung).

3.2.4.7 Alcianblau
Mit Hilfe der Alcianblau-Farbung werden Glykosaminoglykane und Proteoglykane

nachgewiesen. In den Préparaten der in vitro-Kultur waren die Firbungen negativ

iiber den gesamten Kulturzeitraum hinweg (keine Abbildung).

33 Chondrozyten-Hyafi® 11-Transplantate in vivo

3.3.1 Untersuchung der Stabilitit der Transplantate

Die Transplantate wurden in athymischen Nacktméusen fiir 4 und 12 Wochen (je
4 Proben) subcutan implantiert. Wiahrend der gesamten in vivo-Phase trat keine Re-
sorption der Transplantate auf, ebenso keine Infektion von Transplantaten oder Tie-

ren.

Die Transplantate blieben in Form und Grée (Abb. 24) weitestgehend stabil, es

lieB sich lediglich eine Zunahme der Dicke beobachten.
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Auch in der orientierenden mechanischen Untersuchung verhielten sich die Trans-

plantate dhnlich hyalinem Knorpel, ebenso beim Zerteilen mit dem Skalpell.

Abb. 24: Die Chondrozyten- Hyaff® 11-Transplantate (Nr. 1 und 2) nach
subcutaner Implantation fiir 4 Wochen. Die Proben sind vor den
Aufnahmen halbiert worden, da ein Teil in den Laboratorien der
Fidia Advanced Biopolymers Srl (Abano Terme, Italien)
verblieb, in denen dieser Teil der Tierversuche durchgefiihrt
wurde. Nr. 3 ist eine Probe von reinem Hyaff®11 in der GroBe
10 x 10 x 2 mm, d.h. doppelt so grof3. Bereits makroskopisch féllt
die wesentlich hohere Dichte der Transplantate im Vergleich mit
denen der in vitro-Kultur auf.

3.3.2 Morphologie der Chondrozyten

In der histologischen Untersuchung der Knorpeltransplantate zeigte sich ein fester
Verband aus Zellen, Matrix und Vliesfasern. Die Konstrukte erwiesen sich in der
elektronenmikroskopischen Untersuchung als sehr dicht, einzelne Zellen konnten

nicht dargestellt werden (keine Abbildung).

In der histologischen Aufarbeitung zeigte sich, dal die Zellen innerhalb einer Ma-

trix liegen. Ihre Morphologie entspricht nicht vollkommen der rund-ovalen Form
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von Chondrozyten im normalen Knorpelgewebe, unterscheidet sich jedoch deutlich
von den fibroblasten-artigen Zellen der Monolayerkultur. Die Interzelluldrsubstanz
bildet sich zunehmend zwischen den Zellen aus, dringt diese auseinander und bildet
so Lakunen, in denen die Zellen liegen. Nur wenige der Zellen stehen noch tiber

Zellausldufer in Kontakt. Vereinzelt sind Mitosefiguren nachweisbar. (Abb. 25 und

Abb. 26).
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Abb. 25: Héamatoxyllinfarbung eines histologischen Schnittes eines

Transplantates nach 12 Wochen subcutaner Implantation. Die
Morphologie der Zellen ist sehr variabel, sie liegen alle in
Lakunen von Matrix umgeben. Die Fasern (F) liegen inmitten
der Grundsubstanz, sie sind aufgrund der Schnittechnik
grofBtenteils als Hohlraum erkennbar. Schnittdicke: 6 um.
OriginalvergroBerung: x 320.
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Abb. 26: Im Detail aus Abb. 25 ist die rund-ovale Form der Zellen gut
zu sehen. Es findet sich eine Mitosefigur (M). Der typische
basophile Hof um die Lakunen (L), wie er bei nativem
Knorpelgewebe zu finden ist, fehlt. Faser: F.

Schnittdicke: 6 um. Originalvergroferung: x 460.

3.3.3 Allgemeiner Nachweis von Kollagenen

In dieser Azanférbung sind die mikroanatomischen Strukturen sehr gut beurteilbar.
In der Gegeniiberstellung von nativem Septumknorpel und Hyaff®11-Chondrozy-
ten-Transplantaten nach 4 und 12 Wochen subcutaner Implantation zeigt sich, daf3
die Qualitit der Transplantate verglichen mit dem Knorpel deutlich geringer ist. Die
Fasern nehmen auch nach 12 Wochen Implantationszeit einen unveréndert grof3en

Anteil der Extrazelluldrsubstanz ein.
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Die Zellen selber liegen in Lakunen, stehen z.T. aber auch iiber Zellausldufer in
Kontakt, oder eine Lakune ist von mehreren Chondrozyten besiedelt. Bemerkens-
wert ist jedoch die ausgeprigte Dichtezunahme der Matrix im Vergleich der Trans-
plantate nach 4 und 12 Wochen. Dies spricht fiir eine langsame Ausreifung der
Matrixproduktion und ist damit als Hinweis auf die beginnende Redifferenzierung
der Zellen anzusehen (Abb. 29, Abb. 30, Abb. 31 und Abb. 32). Zum Vergleich
wurde eine Azanfarbung von nativem Knorpelgewebe beigefiigt (Abb. 27 und Abb.
28).

Abb. 27: Nativer humaner Septumknorpel in einer Azanférbung. Die
Kollagene der Matrix sind leuchtend blau zu sehen, die Zellkerne
rot markiert. Zu sehen ist die gleichmifBige Verteilung der Zellen
in der Matrix. Schnittdicke: 6 pm. OriginalvergroBerung: x 260.
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Abb. 28: Detail aus Abb. 27. Die Chondrozyten im nativen
Knorpelgewebe liegen frei innerhalb der Lakunen. Die
Verteilung der Lakunen in Territorien ist erkennbar (T). Auch
hier finden sich Mitosefiguren (M). Schnittdicke: 6 pm.
OriginalvergroBerung: x 320.

Abb. 29: Azanfirbung eines Hyaff®11-Chondrozyten-Transplantates nach
4 Wochen subcutaner Implantierungszeit. Die Kollagenfasern
(blau) nehmen eine geringere Flache als im nativen Gewebe ein,
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die Verteilung erscheint deutlich lockerer. Eine Lakunenbildung
ist im Ansatz vorhanden. Die Zellverteilung ist unregelmaBig, es
findet sich keine Strukturierung der Mikroanatomie im Sinne
einer Territorienbildung. Schnittdicke: 6 pm.
Originalvergréferung: x 280.

Abb. 30: Im Detail aus Abb. 29 ist das zarte Kollagenfaser-Geflecht zu
sehen. Es scheint weniger dicht als bei nativem Knorpelgewebe
zu sein (Abb. 27 und Abb. 28). Teilweise scheinen die Zelle
untereinander iiber Ausldufer in Kontakt zu stehen. Die Fasern
(F) sind als Hohlrdume zu sehen. Schnittdicke: 6 pm.
OriginalvergroBBerung: x 320.
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Abb. 31: Azanfiarbung eines Hyaff® 11-Transplantates nach 12 Wochen
in vivo-Kultivierung. Die im Schnitt ausgelosten Flichen
entsprechen den Fasern der Hyaff®11-Vliesfasern (F). Die
leuchtend blaue Matrix zwischen den Fasern entspricht den
Kollagenfasern im Prédparat, die Zellkerne sind rot gefarbt. Es
ist sichtbar, daf3 die Matrix den Freiraum zwischen den Fasern
vollstindig ausfiillt und diese formlich einmauert. Die Zellen
liegen in Lakunen. Die Verteilung erscheint wesentlich unruhiger
als im nativen Knorpel (Abb. 27 und
Abb. 28), eine spezifische Binnenarchitektur oder Gliederung
in Territorien fehlt. Schnittdicke: 6 pm.
OriginalvergroBerung: x 200.
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Abb. 32: Im Detail aus Abb. 31 erscheint die Extrazelluldrmatrix deutlich
dichter bei gleicher Schnittdicke der Préparate (6 um). Die
Zellkerne sind rot markiert, die Fasern (F) als Hohlrdume
erkennbar. Originalvergroferung: x 280.

3.3.4 Kollagen Typ II

Typischerweise ist innerhalb des gesunden, nativen Knorpelgewebes ausschlielich
Kollagen Typ Il nachweisbar. Kollagen Typ I ist ein Bestandteil von Bindegewebe
und kommt u.a. im Perichondrium vor (Abb. 33). Es gilt als Marker fiir die Dedif-
ferenzierung der Chondrozyten nach Amplifizierung, wohingegen das Wiederauf-
treten von Kollagen Typ II als Hinweis auf eine Redifferenzierung angesehen wird.
Eine Darstellung dieser Kollagen Typen ist daher von entscheidender Bedeutung fiir

die Beurteilung des entstandenen Gewebe.
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Abb. 33: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen Typ II in rot und
Kollagen Typ I in braun in einem Schnitt von humanem
Septumkorpel. Es ist deutlich zu erkennen, da3 Kollagen Typ II
ausschlieBlich innerhalb der Matrix zu finden ist, Kollagen Typ I
findet sich strikt auf das Perichondrium beschrénkt.
Schnittdicke: 6 um. OriginalvergroBerung: x 260.

Dem Nachweis von Kollagen Typ II als dem wichtigsten Marker der Redifferenzie-
rung der Chondrozyten wurde ein besonderes Gewicht beigemessen. Es konnte
nach subcutaner Implantierung bereits nach 4 Wochen wie auch nach 12 Wochen
mit Hilfe der Immunhistochemie in der Fluoreszenz-Methode nachgewiesen wer-

den (Abb. 34, Abb. 36 und Abb. 38).
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Abb. 34: Nachweis von Kollagen Typ II in einem Hyaff® 11-Transplantat
nach 4 Wochen in vivo im CLSM mittels der indirekten
Fluoreszenz-Methode. Die Zellkerne sind mit Hilfe des Hoechst
33258 Farbstoffes blau markiert, das Kollagen Typ II erscheint
leuchtend rot (—). Die Matrix zwischen den Zellen ist dicht, die
Zellen liegen in Lakunen. Fasern: f. Schnittdicke: 30 mm.

Abb. 35: Detail aus Abb. 34. Die Zellen sind gut in den Lakunen liegend
zu sehen, umgeben von einer Matrix aus Kollagen Typ II (—).
Fasern: f, Schnittdicke: 30 pm.
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Abb. 36:

Auch nach 12 Wochen in vivo-Kultivierungszeit ist der
Nachweis von Kollagen Typ II eindeutig positiv, hier in der
konventionellen Mikroskopie in leuchtend roter Fluoreszenz
dargestellt (—). Es finden sich Faserreste (F), eine Anfarbung
der Zellkerne erfolgte nicht. Schnittdicke: 30 um.
OriginalvergroBerung: x 320.
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Abb. 37: Abbildung einer Negativkontrolle, die unter exakt den selben
Bedingungen hergestellt wurde. Es wurde lediglich auf den
Primérantikdrper verzichtet. Es ist zu sehen, dafl zwar in sehr
geringem Mafe eine Autofluoreszenz besteht, die jedoch deutlich
unter der Fluoreszenz der Abb. 36 liegt. Schnittdicke: 30 pm.
OriginalvergroBBerung: x 320.

3.3.5 Kollagen Typ I

Das Kollagen Typ I, das als Marker fiir die Dedifferenzierung der Chondrozyten
gilt, war wihrend des gesamten Kultivierungszeitraumes in der Konfokalen Laser
Scanning Mikroskopie nachweisbar (Abb. 38). Es waren nach 4 Wochen subcuta-
ner Implantierungszeit Areale zu finden, die vollstdndig frei von Kollagen Typ I
sind (Abb. 39). Ein Hinweis auf einen Riickgang der Produktion nach 12 Wochen
zeigte sich nicht (Abb. 40).
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Abb. 38: Nachweis von Kollagen Typ I (*) mittels indirekter Fluoreszenz-
Methode rot dargestellt in der CLSM eines Hyaff® 11-
Chondrozyten-Transplantates nach 4 Wochen in vivo.
Markierung der Zellkerne mit Hoechst 33258-Farbstoff in blau.
Fasern: f. Schnittdicke: 30 um.

Abb. 39: Immunhistochemische Darstellung von Kollagen Typ I (*),
hier braun markiert, in einem Gewebeschnitt eines Hyaff®'11-
Chondrozyten-Transplantates nach 4 Wochen subcutaner
Implantation. Zu sehen sind weiter Areale, in denn keinerlei
Kollagen Typ I nachweisbar ist. Faser (F).

Schnittdicke: 10 um. OriginalvergroBerung: x 260.
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Abb. 40: Nachweis von Kollagen Typ I (*) innerhalb eines Transplantates
nach 12 Wochen subcutaner Implantierung mittels der indirekten
immunhistochemischen Fluoreszenz-Markierung. Das Kollagen
Typ I ist leuchtend griin dargestellt. Faser: F.

Schnittdicke: 20 pm. Originalvergroferung: x 460.

3.3.6 Chondroitinsulfat

Der Nachweis von Chondroitin-Sulfat wurde stellvertretend fiir die Klasse der Gly-
kosaminoglykane angesehen. Diese machen einen der drei Hauptbestandteile neben
Hyaluronsédure und Kollagenen in Trockensubstanz der nativen Knorpelmatrix aus.
Der Nachweis innerhalb der Hyaf[® 11-Chondrozyten-Transplantate erfolgte mit-

tels der indirekten Peroxidase-Methode und war nach 4 und 12 Wochen subcutaner

Kultivierung schwach positiv (Abb. 41).
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Abb. 41: Nachweis von Chondroitinsulfat (—) innerhalb eines Hyaff® 11-
Chondrozyten-Transplantates nach 4 Wochen subcutaner
Implantierung. Das exprimierte Chondroitinsulfat ist rotlich
markiert und sowohl in der Interzelluldrsubstanz als auch an den
Zerfallsrdndern der Fasern (F) zu erkennen. Schnittdicke: 6 um.
Originalvergroferung: x 320.

3.3.7 Keratansulfat
Das Glykosaminoglykan, das ausschlieBlich in Knorpelgewebe und Cornea nach-

weisbar ist, ist ebenfalls ein spezifischer Teil der Matrix. Es lie3 sich zu jedem Zeit-

punkt der in vivo Kultur darstellen (Abb. 42).
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Abb. 42: Ein Chondrozyten-Hyaff® 11-Transplantat nach 12 Wochen in
vivo. Das exprimierte Keratansulfat wurde mittels Fluoreszenz-
Farbstoff leuchtend rot dargestellt (—). Der Nachweis war {iber
allen Arealen der exprimierten Matrix positiv. Die Kerne sind
blau markiert, Reste der Fasern z.T. vorhanden (F).
Schnittdicke: 6 pm. Originalvergroferung: x 320.

3.3.8 Safranin O

Die Safranin O-Farbung ist der allgemeine histochemische Nachweis von Glykos-
aminogykanen als einem weiteren wichtigen Bestandteil der Knorpelmatrix. Diese
war ebenfalls zu jedem Zeitpunkt der in vivo Kultivierung innerhalb der Hyaff®11-

Chondrozyten-Transplantate nachweisbar (Abb. 43)
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Abb. 43: Safranin O-Farbung eines Hyaff® 11-Transplantates nach

4 Wochen in vivo. Die Glykosaminoglykane innerhalb der
Matrix wurden mit dieser Farbung leuchtend gelb markiert (—),
zwischen den Fasern (F) liegend. Die Zellkerne sind rotlich
angefarbt. Schnittdicke: 6 pm. Originalvergroferung: x 260.

3.3.9 Alcianblau
Diese Farbung dient zum allgemeinen Nachweis von Glykosaminoglykanen. Diese

waren ebenfalls zu jedem Zeitpunkt der in vivo-Kultivierung innerhalb der

Hyaff®11-Chondrozyten-Transplantate nachweisbar (Abb. 44).
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Abb. 44: Alcianblau-Firbung eines Hyaff®11-Transplantates nach
4 Wochen in vivo. Die Glykosaminoglykane und sauren
Proteoglykane innerhalb der Matrix wurden mit dieser Farbung
leuchtend blau markiert (—). Fasern (F). Schnittdicke: 6 um.
OriginalvergroBerung: x 260.

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

* Humane Chondrozyten kdnnen aus einer kleineren Probe aus dem Nasensep-
tum isoliert und in der Monolayerkultur zur Proliferation angeregt werden, um
eine grofere Zellzahl zu erreichen. Die humanen Chondrozyten verlieren nach
der Isolierung in der Monolayerkultur die Fahigkeit, Kollagen Typ II zu expri-
mieren. Statt dessen tritt eine Produktion von Kollagen Typ I auf. Gleichzeitig
andert sich die Morphologie von rund-oval zu spindelférmig, die dhnlich der

von Fibrozyten ist.

* Nach der Aussaat im Biomaterial Hyaft® 11 adhériert der GrofBteil der Zellen
(92-95%) innerhalb des Vlieses. In vitro zeigen die Chondrozyten eine hervor-
ragende Vitalitit (92-98%) liber den gesamten Kulturzeitraum von bis zu 48

Tagen. Die Zellmorphologie bleibt unveréndert spindelférmig. Kollagen Typ II
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kann nach 16 Tagen in vitro intrazelluldr nachgewiesen werden. Kollagen Typ
I bleibt bis Ende der Kulturzeit intrazelluldr nachweisbar. Die Produktion der
Matrixbestandteile Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Glykosaminoglykane und
saurer Mukopolysaccharide ist in vitro negativ (Tab. 3). Innerhalb des Beob-
achtungszeitraumes von bis zu 42 Tagen wird keine extrazelluldre Matrix

aufgebaut.

* Invivo bleiben die Transplantate formstabil {iber den gesamten Kulturzeitraum
von bis zu 12 Wochen. Die Transplantate werden dicht, sind druckelastisch
und erinnern an hyalinen Knorpel. Es werden extrazelluldr die typischen
Bestandteile einer Knorpelmatrix (Kollagen Typ II, Chondroitinsulfat, Kera-
tansulfat, Glykosaminoglykane und saure Mukopolysaccharide) nachweisbar.
Die Chondrozyten liegen innerhalb von Lakunen. Teilweise sind Hinweise auf
Proliferation zu erkennen. Kollagen Typ I bleibt bis zum Ende der in vivo-

Kultur nachweisbar (Tab. 3).

Tabelle 3: Exprimierung der nachgewiesenen Matrixbestandteile in vitro und

in vivo.
In vitro-Proben nach In vivo-Proben nach
4 Wochen Kulturzeit 12 Wochen Kulturzeit
Kollagen Typ I1 + 4+
Kollagen Typ I + ++
Chondroitinsulfat - et
Keratansulfat - 4+
Safranin O - ++
Alcianblau - ++
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4 Diskussion

Das Tissue-Engineering von autologem Knorpelgewebe konnte fiir die Rekonstruk-
tive Chirurgie ein vielversprechendes Verfahren werden, um grof8ere Knorpeldefek-
te mit einer minimalen Hebedefektmorbiditit zu heilen [Aigner 2000]. Der Aufbau
der vorliegenden Arbeit und sdmtliche im experimentellen Design der Untersu-

chungen wurden im Hinblick auf einen mdglichen klinischen Einsatz gewéhlt.

4.1 Differenzierungsverhalten von Chondrozyten in der
Amplifikationsphase

In der hier verwendeten Methode des Tissue-Engineering humaner adulter Chon-
drozyten wird aus einer kleinen Gewebeprobe eine moglichst groBe Anzahl von
Zellen gewonnen, die dann geméal den klinischen Voraussetzungen zur Deckung ei-
nes grofleren Defektes expandiert werden miissen. Dieser entscheidende und uner-
laBliche Faktor wird in vergleichbaren Studien hédufig nicht berticksichtigt [ Aigner
2000].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen humaner adulter nasoseptaler
Chondrozyten mit dem Trégermaterial Hyaff® 11 und dessen Eignung fiir das

Tissue-Engineering von humanem Knorpelgewebe untersucht.
Die Anzahl von Chondrozyten, die aus einer Probe isoliert werden kann, ist abhén-
ging von der Probengrofle und der individuellen Zelldichte. In dieser Experimenten-

reihe betrug sie 2,8 + 1,2 x 10° bei einer ProbengroBe von ca. 0,1 - 0,3 cm?.

In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf3 es moglich ist, eine

grofle Anzahl von humanen Chondrozyten in vitro zu gewinnen [Solursh 1991,
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Bujia 1995a+b]. Eine Vermehrung der Zellzahl um den Faktor 10° innerhalb von
8 Wochen ist moglich, in dieser Zeit ist kein Abfall der Proliferationsaktivitit fest-

stellbar. Es ist jedoch nicht zu erwarten, da3 eine unbegrenzte Vermehrung stattfin-

den kann [Hayflick 1965].

Es wurden bislang keine signifikanten Unterschiede im Proliferationsverhalten in

Abhédngigkeit vom Alter oder Geschlecht nachgewiesen [Sittinger 1994].

Bei den vorliegenden Experimenten wurde lediglich eine Vermehrung um den Fak-
tor 40 durchgefiihrt. Einmal war dies eine ausreichende Zellzahl, zum anderen soll
mit einer steigenden Passagenzahl auch eine Minderung des Redifferenzierungspo-

tentials einhergehen [Osch 2001].

Die Amplifikation geht jedoch mit einem Verlust der hochspezialisierten Funktion
der Matrixproduktion der Chondrozyten her. Dieser Vorgang wird als Dedifferen-
zierung bezeichnet. Marker fiir die Dedifferenzierung ist der Verlust der Exprimie-
rung des knorpeltypischen Kollagen Typ II und die Bildung von Kollagen Typ I, das
in normalem Knorpelgewebe nicht zu finden ist [Desmukh 1976, Benya 1978].

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte das Phdnomen der Dedifferenzierung
beobachtet werden. Nach einer Amplifizierungsphase der Chondrozyten von

13 Tagen waren Kollagen Typ I und II noch koexprimiert. Nach 31 Tagen war kei-
nerlei Produktion des knorpeltypischen Kollagen Typ II mehr zu beobachten, ledig-
lich Kollagen Typ I wurde gebildet. Die Zellen waren dedifferenziert.

Der entscheidende Schritt beim Tissue-Engineering von Knorpelgewebe ist eine
Einleitung der Redifferenzierung der Zellen. Die genauen Mechanismen, die zu den
Phanomenen der Dedifferenzierung sowie der Redifferenzierung fiihren, sind bis-
lang nur wenig bekannt. Ein Faktor ist die erneute Anordnung im dreidimensionalen
Zellverband [Cima 1991, Vacanti 1991, Puelacher 1994, Park 1995, Bujia 1995a,
Cao 1997, Aigner 2000, Osch 2001]. Die Zellen werden hierfiir in eine Tragerstruk-
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tur eingebracht, die eine dreidimensionale Anordnung und damit eine Redifferen-

zierung der Zellen ermdglicht.

4.2 Beurteilung des entstandenen Gewebe

4.2.1 Die Entwicklung der Hyaft® 11-Chondrozyten-Transplantate in vitro

Die Chondrozyten wurden nach der Amplifikationsphase (Dauer: 35 + 8 Tage) in
der Monolayerkultur in das Vlies eingebracht. Innerhalb von 4 - 6 Stunden adhérier-
te der Grofteil der dedifferenzierten Zellen (90 = 2,5%). Die Konstrukte wurden im
weiteren Verlauf zellreicher und damit dichter. Dies spricht fiir ein Persistieren der
Proliferationsaktivitit. Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 die Chondrozyten
in der dreidimensionalen Struktur nach 16 Tagen wieder beginnen, Kollagen Typ II
als Marker der Rediftferenzierung intrazelluldr zu bilden. Kollagen Typ I wurde
ebenfalls weiterhin intrazelluldr synthetisiert. Eine Bildung anderer typischer
Matrixbestandteile wie z.B. Chondroitinsulfat, Keratansulfat oder Mukoproteine
konnte nicht nachgewiesen werden. Die Zellen waren innerhalb des Beobachtungs-
zeitraumes von 42 Tagen nicht in der Lage, eine extrazelluldre Matrix aufzubauen.
Dies ist als spezifische Funktion des Knorpelgewebes unerldBlich, und ein Fehlen
spricht fiir ein Defizit der Zellen. Beispielsweise ist auch in der Pathologie von Ar-

throse eine Reduktion der Knorpelmatrix ein entscheidender Faktor.

Die Proben wurden nach lidngstens 42 Tagen instabil. Durch Hydrolyse l6sten sich
die Fasern auf, durch die fehlende Matrix konnte der dreidimensionale Zellverband

nicht aufrechterhalten werden.

Dies alles spricht dafiir, daB} in vitro keine vollstindige Redifferenzierung der Chon-
drozyten erreicht werden konnte. Aufgrund der dreidimensionalen Anordnung der
Zellen sowie der guten Eigenschaften des Biomaterials wurde der Impuls zur Redif-

ferenzierung gegeben, der sich jedoch in vitro als nicht ausreichend erwies.
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4.2.2 Die Entwicklung der Hyaft® 11-Chondrozyten-Transplantate in vivo

Die Implantation der Hyaff® 11-Proben erfolgte nach 3 Wochen in vitro-Kultur. Zu
diesem Zeitpunkt befanden sich die Zellen in einem Stadium der inkompletten
Redifferenzierung. In der Vorstellung des "Bioreaktors Mensch" wiren die optima-
len Umgebungsbedingungen fiir eine vollstindige Redifferenzierung gegeben. Um
eine solche Anwendung zu etablieren, wurde die Technik an einem Tiermodell
iiberpriift. Ein gut geeignetes Modell fiir die Transplantation von xenogenem, hu-
manem Gewebe ist die homozygote Nacktmaus. Diese zeichnet sich aufgrund eines
autosomal-rezessiven Gendefektes durch das Fehlen funktionstiichtiger T-Zellen
aus, da die Thymusanlage nur rudimentér vorhanden ist [Pantelouris 1968, Gers-
hwin 1980, Forthmeyer 1981, Jacobsen 1981]. Das B-Zell-System ist voll entwik-
kelt, jedoch durch das Fehlen von T-Helferzellen und T-Suppressorzellen in der
Funktion eingeschriankt. Somit bestehen die Vorteile eines lebenden Systems ohne
die Gefahr einer AbstoBungsreaktion. Die Ergebnisse konnen jedoch nicht uneinge-

schrinkt auf den Menschen iibertragen werden [Forthmeyer 1981].

Die Proben wurden den Nacktméusen lateral der Spina subcutan implantiert. Dies

erlaubte eine regelméfige externe Kontrolle durch Palpation und Inspektion.

Die Implantation der Hyaff® 11-Konstrukte erfolgte nach 3 Wochen in vitro-Kultur.
Die Transplantate wurden nach 4 und 12 Wochen explantiert. Bis zum Ende der
Kulturzeit waren alle Transplantate makroskopisch formstabil, es traten keine
Infektionen auf. In der grob orientierenden makroskopischen Untersuchung zeigte
sich die Konsistenz und die Druckelastizitit sowie die Farbe und glinzend-durch-

sichtige Beschaffenheit des Gewebes dhnlich dem hyalinen Knorpel.

In der mikroskopischen Untersuchung waren die Zellen typischerweise in Lakunen
liegend in der Matrix eingebettet. Diese wiesen gewisse morphologische Unter-
schiede zu nativen Knorpelzellen auf: Spindelformige Zellen mit Zellauslaufern

waren neben der typischen rund-ovalen Zellform zu finden. Vereinzelt waren noch
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Mitosefiguren nachweisbar. Insgesamt war das Bild deutlich inhomogener und un-
strukturierter als bei nativem Knorpel. Eine Gliederung in Territorien sowie eine

spezifische Binnenstruktur konnte nicht nachgewiesen werden.

Eine Einsprossung von Gefdalen wurde nicht beobachtet. Auch im nativen adulten
Knorpelgewebe sind keine Gefdlle zu finden, das Gewebe wird ausschlieBlich durch
Diffusion ernéhrt. Intaktes Knorpelgewebe besitzt das Potential, eine Tumorangio-
genese zu blockieren [Brem 1975, Langer 1983]. Es wird ein eigener Angiogenes-
einhibitor-Faktor ausgebildet [Moses 1990, Moses 1992]. Im Gegensatz dazu weist
pathologisch verdnderter Knorpel Kapillareinsprossungen auf, wie z.B. bei der

rheumatoiden Arthritis [Weiss 1995]. Ein fehlender Nachweis von Blutgefédf3en im
Knorpelgewebe ist daher ein sehr wichtiger Hinweis auf den Differenzierungsgrad

von Chondrozyten.

In der immunhistochemischen Untersuchung konnten alle wesentlichen Bestandtei-
le der nativen Knorpelmatrix nachgewiesen werden (Kollagen Typ II, Chondroitin-
sulfat, Keratansulfat, Glykosaminoglykane). Allerdings konnte in manchen Arealen
auch eine Persistenz von Kollagen Typ I gezeigt werden. Dieses machte etwa ein
Drittel der nachweisbaren Kollagene aus. Unklar bleibt hierbei, ob es sich lediglich
um Kollagen handelt, das zu Beginn der Redifferenzierungsphase noch gebildet
wird und dann innerhalb der Matrix bleibend eingebettet wird. Denkbar wire auch,
daB nur ein Teil der Zellen in der Lage ist, an einem Redifferenzierungsprozef teil-
zunehmen, wohingegen ein anderer Teil in dem Status der Dedifferenzierung ver-
bleibt. Weiter besteht die Moglichkeit, daB3 redifferenzierte Zellen in der Lage sind,

beide Kollagene gleichzeitig zu synthetisieren [Mark 1977, Homminga 1993].

Bis zum Ende des Kulturzeitraumes von maximal 12 Wochen in vivo blieben die

Fasern fast unverandert bestehen. Dies entspricht nicht den Beobachtungen, die in
fritheren Studien mit Hyaff® 11 ohne Zellbesiedelung in der Ratte gemacht wurden
[Benedetti 1993, Campoccia 1998]. Hier wurden die Vliesfasern innerhalb des glei-

chen Zeitraumes (12 Wochen in vivo) vollstindig abgebaut. Ein moglicher Grund
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hierfiir ist, daf aufgrund der neuentstandenen Matrix ein Abbau der Makromolekiile

nicht ausreichend erfolgen kann [Hutmacher 2000].

4.3 Eignung von HyafflD 11 fiir das Tissue-Engineering von
Knorpelgewebe

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Eignung des Hyaluronsdurederivats
Hyaff® 11 als dreidimensionalen Zelltréger fiir das Tissue-Engineering von huma-
nem Knorpelgewebe. Entscheidende Kriterien zur Beurteilung des Materials sind
die Biokompatibilitdt, die Bioresorbierbarkeit und die Stabilitét. Die histologisch-
morphologische Beurteilung des entstandenen Gewebes umfafite die Untersuchung

der Zelladhision, der Proliferation und der Differenzierung der Zellen.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lassen sich zur Beurteilung nach

Hutmacher [2000] folgende Schliisse ziehen:

. Hyaff® 11 ist als Vlies eine dreidimensionale Struktur mit einer grolen inneren
Oberflache. Die Voraussetzungen fiir ein Zellwachstum und den Transport von

Stoffwechselprodukten sind erfiillt.

* Die gute Biokompatibilitidt von Hyaff® 11, die in verschiedenen Arbeiten
bereits beschrieben ist (siche unten), konnte durch die vorliegenden
Ergebnisse bestitigt werden. In der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie
zeigte sich in vitro und in vivo eine optimale Zellverteilung im Vlies, die
Chondrozyten adhirierten ohne Zusdtze an den Fasern, die Vitalitit in vitro lag

iiber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg bei 92-98 %.

* Die Biodegradation ging langsamer vonstatten als anhand der Literatur zu
erwarten war. In dem Beobachtungszeitraum von max. 6 Wochen in vitro und
12 Wochen in vivo ist lediglich eine geringgradige Degradation der Fasern

aufgetreten. Dies entspricht nicht den Beobachtungen, die in fritheren Studien
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mit Hyaff®11 ohne Zellbesiedelung in der Ratte gemacht wurden [Benedetti
1993, Campoccia 1998]. Hier wurden die Vliesfasern innerhalb des gleichen
Zeitraumes in vivo vollstindig abgebaut. Eine mogliche Ursache fiir diese

Differenz konnte sein, dafl die Fasern aufgrund der einsetzenden Matrixpro-

duktion den Degradationsmechanismen nicht mehr frei zugénglich sind.

* Die chemische Zusammensetzung von Hyaff® 11 ist duBerst giinstig und daher
ein erstrebenswertes Biomaterial. Dies duflert sich in der erwiesen guten Bio-
kompatibilitit, dem positive Einfluf auf den Zellstoffwechsel, dem Erhalt der
Matrixbestandteile innerhalb des Zellverbandes sowie der Tatsache, dal}
Hyaluronséure bereits einen natiirlichen Bestandteil des nativen Knorpels dar-
stellt. Die durch Hydrolyse von Hyaff® 11 entstehenden Abbauprodukte sind
Hyaluronséure und Benzyl. Beide konnen problemlos in der Leber abgebaut

werden.

* Die mechanischen Eigenschaften von Hyaff® 11 lassen stark zu wiinschen
iibrig. Vliesstrukturen sind grundséitzlich nur wenig mechanisch stabil [Hut-
macher 2000]. Fiir eine chirurgische Handhabung ist das Material zu weich
und filigran. In vitro werden die Fasern durch Hydrierung sehr fragil. Erst in
vivo entsteht ein Gewebe, das stabiler ist. Nach der subcutanen Implantation in

der Nacktmaus war das entstandene Transplantat dhnlich hyalinem Knorpel.

Die grundsétzlichen Anforderungen, die an ein Biomaterial fiir das Tissue-Enginee-

ring gestellt werden, werden somit von Hyaff® 11 weitgehend erfiillt.

Die ungeniigenden mechanischen Eigenschaften der Vliesstruktur fiir eine chirurgi-
sche Handhabung koénnen durch eine subcutane Implantation vor der endgiiltigen

Implantation an der gewiinschten Stelle umgangen werden. Moglicherweise sind

andere Formen von Hyaff® 11, wie z.B. die Schwammstruktur, giinstiger beziiglich
der mechanischen Eigenschaften. Weiter sollte ein Vergleich der unterschiedlichen,
gingigen Materialien (z.B. Fibrinkleber, Polyglykolat-Polylactat, Agarose u.a.) mit
Hyaff® 11 erfolgen, um die Vorteile der einzelnen Materialien in Vergleich zu ermit-

teln.
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In vitro-Experimente haben Hinweise dafiir geliefert, dal Hyaluronséure die
Differenzierung von Chondrozyten positiv beeinfluft [Cortivo 1991, Fukuda 1996].
Eine weitere Serie von Experimenten hat gezeigt, da3 der Einflu von Hyaluronsau-
re auf diesen Differenzierungsprozef3 von der verwendeten Molekiilgro3e abhingen
konnte [Kuiawa 1986]. Der Impuls zur Redifferenzierung in vitro war jedoch nicht
ausreichend, um eine Bildung von funktionstiichtigem Knorpel zu ermdéglichen, die
duBerte sich neben der Weiterproduktion vom Kollagen Typ I in dem ausschlieB3li-
che Auftreten der Matrixbestandteile intrazellulédr, wohingegen der Extrazellular-

raum nicht organisiert aufgebaut werden konnte.

Die gute Biokompatibilitdt dieses degradierbaren Biomaterials in vivo wurde in
verschiedenen Untersuchungen nachgewiesen [Cortivo 1991, Benedetti 1993]. Im
Modell der Ratte war der Einsatz von Hyaluronsdurederivaten sehr gut vertraglich.
Es gab in der histologischen Untersuchung keinerlei Hinweise auf eine immunolo-
gische AbstoBungs- oder Entziindungsreaktion [Campoccia 1993]. Im Kaninchen-
modell konnte bereits der Uretralersatz durchgefiihrt werden [Italiano 1997]. Seit
einigen Jahren ist Hyaff® 11 daher zur klinischen Anwendung zugelassen. So zum
Beispiel wird das Material unter dem Handelsnamen Laserskin® oder Vivoderm®

[Andreassi 1991, Donati 1995] als Hautersatz verwendet.

Hyaff® 11 zeigte keinerlei unerwiinschte Reaktionen mit der Umgebung: Es ent-
stand weder eine vermehrte Bildung von Bindegewebe um die Transplantate im
Sinne einer Kapselfibrose noch traten Entziindungsreaktionen oder Einsprossungen
von storenden Blutgefdlen auf. Es gibt jedoch Hinweise darauf, daB3 evtl. ein Teil
der Zellen nicht in der Lage sind, an einer Redifferenzierung teilzunehmen. Dies du-
Bert sich in einem Weiterbestehen der Kollagen Typ I-Produktion, den Unterschie-
den in der Zellmorphologie sowie einer zumindest zundchst fortbestehenden
Proliferationsaktivitit nach Aufbau eines dreidimensionalen Zellverbandes. In die-
sem Zusammenhang mul} jedoch darauf hingewiesen werden, dafl auch im nativen
Knorpelgewebe eine geringgradige Proliferation der Chondrozyten auftritt

[Leonhardt 1990]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten Mitosefiguren im nati-
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ven Septumknorpel dargestellt werden. Diese waren in der Zahl geringer als beim

gezilichteten Knorpelgewebe.

Offen bleibt die Frage, in wie weit der Prozel3 der Dedifferenzierung, der mit einer
Anderung der Morphologie, der Proliferierungsaktivitit und des spezifischen Phi-
notypes einhergeht, reversibel ist. Ein bisher unbeantwortete Frage lautet, ob ein auf
diese Weise geziichtetes Transplantat in der Zukunft formstabil ist. Denkbar ist, daf3
aufgrund der fortbestehenden Proliferation ein weiteres Wachstum auftritt. Weiter

ist nicht vollig ausgeschlossen, daf3 es sich um tatséchlich dedifferenzierte Zellen im
Sinne eines malignen Prozesses handeln konnte. Hier sind weitere Untersuchungen
unerldBlich. Ein Vergleich von geziichteten adulten Chondrozyten und beispiels-

weise Chondrosarkomzellen konnte dariiber Aufschlufl geben.

Derzeit fokussieren daher viele Studien darauf, eine Dedifferenzierung der Chon-
drozyten moglichst zu verhindern [Freed 1997, Grande 1997, Vunjak-Novakovic
1998, Brun 1999, Quinn 1999a, Rodriguez 1999, Solchaga 1999]. Dies wird bei-
spielsweise durch Verwendung von Bioreaktoren zur Vermehrung versucht, da sie
hier ohne Adhésion frei im Medium gehalten werden. Es gibt Hinweise darauf, daf3
durch Umgehen der Zelladhésion auf einem zweidimensionalen Untergrund die De-
differenzierung der Chondrozyten zumindest verlangsamt, wenn nicht sogar verhin-
dert wird [Hirak 1999, Obradovic 1999, Osch 1999, Wu 1999, Yaylaoglu 1999]. Es
gibt auch Ansétze, dedifferenzierte Zellen im dreidimensionalen Zelltrager in einem
Bioreaktor zu kultivieren [Dunkelmann 1995, Puelacher 1996, Grande 1997, Freed
1998, Martin 1998]. Bei einer Kulturzeit von 7 Monaten in vitro in einem Bioreak-
tor konnte so Knorpelgewebe geziichtet werden, das 40% der mechanischen Quali-
tiaten von nativem Knorpelgewebe erreichte [Ma 1999]. Andere Versuche zielen
darauf hin, durch Ausbildung der natiirlichen Druckverhiltnisse in vitro eine Stei-

gerung der Matrixproduktion zu erreichen [Li 1999, Quinn 1999b].

Weitere Moglichkeiten bestehen darin, mit Hilfe der gezielten Differenzierung von

Chondrozyten aus Stammzellen ein funktionstiichtiges Gewebe zu erzeugen [Im
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2001]. Bisher ist dies noch nicht mdglich. Nach einer anfénglichen Bildung von
Knorpelgewebe scheint ein Ossifikation in erheblichem Ausmal einzutreten [Bru-
der 1998, Wakitani 1994]. Dies geht mit einem Funktionsverlust des Gewebes ein-

her.

Auch der Nutzen von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fiir das Tissue-
Engineering von Knorpelgewebe unabhingig von den verwendeten Zellen wird mit
zum Teil vielversprechenden Ergebnissen untersucht [Klein-Nulend 1998, Osch

2000, Ponticello 2000].

In den letzten Jahren gab es verschiedene Versuche, die Methode fiir einen klini-
schen Einsatz zu etablieren. So wurde zum Beispiel geziichteter Knorpel zur Penis-
Rekonstruktion [ Yoo 1999], fiir den Ersatz einer Ohrmuschel [Cao 1997] oder klei-
ner Gelenke [Sims 1998, Britt 1998, Isogai 1999, Sittinger 1999] eingesetzt.

Bislang war keiner dieser Versuche iiber einen langeren Zeitraum erfolgreich.
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5 Zusammenfassung und kritische Beurteilung

Zusammenfassend lassen sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse folgende

Schlusse ziehen:

* Humane Chondrozyten sind nach einer Dedifferenzierungs-Phase von 35
Tagen in der Monolayerkultur grundsétzlich in der Lage, ihre phinotypischen

Eigenschaften im dreidimensionalen Zellverband wieder zu erlangen.

* Die Exprimierung von Matrixbestandteilen reicht in vitro nicht aus, um eine

funktionstiichtige Matrix aufzubauen.

* Nach Transplantation in einen Organismus wird eine Matrix synthetisiert, die

stabil ist.

* Das in vivo entstandene Gewebe weist neben den typischen histologischen

Kriterien fiir Knorpelgewebe Charakteristika der Dedifferenzierung auf.

. Hyaff® 11 ist als Biomaterial fiir das Tissue-Engineering von Knorpelgewebe

prinzipiel geeignet.

Die vorliegende Arbeit erbrachte den experimentellen Nachweis, dal3 Hyaff®1 1 ein
geeignetes Biomaterial fiir das Tissue-Engineering von humanem Knorpelgewebe
ist. Es wurde gezeigt, dal} aus kleinen Proben nativen Knorplegewebes eine ausrei-
chende Zellzahl fiir die Herstellung eines groBeren dreidimensionalen Verbandes
gewonnen werden kann. Die in vitro gebildeten Hyaff®1 1-Chondrozyten-Transpla-
tate bilden in vivo ein Gewebe aus, das anhand der histologischen Kriterien weitge-
hend Knorpelgewebe entspricht. Offen bleiben die Fragen, ob der Proze3 der
Redifferenzierung mit den vorliegenden Methoden vollstindig ereicht werden
kann, und ob das Biomaterial Anderen iiberlegen in dem Nutzen fiir das Tissue En-

gineering von Knorpelgewebe ist. Weitere Studien miissen hier folgen.
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