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1. Einleitung

Wahrend der vergangenen zwei Jahrzehnte wurden viele neue Therapieansatze be-
schrieben, die die Behandlung von Patienten mit Organversagen oder Gewebever-
lust moglicherweise revolutionieren. Dabei verspricht der sich rasch entwickelnde
Forschungsbereich Tissue Engineering innovative Therapiemdglichkeiten in Form
von "lebendigen Ersatzteilen". Tissue Engineering reprasentiert die Fusionierung von
jungsten Entwicklungen in der Zell- und Molekularbiologie mit den Erkenntnissen aus
der Materialforschung, der Biochemie sowie der Biomechanik (Risbud et al. 2002).
Die Methode des Tissue Engineering beruht dabei auf dem Prinzip, vitale Zellen au-
Rerhalb des Korpers zu kultivieren, ggf. mit extrazellularen Komponenten biologi-
schen oder synthetischen Ursprungs zu kombinieren und die so entstehenden bioar-
tifiziellen Konstrukte an die Stelle eines Defektes zu implantieren. Der Vorteil solcher
Implantate besteht darin, dass sie vom Immunsystem des Patienten toleriert werden,
und nicht wie bei allo- und xenogenen Transplantaten die Gefahr von AbstoRungsre-
aktionen besteht. Die Herstellung von Gewebe, das aus Knochen und Knorpel be-
steht, ist besonders in der Orthopadie und Unfallchirurgie hinsichtlich eines mdgli-
chen Gelenkersatzes von Interesse (Lynn et al. 2004, Schultz et al. 2000). Ein weite-
res Einsatzgebiet fur osteochondrale Implantate waren Rekonstruktionen im Kopf-
Hals-Bereich in der HNO-, MKG- und plastischen Chirurgie (Rotter et al. 2005, Weng
et al. 2001).

1.1. Therapieoptionen bei Knochen- und Knorpeldefekten

Der Bedarf an geeignetem funktionellem osteochondralen Ersatzmaterial flr erwor-
bene sowie angeborene Defekte ist sehr gro3. Wie Hunter bereits 1743 bemerkte:
"Cartilage once destroyed, never heals", gibt es keine physiologische Regeneration
von hyalinem und elastischem Knorpel (Hunter 1743). Die Ursache dafur ist die ge-
ringe mitotische Aktivitat der Chondrozyten und die Eigenschaft, dass Knorpel bra-
dytrophes Gewebe und nicht vaskularisiert ist. Wenn Knorpeldefekte bis in das Peri-
chondrium bzw. in den subchondralen Knochen reichen, wachsen Blutgefal’e in den
Defekt ein. In diesem Fall wird dieser durch minderwertiges bindegewebiges
Narbengewebe ausgeflllt. Viele Therapieverfahren wurden in den vergangenen vier

Jahrzehnten angewendet, doch keines war dazu in der Lage beschadigten Knorpel
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langfristig durch hyalines Knorpelgewebe zu ersetzen (Suh et al. 2000). Die Therapie
von Knorpelschaden ist ein haufiges Problem, besonders beim jungen und aktiven
Patienten. Bei der Wahl der Behandlungsmethode mussen die DefektgrofRe, Alter
und Gewicht des Patienten, weitere Erkrankungen wie Bander- und Meniskusprob-
leme und Fehlstellungen sowie die Beanspruchung berucksichtigt werden. Der Nut-
zen von arthroskopischer Lavage, Shaving oder Debridement halt meist nur kurz an.
Bei alteren Patienten kdnnen sich die Abrasionsarthroplastik nach Johnson oder die
Bohrung nach Pridie als hilfreich erweisen. Fur kleinere Defekte scheint die Mic-
rofracturing-Methode eine effektive Alternative zu sein. Den letztgenannten drei Me-
thoden ist das Prinzip der Penetration der subchondralen Knochenschicht gemein-
sam, welche Uber die verursachte Blutung die Einwanderung von Zellen mit
chondrogenem Potential in den Defekt zum Ziel hat (Burkart et al. 2001). Eine weite-
re Methode ist die autologe Chondrozyten-Implantation (ACI). Hierzu werden autolo-
ge Chondrozyten amplifiziert und anschlie3end unter einen eingenahten, fixierenden
Periostlappen in den Defekt injiziert (Brittberg et al. 1994). Die Schwierigkeit hierbei
ist die Fixierung der Zellen, da der Periostlappen alleine die Zellen nicht effektiv ge-
nug fixiert. Bei kleinen und mittelgrof3en fokalen chondralen und osteochondralen
Lasionen in lasttragenden Gelenken scheint die autologe, osteochondrale Mosaik-
plastik eine vorteilhafte Behandlungsmethode zu sein. Nachteil dabei ist, dass nur
Defekte in einer Grolde von bis zu 4 cm? versorgt werden kdnnen, da das Spender-
material nur begrenzt zur Verfligung steht und die Enthahme groRerer Sticke eine
so genannte "major donor site morbidity" nach sich zieht (Hangody et al. 2003). Fur
die Transplantation von ossarem oder osteochondralem Material kdonnen ebenso Al-
lografts eingesetzt werden, welche aus Knochenbanken zu beziehen sind (Gross et
al. 1985). Dabei muss das Spendermaterial bezuglich Infektiositat getestet und im-
munologisch kompatibel zum Empfanger sein, da es sonst zu AbstolRungsreaktionen
kommt. Jedoch zeigt nur der transplantierte Knochenanteil des Allografts Einwachs-
verhalten in den nativen Knochen, wahrend an der Grenze von transplantiertem
Knorpel zu nativem Knorpel keine Interaktionen zu finden sind (Garrett 1993). Eine
weitere Therapiemdglichkeit der unikompartimentellen Gonarthrose aufgrund eines
Genu valgum oder Genu varum ist die Umstellungsosteotomie zur Entlastung der
starker beanspruchten Kondylenseite. Dieses Vorgehen bringt einigen Patienten
Besserung bezlglich Schmerzen und Beweglichkeit, jedoch keine vollstandige Re-

mission. Immerhin 25 % der Patienten bendtigen nach durchschnittlich funf Jahren
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trotzdem ein kunstliches Gelenk (Pfahler et al. 2003). Letztendlich bleibt bei groReren
Defekten der Gelenkflache von Beginn an nur die Versorgung mit einer kunstlichen
Gelenkprothese. Diese gibt es als Voll-, Teil- oder Schlittenendoprothesen. Trotz der
Problematik von Prothesenlockerung, Materialermidung, Protheseninfektion und pe-
riprothetischen Osteolysen hat sich die Endoprothetik zu einem Standardverfahren
entwickelt (Jones et al. 2005). In der plastischen Chirurgie wird der Bedarf an Knor-
pel z.B. zur Korrektur der Mikrotie mit autologem Rippenknorpel gedeckt, aus dem
nach Entnahme eine Ohrmuschel geformt und anschlielend unter die Ohrhaut im-
plantiert wird (Brent 2002). Alternativ zu diesen Verfahren kann das Tissue Enginee-
ring in Zukunft vorteilhafte Therapiemdglichkeiten bieten. Treibende Kraft in diesem
Forschungsbereich ist die Idee, aus bioinerten Materialien mit darin integrierten Zel-
len, die dem Patienten zuvor in geringer Anzahl enthommen wurden, "lebendige Er-
satzteile" in der gewunschten Form und GroRe in vitro zu generieren (Lanza et al.
2000). Vorteil dieser Methode ist die nahezu unbegrenzte Verfligbarkeit an Implan-
tatmaterial bei gleichzeitig minimaler donor site morbidity. Unter Verwendung von
mittels Tissue Engineering hergestellten Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukten kénnen
osteochondrale Defekte therapiert werden, was bereits im Tiermodell an Kaninchen
und Pferden nachgewiesen werden konnte (Schaefer et al. 2002, Hendrickson et al.
1994).

1.2. Tissue Engineering von Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukten

Grundlegende Idee ist es, osteochondrale Defekte durch Implantation von mittels
Tissue Engineering hergestellten osteochondralen Konstrukten zu therapieren. Die
Implantation von solchen Konstrukten mit einer Gelenkknorpelschicht auf einem kno-
chernen Sockel bietet insbesondere den Vorteil einer einfacheren Verankerung des
Implantates im Defekt (Cancedda et al. 2003). Das Tissue Engineering von Knochen
erfordert wie das Herstellen von anderen Geweben und Hybridorganen auch das Zu-
sammenspiel der drei biologischen Grundelemente: Zellen, extrazellulare Matrix als
GerUst bzw. Leitschiene sowie Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Bruder et
al. 1999). Bevor man diese drei Grundelemente kombiniert hat, gab es Strategien,

die sich jeweils auf eines der drei Elemente stlutzten.
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Zellbasierte Verfahren

Das Prinzip der zellbasierten Verfahren grundet darauf, dass Zellen mit osteogenen

Eigenschaften direkt in einen Knochendefektbereich eingebracht werden und dort die
Bildung von neuem Knochen initiieren sollen. Weil dieses Verfahren nicht abhangig
vom Vorhandensein von Osteoprogenitorzellen an der Defektstelle ist, ist es beson-
ders geeignet fur Defekte, bei denen das Gewebebett geschadigt ist. Fur dieses Ver-
fahren stehen grundsatzlich vier verschiedene Zellarten zur Auswahl: (1) unfraktio-
niertes frisches Knochenmark, (2) isolierte, in Zellkultur vermehrte humane Mesen-
chymale Stammzellen, (3) differenzierte Osteoblasten und Chondrozyten oder (4)
Zellen, die genetisch verandert wurden und z.B. rekombinantes humanes Bone

Morphogenetic Protein (rhBMP) exprimieren (Bruder et al. 1999).

Matrixbasierte Verfahren

Die matrixbasierten Verfahren beruhen auf dem Konzept, dass Form und Funktion
von Geweben wiederhergestellt werden konnen, allein wenn biokompatible, zum
Tragen von Lasten geeignete Materialien in einen Defekt eingesetzt werden. Dazu
wurden Titanfasermetalle und Keramiken aus Hydroxylapatit oder Trikalzi-
umphosphat bzw. deren Kombination verwendet, welche eine pordse Struktur auf-
weisen, um das Einwachsen von Knochenzellen zu ermoglichen. Diese Eigenschaft
wird als Osteokonduktivitat bezeichnet. Die fehlende biologische Aktivitat, insbeson-
dere aber ebenfalls fehlende osteoinduktive Eigenschaften dieser Materialien limitie-
ren ihre Einsatzmoglichkeiten. Zudem stellte sich heraus, dass diese Methode keine
brauchbare Langzeitldsung ist, da die Materialien nicht in den Knochen integriert
wurden (Boyan et al. 1999, Cornell 1999).

Proteinbasierte Verfahren

Proteinbasierte Verfahren arbeiten mit Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren
wie z.B. rhBMP, die eine zum Teil ausgepragte osteoinduktive Wirkung aufweisen. In
mehreren klinischen Studien wurde Wirksamkeit und Sicherheit von rhBMP am Men-
schen nachgewiesen, wobei die Wirksamkeit insbesondere von der Dosierung, der
Tragersubstanz sowie lokalen Bedingungen im Knochendefekt abhangt (Termaat et
al. 2005).
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Diese Grundprinzipien des Tissue Engineerings von Knochen lassen sich dabei auch
weitgehend auf das Tissue Engineering von Knorpel Ubertragen. Als Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren kommen beim Tissue Engineering von Knorpel so ge-
nannte Cartilage-Derived Morphogenetic Proteins (CDMPs) und Transforming
Growth Factor-Beta (TGF-B)-Isoformen zum Einsatz (Reddi 2000). Als chondrokon-
duktive Leitschienen werden Agarose, Fibrinkleber, Fibrinkleber-Polymer-
Kombinationen, Polymervliese, Polyglykolsaure- (PGA-) / Polylaktidsaure- (PLA-) /
Polyglykol-L-Laktidsaure- (PGLA-)Schaume, Kollagen oder Hyaluronsaure verwen-
det. Die Leitschienen kénnen mit Chondrozyten oder mit Zellen mit chondrogener
Differenzierungspotenz wie z.B. mesenchymalen Progenitorzellen, Periost-Zellen
oder Perichondrium-Zellen besiedelt werden. Nach Auswahl und Zusammenflgen
von einzelnen Elementen zu einem osteochondralen Konstrukt, muss dieses in vitro
in einem Bioreaktorsystem, das eine Perfusionskultivierung ermdéglicht und darlber
hinaus den Anforderungen der beiden unterschiedlichen Kompartimente gerecht

wird, kultiviert und differenziert werden (Sittinger et al. 1994).

1.2.1. Zellen und Zellcharakterisierung

Grundlegende Voraussetzung fur das Tissue Engineering ist die Auswahl geeigneter
Zellen sowie die Generierung ausreichender Zellmengen. Im Knochenmark existie-
ren Zellen verschiedener Differenzierungsstufen: Die osteoblastare Differenzierungs-
kaskade beginnt bei der multipotenten Progenitorzelle, welche sich durch den Ein-
fluss von BMPs zur bipotenten Progenitorzelle entwickelt, aus der sich sowohl Oste-
oblasten als auch Chondroblasten bilden kdénnen. Durch weitere Einwirkung von
BMPs sowie diversen anderen Faktoren durchlauft die Osteoprogenitorzelle die Zwi-
schenstufe des Praosteoblasten, aus welchem der aktive Osteoblast und anschlie-
Rend der ruhende Osteozyt entsteht. Die chondrogenen Zellen des Knochenmarks
entwickeln sich zu Chondroblasten und beginnen innerhalb der Proliferationszone mit
der Matrixsynthese. Sobald ein Chondroblast in den postmitotischen Zustand Uber-
geht, wird er Chondrozyt genannt (Benninghoff et al. 2002). Prinzipiell stehen zum

Tissue Engineering von Knochen mehrere verschiedene Zellarten zur Verfligung:

Unfraktioniertes Knochenmark

Frisches unfraktioniertes, aus dem Beckenkamm gewonnenes Knochenmark enthalt

osteogene Vorlauferzellen und fuhrt nach Implantation an die Stelle eines Defektes
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zu effektiver Knochenregeneration. Limitierender Faktor ist, dass meist nicht genu-
gend unfraktioniertes Knochenmark gewonnen werden kann, um eine akzeptable
Menge an Osteoprogenitorzellen zu erhalten. Diese Zellen sind bestenfalls in einem
Prozentsatz von 0,001% aller kernhaltigen Zellen des Knochenmarks vertreten. Flr
die Uberbriickung eines Defektes gréRerer Dimension haben sich Knochenmarkzel-

len darUber hinaus als ungeeignet erwiesen (Bruder et al. 1999).

Humane mesenchymale Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind pluripotente Zellen im adulten
Knochenmark. Sie kdnnen durch den Zusatz geeigneter Differenzierungsfaktoren in
Richtung osteozytare, chondrozytare und adipozytare Zellreihen differenziert werden
(Pittenger et al. 1999).

Osteoblasten

Die Verwendung von vordifferenzierten Osteoblasten verbessert die Rate und das
Ausmald der Knochenregeneration. Jedoch ist es um einiges schwieriger, autologe
osteoblastische Zellen zu gewinnen als hMSC, und auch nach der Isolation besitzen

Osteoblasten nur eine limitierte Proliferationskapazitat (Bruder et al. 1999).

Genetisch modifizierte Zellen

Indem man Zellen mit cDNA von beispielsweise rhBMP-2 transfiziert, wird durch die-
se genetische Modifikation eine Expression von BMP und damit eine signifikante
Steigerung der Knochenneubildung erreicht (Bruder et al. 1999). Eine neuere Studie
zeigte, dass die Transfektion von aus Fettgewebe gewonnenen Stammzellen (Adi-
pogen tissue derived stem cells( ASC)) mit dem Gen pcDNA3.1-Osx bei diesen eine
osteogene Differenzierung bewirkt. Das Proliferationsvermogen wird dabei nicht be-
eintrachtigt. Da ASCs relativ einfach isoliert und genetisch modifiziert werden kon-
nen, wird groRe Hoffnung in diese Zellquelle fur die weitere Anwendung im Bereich

des Tissue Engineering von Stltzgewebe gesetzt (Wu et al. 2007).

Periost
In der Literatur finden sich auch Ansatze unter Verwendung von Periost. Dabei wer-
den entweder aus dem Periost isolierte Zellen verwendet (Perka et al. 2000) oder

frisches komplettes Periost um eine geeignete Leitschiene gelegt (Isogai et al. 1999).
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Zur Herstellung von Knorpel konnen proliferierte Zellen aus Nasenseptumknorpel-
Biopsien (Haisch et al. 1998) oder aus Gelenkknorpelbiopsien (Kaps et al. 2004) zur
Anwendung kommen. Das Proliferationspotential von Nasenseptum-Chondrozyten
fur die in vitro Generierung von Knorpeltransplantaten ist sehr hoch. Proliferationsra-
ten mit Faktor 1.000 und mehr konnen erzielt werden. Zwischen dem Proliferations-
vermogen und dem Lebensalter des Patienten konnte kein Zusammenhang festge-
stellt werden (Sittinger et al. 1997). Bei einem Vergleich der Charakteristika von proli-
ferierenden und ausdifferenzierten Zellen zeigte sich, dass Chondroblasten und
Osteoblasten in 2D-Kultur schnell proliferieren, wahrend matrixbildende Osteozyten
sich nicht mehr teilen. Beim Tissue Engineering verlauft die Zellkultur in drei Phasen,
wobei die Zellen zuerst im Stadium der Expansion von der Interphase in Richtung
hoher mitotischer Aktivitat mittels Fotalem Kalberserum (FCS) stimuliert werden soll-
ten, um ausreichende Zellzahlen zu erlangen. Dabei beginnen die Zellen ihre spezifi-
schen Charakteristika zu verlieren. Im zweiten Schritt erfolgt die Initiation der Diffe-
renzierung mit Morphogenen, d.h. Ziel ist die Beendigung der schnellen Zellteilung
und Reifung zur osteoblastenahnlichen Zelle hin. Wahrend des dritten Schrittes er-
folgt die endgultige Differenzierung mit Synthese von histiotypischen Markern und
deren Stabilisierung (Strehl et al. 2002). Die Charakterisierung von humanen Kno-
chenzellen ist anhand verschiedener Eigenschaften mdglich. Die Morphologie der
Zellen gleicht der von tierischen Osteoblasten, welche mononuklear, multipolar und
abgeflacht sind. Knochenzellen reagieren auf Stimulation mit Parathormon mit einer
Erhohung des cAMP-Spiegels. Osteocalcin kann nachgewiesen werden und die
Osteocalcinproduktion kann durch Einwirkung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol ge-
steigert werden. Knochenzellen in Kultur produzieren Kollagen, welches meist aus-
schliel3lich Kollagen Typ | ist (Auf'mkolk et al. 1985). Eine weitere Charakterisie-
rungsmethode sind immunhistochemische Methoden, mit denen native hMSC, diffe-
renzierte hMSC und humane Osteoblasten anhand von typischen Markierungsprofi-
len unterschieden werden kénnen (Pautke 2004). Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurden aus OP-Material gewonnene humane Osteoblasten und Chondrozyten
verwendet, die nach standardisierten Verfahren isoliert, kultiviert, proliferiert und dif-

ferenziert wurden.
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1.2.2. Leitschienen

Bisherige Untersuchungen verdeutlichen, dass eine erfolgreiche Transplantatgene-
rierung entscheidend vom dreidimensionalen Tragermaterial abhangt (Sittinger
1997). Ohne Leitschiene ist kein dreidimensionales Knochen- oder Knorpelwachstum
modglich, da Zellen dem Prinzip der Kontakthemmung folgen und sich nicht weiter
teilen, sobald sie aneinander stoRen. Daher wachsen Nicht-Tumorzellen nur in Mo-
nolayerkulturen, wahrend Tumorzellen meist unregelmaldig, auch in mehreren Layern
ubereinander wachsen (Lindl 2002). Die Implantation einer Leitschiene alleine ist
auch ein Therapieansatz, aber die Vorbesiedelung der Leitschienen in vitro mit Zel-
len liefert gegenlber der Verwendung unbesiedelten Knochenersatzes signifikant
bessere Ergebnisse (Ohgushi et al. 1993). Die ideale Matrix fur das Tissue Enginee-
ring von Knochen und Knorpel sollte folgende Anforderungen erflllen (Schieker et al.
2006, Hutmacher 2000):

Ausreichende Retention und Immobilisierung der Zellen fur eine gleichmal3i-

ge Besiedelung in vitro

e Unterstltzung rascher Neovaskularisation

e Formbarkeit in anatomisch relevante Formen

o Biokompatibilitat

e Biodegradierbarkeit und Resorbierbarkeit

e Strahlentransparenz zur besseren Unterscheidung von originarem Knochen
und neu hinzugefugten Konstrukten

e Osteokonduktivitadt bzw. Chondrokonduktivitat

e Belastungsstabilitat

e Einfaches Handling in der Praxis

¢ Interkonnektivitat der Poren und geeignete Dimensionierung der Poren

Dabei sind der Grad der Interkonnektivitat sowie die Makroporositat besonders be-
deutsam. Das Ausmal} der Zellmigration und die Verteilung der Zellen in der gesam-
ten Leitschiene sind von interkonnektierenden Poren abhangig. Zudem ermdglichen
interkonnektierende Poren die bedarfsgerechte Versorgung mit Nahrmedium auch im
Zentrum der Leitschiene. Die Makropordsitat muss mit der ZellgroRe korrelieren, da-
mit eine Zelleinwanderung uUberhaupt moglich ist. Im Falle der humanen Oste-

oblasten betragt der ideale Porendurchmesser 600 ym (Frosch et al. 2002). Leit-
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schienen sollten zudem frei verfugbar, lagerbar, einfach sterilisierbar, kostenglinstig
herstellbar, nicht toxisch und nicht kanzerogen sein, sowie keine oder nur passagere

Antigenitat besitzen.

1.2.2.1. Leitschienen fir das Tissue Engineering von Knochen

Viele biologische und synthetische Materialien wurden in den vergangenen Jahren
als Tragermaterialien fur das Tissue Engineering von Knochen erprobt. Bei einem
Vergleich von 16 verschiedenen Biomaterialien aus funf Gruppen, zeigten die vier
folgenden eine sehr gute Zelldichte und Proliferationsrate. (1) Tissue Vlies®, eine bo-
vine Kollagenmembran, (2) Biomend™, eine bovine Kollagen Typ I-Membran aus der
Achillessehne, (3) Sepra-Film, eine chemisch modifizierte Natrium-Hyaluronsaure-
und Carboxymethylzellulose-Membran und (4) Biobrane®, eine ultradiinne, semiper-
meable Silikonmembran verstarkt mit Nylonfaden (Wiedmann-Al-Ahmad et al. 2005).
In einer Studie mit humanen, osteoblasten-ahnlichen Zellen auf stark pordsen, natur-
lichen Knochenmineralien konnten gute Ergebnisse hinsichtlich der Biokompatibilitat
erzielt werden (Acil et al. 2000). Doch auch synthetisch hergestellte Leitschienen wie
z.B. injizierbares, aus zwei Komponenten bestehendes Polyurethan mit hydrophiler
Oberflache bieten den Zellen gute Bedingungen bezlglich Anhaftung, Proliferation
und Matrixproduktion (Bonzani et al. 2007). Eine andere Variante der Oberflachenar-
chitektur bieten Leitschienen mit einer faserigen Oberflache, wobei sich die Grole
dieser Fasern im Nanometerbereich bewegt. Hiermit soll die naturliche Oberflachen-
beschaffenheit von Kollagen-I-Fasern nachempfunden werden. Auf derartigen Nano-
Faser-Leitschienen konnten hohere Mengen an Integrinen und osteoblastaren Mar-
kern nachgewiesen werden als auf glattwandigen Leitschienen (Woo et al. 2007). Bei
einer Untersuchung des Wachstumsverhaltens von humanen Osteoblasten auf 16-
sungsmittelkonservierter, y-strahlensterilisierter Spongiosa (Solvent dehydrated can-
cellous bone (SDCB)) wurden allogene und xenogene Leitschienen verglichen. Die
Osteoblasten wachsen auf beiden Leitschienen gleich gut, der Nachweis von Osteo-
calcin war auf der xenogenen Matrix sogar héher (Trentz et al. 2003). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde |0sungsmittelkonservierte und y-strahlen-sterilisierte,
bovine Spongiosa (Tutobone®) als kndcherne Leitschiene verwendet, da sie viele
entscheidende Vorteile bietet. Tutobone® wird bereits seit 30 Jahren zur Fiillung von

Knochendefekten eingesetzt, da es infolge guter osteokonduktiver Eigenschaften
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zum Einwachsen von Zellen und Gefalien fuhrt (Spector 1994). Den in 1.2.2 gestell-
ten Anforderungen fiir Leitschienen entspricht Tutobone® insbesondere beziiglich der
Interkonnektivitat und der Makroporositat. Beide Leitschienen, Fibrinkleber und Tuto-

bone®, sind bereits fiir die klinische Anwendung zugelassen.

1.2.2.2. Leitschienen fir das Tissue Engineering von Knorpel

Fiar das Tissue Engineering von Knorpel werden Gele wie z.B. Kollagen, Hyaluron-
saure, Agarose und Fibrin oder Netze, Vliese und porose Strukturen aus Poly-L-
Milchsaure oder Polyglykolsaure eingesetzt. Gele erlauben eine gute Zellverteilung,
sind jedoch mit Nachteilen im Bereich der mechanischen Eigenschaften behaftet.
Solide Faserstrukturen erzielen eine wesentlich héhere initiale mechanische Festig-
keit, sind jedoch schwieriger zu besiedeln. Daher gibt es Verfahren, in denen beide
Materialien und somit deren Eigenschaften kombiniert werden kdnnen. Dabei wird
stets versucht, die Menge verwendeter Biomaterialien so gering wie moglich zu hal-
ten, um unerwinschte Nebeneffekte bedingt beispielsweise durch Degradation zu
vermindern. Es ware sinnvoll, Materialien zur Herstellung von Leitschienen zu ver-
wenden, die fur die klinische Anwendung am Menschen bereits zugelassen sind. Fi-
brinkleber ist seit vielen Jahren im klinischen Alltag im Rahmen unterschiedlichster
Indikationen in Gebrauch. Problematisch bei Fibrintransplantaten sind Gewebe-
schrumpfungen und vorzeitige Degradation (Sittinger 1997, Homminga et al. 1993).
In einer Studie am Ziegenmodell wurden xenogene, isolierte und in Fibrinkleber sus-
pendierte Chondrozyten verwendet, welche auf einem unbesiedelten Hydroxylapatit-
Sockel in Kniegelenke implantiert wurden. Es stellte sich heraus, dass die Chondro-
zyten im Fibrinkleber zwar Uber Wochen hinweg Matrix produzierten, der Fibrinkleber
aber Uber Monate hinweg nicht stabil genug war, verschwand und durch fibrocartila-
gindses Gewebe ersetzt wurde. Darlber hinaus lockerte sich der Hydroxylapatit-
Sockel aufgrund des Verzichtes auf Fixation und einer zu schnellen Resorption (van
Susante et al. 1998). Aufgrund der Tatsache jedoch, dass Fibrinkleber im klinischen
Alltag schon gut eingeflhrt ist, wurde dieses Material als Chondrozyten-Leitschiene

fur die vorliegende Arbeit gewahit.
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1.2.3. Beimpfungsmethoden

Die Leitschienen mussen effizient mit den in zweidimensionaler Kultur expandierten
Zellen besiedelt werden. Eine Schwierigkeit hierbei ist die gleichmalige Zellvertei-
lung, welche mit darlber entscheidet, ob das Ersatzmaterial im Empfangerorganis-
mus integriert wird oder nicht. Hierzu wurde in einer Untersuchung eine statische mit
einer dynamischen Besiedelungsstrategie von Endothelzellen auf einem Polyglykolid
verglichen. Dabei wurden in der Gruppe der dynamischen Besiedelung die Leitschie-
nen gleich nach der Beimpfung mit 2,7 x 10° Zellen 24 Stunden lang in eine spezielle
Ruhrflasche gelegt, in der die Praparate ruhig liegen und nur das Medium Uber den
Objekten durch einen Ruhrstab kontinuierlich mit 14 rpm gerihrt wird. Es zeigte sich,
dass die dynamische Besiedelung gefolgt von einer Kultivierung in einem Perfusi-
onssystem die besten Ergebnisse erzielte (Burg et al. 2000). Im Rahmen einer ande-
ren Arbeit wurde der Besiedelungsprozess hinsichtlich Zellkonzentration und Adha-
renzzeit optimiert. Eine initiale Zellkonzentration von 1x10° Zellen/ml und eine Adhé-
renzphase von 2 h auf boviner Kollagenmembran ergab die hochsten Proliferations-
raten (Wiedmann-Al-Ahmad et al. 2002). Die Besiedelung des Fibrinklebers wird
durch das Untermischen von hochkonzentrierter Zellsuspension in eine der beiden
Komponenten realisiert. Dabei konnen die Zellen lediglich in die Thrombin-
Komponente (Homminga et al. 1993) oder auch zusatzlich in die Fibrinogen-
Komponente eingemischt werden, wie es in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt
wurde. Im Rahmen der Besiedelung der kndchernen Leitschiene wurde nach dem in
einer vorhergehenden Arbeit entwickelten Protokoll vorgegangen, wonach innerhalb
einer statischen Adharenzphase von 2 h die konzentrierte Zellsuspension im 20 Min.-
Abstand regelmalig vom Rand aufgenommen und von oben erneut auf die Leit-

schiene aufpipettiert wurde (Stengele 2004).

1.2.4. Nahrmedien, Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren

Das Nahrmedium regt durch seine besondere Zusammensetzung unter anderem die
Proliferation von Zellen an. Es ist darauf ausgerichtet permanent Teilungszyklen zu
initieren. Dem konventionellen, chemisch definierten Zellkulturmedium, wie z.B. Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM) wird dazu Fetales Bovines Serum (FBS)
hinzugeflgt, welches als Naturprodukt eine chemisch nicht definierte Menge an

Wachstumsfaktoren, Hormonen, Anheftungsfaktoren, Aminosauren und Immunglo-
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buline enthalt (Lindl 2002). Nachdem die Zellen auf eine Leitschiene aufgetragen
wurden, konnen die Zellen mit verschiedenen Agenzien in Richtung der gewlnschten
Zelllinie differenziert werden. Eine chondrogene Differenzierung von hMSC ist z.B.
unter Zusatz von TGF-B (Pittenger et al. 1999), eine osteogene Differenzierung z.B.
unter Zusatz von Dexamethason, Ascorbinsaure und B-Glycerophosphat initiierbar
(Jaiswal et al. 1997). Die Zusatze fuhren zur Induktion oder zu einer vermehrten Ex-
pression von zelltypischen Matrixprodukten. Unter den verschiedenen Wachstums-
faktoren spielt das Bone Morphogenetic Protein (BMP), welches zur TGF-B-Familie
gehort, eine wichtige Rolle in der Differenzierung der hMSC. BMP-2 bewegt undiffe-
renzierte mesenchymale Progenitorzellen dazu sich zu Osteoblasten, Chondrozyten
und Adipozyten zu differenzieren. BMP-2 stimuliert auch die festgelegten Osteo-
Chondro-Progenitorzellen, sich in reifere Zelltypen weiterzuentwickeln (Yamaguchi
1995). Die in vitro Stimulation von Osteoblasten auf Tragermaterialien wie Bio-Oss®
oder Tutoplast® mit rekombinantem humanem BMP-7 (auch Osteogenic Protein-1
(OP-1)) mit anschlieBender Implantation der Konstrukte fuhrt zu einer besseren Os-
seointegration der Biomaterialien in vivo (Acil et al. 2002). Dartber hinaus sind eine
ganze Reihe weiterer Wachstumsfaktoren im Knochen enthalten, wie z. B. Insulin-
like Growth Factor | und Il (IGF-I, IGF-Il), TGF-B4 und TGF-B,, Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor (FGF) und BMPs. Sie werden von
Osteoblasten produziert und haben sowohl autokrine als auch parakrine Funktion
(Baylink et al. 1993). Zusammenfassend ist festzustellen, dass in der Erforschung
der osteogenen Wachstumsfaktoren betrachtliche Fortschritte erzielt wurden, wah-
rend im Bereich der chondrogenen Wachstumsfaktoren kaum eine Weiterentwick-
lung zu verzeichnen war (Wozney et al. 2004). Neuere Studien deuten jedoch dar-
aufhin, dass sowohl Ultraschallwellen als auch Druckbelastungen auf MSC eine in
Richtung Chondrogenese stimulierende Wirkung haben, auch ohne den Einsatz von
TGF-B (Park et al. 2006, Cui et al. 2006).

1.2.5. Bioreaktoren und Kultivierung von Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukten

Im Vergleich zu Monolayerkulturen erfordern dreidimensionale Zellkulturen wesent-
lich hdhere Zelldichten. Bei der Generierung gewebeahnlicher Strukturen werden
Zelldichten angestrebt, die mit der Situation in menschlichem Gewebe vergleichbar
sind. Bei solchen Zellkonzentrationen sollte das Medium zweimal taglich gewechselt

werden. Andernfalls unterliegen die Zellen Schwankungen der lokalen Bedingungen
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wie z.B. Schwankungen im pH-Wert, in Elektrolyt-, Laktat- oder Glucosekonzentrati-
on. Ein Bioreaktor, der nach dem Prinzip konstruiert ist, dass Zellwachstum, Versor-
gung mit Nahrstoffen und Entsorgung von Stoffwechselmetaboliten gleichzeitig von-
statten gehen, kann ein sehr stabiles Umfeld fir die Zellen schaffen, das in vivo Be-
dingungen wesentlich besser simuliert als konventionelle Zellkulturen (Dhurjati et al.
2006). Auf dem Markt gibt es verschiedene Bioreaktoren mit wiederum sehr unter-
schiedlichen Bauweisen. Nicht alle Modelle eignen sich dazu, einem Ko-Konstrukt
gleichzeitig zwei verschiedene Medien zuzufuhren. Damit waren beispielsweise
Spinner Flasks und Rotationsbioreaktoren, die auf dem Prinzip der Konvektion und

Diffusion beruhen, in dieser Arbeit nicht anwendbar.

Spinner Flasks

Spinner Flasks sind dynamisierte Kulturbehalter und haben ein sehr einfaches De-
sign. Mit Zellen besiedelte Leitschienen sind mit Nadeln am Verschluss der Flasche
fixiert und hangen nach unten in das Medium. Die Flasche steht auf einem

Magnetruhrer. Durch einen Magnetrihrfisch wird das Medium kontinuierlich bewegt.

Rotating wall vessels (Rotationsbioreaktoren)

Rotationsbioreaktoren sind horizontale, komplett mit Medium befullte Zylinder mit
einem semipermeablen Schlauch in der Mitte, Uber den das System mit Sauerstoff
versorgt wird. Die Konstrukte schwimmen frei im Medium. Der Zylinder rotiert um
seine Achse, somit werden die Objekte ein Stiick nach oben hin mittransportiert, bis
sie durch die Schwerkraft nach unten fallen. Dadurch ergibt sich eine Konvektion
(Sikavitsas et al. 2002).

Abb.1 A) Spinner Flask, weiss: Magnetruhrfisch, dariber im Medium hangend die Objekte; B) Ro-
tating wall vessel, Querschnitt durch den zylinderférmigen Bioreaktor, kleine Quader: Objek-
te im Medium frei schwimmend (Bildquelle: Sikavitsas et al. 2002).
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Perfusionskultur im Bioreaktor

Zur Vermeidung von Milieuschwankungen ist ein Perfusionssystem geeignet, das
eine kontinuierliche Versorgung mit Nahrstoffen und den kontinuierlichen Abtransport
von Stoffwechselmetaboliten gewahrleistet und dabei die Parameter Sauerstoff, Glu-
cose, Laktat und pH-Wert konstant halt. Ein von Minuth et al. entwickelter Bioreaktor
ermoglicht eine 3D-Kultivierung, bei der sich Perfusionszellkulturen unter organotypi-
schen Bedingungen in vitro differenzieren lassen. Das Nahrmedium kann die Kam-
mer wahrend mehrerer Wochen langer Kultivierung und Differenzierung mit dem zu
kultivierenden Konstrukt perfundieren. Die Kammer ist so angelegt, dass der Innen-
raum an der apikalen und an der basalen Seite von zwei verschiedenen Medien
durchstromt werden kann. Dadurch kdnnen Gewebe generiert werden, welche eine
Polaritat besitzen und sich gewohnlich in Monolayerform ausbilden wie z.B. Nierene-
pithel. Die Zellen werden dazu zwischen zwei Membranen in einen Haltering einge-
bracht und horizontal in die Kammer eingelegt. So kann an der Oberseite des Kon-
struktes ein anders zusammengesetztes Medium als an der Unterseite vorbeistro-
men. Diese Medien unterscheiden sich z.B. im lonenmilieu, so dass die Epithelzellen
ihre Polaritat beibehalten. Das Medium wird Uber eine Peristaltikpumpe durch den
Bioreaktor gefordert. Indem die Perfusionskammer auf eine Warmeplatte platziert
wird, kann eine Temperatur von konstant 37° C aufrecht erhalten werden (Minuth et
al. 2000). Siehe Abb. 5 und 6, Kapitel 2.2. In der vorliegenden Arbeit wurde der Bio-
reaktor dazu verwendet, die Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukte im unteren Teil mit
osteogenem Differenzierungsmedium zu perfundieren und im oberen Teil, im Bereich
der Knorpelkappe mit Medium, das Aprotinin enthielt, welches die vorzeitige Auflo-

sung des Fibrinklebers verhinderte.

1.3. Aufgabenstellung

1.3.1. Etablierung eines 3D-Knochen-Knorpel-Ko-Kultivierungssystems

Ziel dieser Untersuchung war die Etablierung eines Bioreaktors zur 3D-Kultivierung
von Ko-Konstrukten mit humanen Osteoblasten und Chondrozyten unter raumlich
getrennter Mediumperfusion. Aus OP-Material wurde mittels Explantkultur Zellmate-
rial gewonnen und in 2D-Kultur proliferiert. Klinisch bereits zur Knochendefektfullung

zugelassene kndcherne Leitschienen (Tutobone®) wurden mit humanen Oste-
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oblasten besiedelt. Darauf wurden in Fibrinkleber eingebrachte humane Chondrozy-

ten als Deckschicht aufgetragen.

1.3.2. Dynamische Kultivierung von Ko-Konstrukten

Die Ko-Konstrukte wurden uber zwei Wochen unter kontinuierlichem Mediumfluss in
einem Bioreaktor (Gradient Container, Fa. Minucells and Minutissue, Bad Abbach, D)
kultiviert. Dabei wurde das Objekt in der Perfusionskammer gleichzeitig mit zwei ver-
schiedenen Medien versorgt. Das Knochen-Medium enthielt einen osteogenen Diffe-

renzierungszusatz, das Knorpel-Medium Trasylol, einen Fibrinolyseinhibitor.

1.3.3. Zellwachstum und Zelldifferenzierung bei dynamischer Kultivierung

Nach der Kultivierungsphase wurden die Konstrukte makroskopisch, histologisch,
immunhistochemisch und rasterelektronenmikroskopisch bezuglich Fibrinkleberstabi-

litat, Zellvitalitat, Wachstumsverhalten und Matrixproduktion analysiert.

1.3.4. Vergleich mit Folgeuntersuchungen bei optimiertem Versuchsansatz

In mehreren Folgeuntersuchungen wurden aufbauend auf den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit zunachst technische Verbesserungen im Bereich des Bioreaktorsys-
tems durchgefuhrt. Gemeinsam mit Modifikationen im Rahmen des Versuchsansat-
zes sollte zum einen die Ortsstabilitdt der Zellen innerhalb der Knochenleitschiene
sowie der Knorpelleitschiene insgesamt verbessert werden, wie auch die zielgerich-
tete Zelldifferenzierung innerhalb der beiden Leitschienenkompartimente. Langzeit-
kultivierungen Uber bis zu 6 Wochen sollten neben der Durchfuhrbarkeit deutlich lan-
gerer Versuchszeitraume die Effektivitat der technischen Verbesserungen belegen.
Die Ergebnisse aus den Folgeuntersuchungen wurden dazu mit den Ergebnissen

aus der vorliegenden Arbeit verglichen.
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2. Material und Methoden

Es wurden insgesamt acht dynamische Knochen-Knorpel-Ko-Kultur-Ansatze Uber
jeweils zwei Wochen durchgefuhrt. Verwendet wurden Patienten-Osteoblasten und —
Chondrozyten als zellulare Komponenten, Tutobone® und Fibrinkleber als Leitschie-
nen und Bioreaktoren vom Typ "Gradient Container" (Fa. Minucells and Minutissue,
Bad Abbach, D). Zur osteogenen Differenzierung wurde dem Knochenmedium Oste-
ogenic Supplement zugesetzt, zur Stabilisierung des Fibrinklebers dem Knorpelme-
dium ein Fibrinolyseinhibitor. Die Verwendung von Patientenmaterial wurde von der
lokalen Ethikkommission Uberpraft und von der Regierung von Oberbayern geneh-
migt. Wahrend des Etablierungsprozesses waren die acht Ansatze einem kontinuier-
lichen problemorientierten Modifikationsprozess unterworfen. Die Untersuchungen
wurden im Chirurgischen Forschungslabor der Chirurgischen Klinik und Poliklinik —
Innenstadt, Klinikum der Universitat Munchen durchgefuhrt. Die histologische, im-
munhistochemische und rasterelektronenmikroskopische Auswertung erfolgte in der

Anatomischen Anstalt - Lehrstuhl Anatomie |.

2.1. Zellkultivierung

2.1.1. Herstellung von Nahrmedien und Zusatzen

Herstellen von Nahrmedien

In dieser Arbeit kamen phasenabhangig unterschiedliche Medienzusammensetzun-
gen zum Einsatz. Wahrend der Proliferationsphase in der 2D-Kultur unter 5% CO,-
Atmosphare im Brutschrank wurde fur beide Zellarten die gleiche Grundzusammen-
setzung (siehe Tab. 1) verwendet, zur 3D-Kultur unter Raumluft wurde DMEM mit 25
mM HEPES-Puffer zur Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes eingesetzt.
Um in der 3D-Kultur eine Differenzierung in Richtung osteoblastare Zellen zu initiie-
ren wurde dem Medium so genanntes Osteogenic Supplement hinzugeflgt (siehe
Tab. 2). Die vorzeitige Auflésung des Fibrinklebers, der Leitschiene fur die Patienten-
Chondrozyten (PCH), wurde durch Zugabe des Fibrinolyseinhibitors Aprotinin (500
KIE/ml) verhindert. Wahrend der Proliferationsphase wurde fur einen Ansatz von 500

ml folgende Medienformulierung verwendet:
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Inhaltsstoffe Konzentration Volumina fur 500 ml
im Medium

DMEM (low Glucose) 438 ml

FBS hitzeinaktiviert 10 % 50 ml

L-Glutamin 4 mM 10 ml (200 mM)

Penicillin-Streptomycin

40 IU/ml + 40 ug/ml

2 ml (10.000 IU/ml + 10 mg/ml)

Tab.1  Grundzusammensetzung des Mediums wahrend der Proliferationsphase

Herstellen und Aliquotieren von Osteogenic Supplement

Zur osteogenen Differenzierung der Patienten-Osteoblasten (POB) wurde dem Kno-

chenmedium Osteogenic Supplement zugesetzt. Osteogenic Supplement besteht

aus B-Glycerophosphat, Ascorbinsaure-2-Phosphat und Dexamethason. Gerade De-

xamethason musste in sehr niedriger Konzentration (100 nM) verwendet werden. Da

die Menge Dexamethason fur eine 500 ml-Flasche Medium technisch nicht abwieg-

bar war, wurde die 100-fache Menge eingewogen, anschlielend in 100 ml Aqua

dest. geldst und in 100 x 1 ml aliquotiert. Bis zur Verwendung wurden die Dexa-

methason-Aliquots bei — 20 °C eingefroren und gelagert. B-Glycerophosphat und L-

Ascorbinsaure-2-Phosphat wurde jeweils in 20-fache Stoffmenge eingewogen, bei-

des zusammen mit Aqua dest. auf 50 ml aufgefullt und anschlie3end auf 20 Aliquots

aufgeteilt. Alle drei Substanzen wurden vor Verwendung sterilfiltriert.

Wachstumsfaktor Konzentration Pulvermenge Pulvermenge
im Medium far 500 ml far 10.000 ml
B-Glycerophosphat 10 mM 1,53 g 30,6 g
L-Ascorbinsaure-2-Phosph. | 0,05 mM 0,00911 g 0,1822 g
Dexamethason 100 nM 0,0003019 g 0,006038 g

Tab.2  Wachstumsfaktoren, Konzentrationen und Stoffmengen

Inaktivieren und Aliquotieren von FBS

Das bei — 20 °C gelagerte fetale bovine Serum (FBS) wurde zunachst bei + 4 °C auf-

getaut und anschlieRend bei + 56 °C fur 20 Min. im Wasserbad hitzeinaktiviert. Nach

der Inaktivierung wurde das Serum in Portionen zu 50 ml aliquotiert und bis zum

Gebrauch bei — 20 °C eingefroren und gelagert.
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2.1.2. Zellkulturtechniken

Passagieren von Zellen

Sobald die am Boden des Zellkulturgefalles adharenten Zellen soweit proliferiert
sind, dass sie einen dichten Monolayer bilden, wird der Zellrasen als konfluent be-
zeichnet und muss passagiert werden. Dazu wurde das verbrauchte Medium abge-
saugt und damit Schwebstoffe wie z.B. avitale Zellen entfernt. Zur Entfernung von
Mediumresten wurde mehrmals mit PBS gespult. Unter mikroskopischer Kontrolle
wurden die Zellen mittels einfach konzentrierter Trypsin- / EDTA-LOsung in PBS vom
Flaschenboden abgeldst. Nach einer Einwirkzeit von ca. 6 - 8 Min. rundeten sich die
Zellen ab, l6sten sich vom Flaschenboden und gingen frei in der Enzymlésung in
Suspension. Unmittelbar daraufhin wurde die Enzymwirkung des Trypsins und damit
der Ablésevorgang jeweils durch Zugabe serumhaltigen Mediums gestoppt. An-
schliefend wurde die Zellsuspension aufgenommen und nach Ermittlung der Zellzahl
abzentrifugiert, um Reste der Trypsin-/ EDTA-LAsung zu entfernen. Nach Resuspen-
sion in frischem Proliferationsmedium (siehe Tab. 1) wurden die Zellen in verdunnter
Zellkonzentration in neue Kulturbehaltnisse ausgesat. Die POB und PCH der Primar-

zelllinie wurden nach folgenden Richtgrof3en angesetzt:

Kulturbehaltnis Flache Zellzahl Mediumzugabe | Trypsinmenge (1x)
Zellkulturflasche | 25 cm? 0,5x10° |[5ml 1 mi
Zellkulturflasche | 75 cm? 1x10° 15 ml ca.2-3ml

Tab. 3  Zellzahlen, Medium- und Trypsinmenge beim Passagieren von Zellen

Zellzahlbestimmung nach Trypanblaufarbung

Wahrend des Passagierens von Zellen und zu Beginn der Versuchsansatze wurde
die Zellzahl in einer Zellsuspension mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension im Verhaltnis von 1:1 mit Trypanblau ge-
mischt. Da Trypanblau aufgrund seiner Eigenschaft als hochmolekularer, nicht
membrangangiger Farbstoff nur avitale Zellen dunkel anfarbt, konnten unter mikro-
skopischer Betrachtung die hellen Zellen als vital identifiziert werden. Es folgte die
Auszahlung der vitalen Zellen in vier Quadranten des Gitternetzes und die Berech-

nung der Zellzahl nach folgender Formel:

Zellen in 4 Quadranten x 2,5 x 2 (=Verdunnungsfaktor) x 1.000 = Zellen pro ml
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Reinigung und Sterilisation

Zur Vermeidung von Kontaminationen sind saubere bzw. sterile Bedingungen im
Rahmen der Laborarbeit und insbesondere in der Zell- und Gewebekultur grundle-
gende Voraussetzung. Folgende Reinigungs- und Sterilisationsprozeduren wurden
durchgefuhrt: 70 % Ethanol-Wischdesinfektion: Vor Beginn der Arbeiten wurden alle
bendtigten Arbeitsflachen, die Sterilbank, alle erforderlichen Gerate und Labor-
Hilfsmittel grandlich mit 70 % Ethanol in Aqua dest. abgewischt. Autoklav: Hitze-
unempfindliche Materialien wurden im Autoklaven 20 Min. lang bei feuchter Hitze (+
105 °C) und Uberdruck (+ 0,3 bar) autoklaviert. Warmeschrank: Feuchtigkeitsemp-
findliche Materialien wurden mit trockener Heil3luft 4 h bei + 200 °C sterilisiert statt
autoklaviert. Sterilfiltration: Unter Verwendung von Sterilfiltern mit einer PorengroRe

von 0,2 um wurden hitzeempfindliche, flissige Substanzen sterilfiltriert.

2.1.3. Ansatz von Patienten-Zellkulturen in Explant-Technik

Eine grundlegende Methode war die Gewinnung von Patientenzellen zur Generie-
rung von primaren Zellkulturen. Das Spendermaterial, einerseits Teile von Ful3ske-
lettknochen, sowie andererseits Teile der Lamina perpendicularis des Nasensep-
tums, wurde innerhalb von 24 Stunden nach Gewinnung unter sterilen Bedingungen
weiterverarbeitet. Das Spendermaterial wurde mittels Skalpell in 1 - 3 mm kleine Stu-
cke zerteilt, in Zellkulturflaschen eingebracht und mit Proliferationsmedium bedeckt.
Nach mehrtagiger Kultivierung sind Zellen aus dem Spendermaterial radiar ausge-
wandert, welche am Flaschenboden adharierten und proliferierten. Am 6. Tag nach
Ansatz erfolgte der erste Mediumwechsel, anschlieRend an jedem 3. Tag. Der Zeit-
punkt des Passagierens war von der Zelldichte abhangig und erfolgte bei Patienten-
Osteoblasten (POB) nach 7 - 14 Tagen, bei Patienten-Chondrozyten (PCH) nach
durchschnittlich 7 Tagen. Noch vor oder sofort nach der ersten Passage wurden die
Primarkulturen einmalig mittels PCR mycoplasmengetestet und danach regelmaliig

mikroskopisch auf Bakterien- oder Pilzinfektionen Uberpruft.

2.2. Kultivierung von Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukten

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in vier aufeinander folgende Schritte: (1) Zuerst
wurde OP-Material im Rahmen einer Explantkultur aufbereitet und somit das Zellma-

terial gewonnen. (2) AnschlieBend wurden die Zellen einer Proliferationsphase in
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zweidimensionaler Kultur unterzogen. (3) Nachdem genugend Zellen zur Verfligung
standen, wurden die Zellen auf Leitschienen angesiedelt und fur 2 Wochen im Biore-
aktor kultiviert und differenziert. (4) Zuletzt erfolgte die Auswertung. Wesentlicher Tell
der Arbeit war die Herstellung des Knochen-Knorpel-Ko-Konstruktes. Dazu wurden
knoécherne Leitschienen mit humanen Osteoblasten besiedelt. Humane Chondrozy-
ten wurden in Fibrinkleber suspendiert und auf je eine kndcherne Leitschiene als
"Knorpelkappe" aufgetragen. Diese Ko-Kultur-Konstrukte (n = 8) wurden Uber zwei
Wochen unter kontinuierlichem Mediumfluss in Perfusionskammern kultiviert. Von
acht Versuchsdurchlaufen wurden drei unter exakt gleichen Bedingungen durchge-
fuhrt (KoK 1V, VII, VIII). Die Unterschiede zu den Ubrigen Ansatzen (wie unten ste-
hender Tabelle zu entnehmen) sind im Ergebnisteil dargestellt bzw. im Rahmen der
Diskussion erortert. Zur osteogenen Stimulation wurden dem Knochen-Medium De-
xamethason (100 nM), Ascorbinsaure-2-Phosphat (0,05 mM) und B-Glycerophosphat
(10 mM) zugesetzt. Das Knorpel-Medium enthielt Trasylol® (500 KIE/ml) zur Fibrino-
lyseinhibition. Nach der Kultivierungsphase erfolgte die Entnahme der Konstrukte
und Fixierung in Methanol bzw. Glutaraldehyd. Anschlielend wurden die Praparate
in Methylmetacrylat eingebettet, bzw. entkalkt, gefriergeschnitten, histologisch ge-
farbt, immunhistochemisch markiert und sowohl licht- als auch rasterelektronenmik-

roskopisch analysiert.

Folgende Versuchsansatze wurden durchgefinhrt:

KoK | KoK I KoKl [KoKIV [KoKV [KoKVI [KoKVIl [KoK VI
POB 22 5P |25 2P |30 2P |30 2P |30 3.P |30 3.P |25 5P |25 5P
POB-Zahl |1*10° 1*10° 1*10° 1*10° 1*10° 1*10° 1*10° 1*10°
PCH gepoolt |27 3P |28 4P |28 4P |27 6P |27 6.P |28 8P [28 8.P
PCH/ml | undef. 2,5*10° [4,4*10° [4,4*10° |4,4*10° |4,4*10° |4,4*10° |4,4*10°
FK lyoph. lyoph. lyoph. lyoph. Fertig Fertig lyoph. lyoph.
Zeit (w) |2 1 2 2 2 2 2 2
Aufbau Sog, BS |Druck, |Druck, |AS,WP [AS,WP [AS,WP [AS,WP [AS, WP
WP WP

Tab. 4 Ubersicht (KoK = Ko-Kultur, POB = Patienten-Osteoblasten, PCH = Patienten-
Chondrozyten, FK = Fibrinkleber, P = Passage, undef. = undefiniert, lyoph. = Iyophilisiert,
Fertig = Fertigkleber, w = Wochen, BS = Brutschrank, WP = Warmeplatte, AS = Allschlau-
chantrieb)

Zellen
Das osteoblastare Zellmaterial (POB) stammte aus der unfallchirurgischen Abteilung

der Chirurgischen Klinik und Poliklinik — Innenstadt, Klinikum der Universitat Mun-
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chen, das chondroblastare Zellmaterial (PCH) wurde bei Nasenseptumplastiken in

der HNO-KIinik im Klinikum Grof3hadern gewonnen.

Laborinterne |Alter |M/W | Entnahmestelle Diagnose
Bezeichnung

POB 22 58 M Dist. Tibia, Kalkaneus Charcot-Arthropathie
POB 25 60 M Os cuneiforme Charcot-Arthropathie
POB 30 75 w Vorfuly Chronische Ful3ulcera
PCH 27 38 W Nasenseptum Nasenseptumdeviation
PCH 28 32 M Nasenseptum Nasenseptumdeviation

Tab.5  Herkunft der Patientenzellen (M = mannlich, W = weiblich)

Leitschienen

Leitschiene fir POB: Bovine Spongiosa

Tutobone® wird aus der Spongiosa von Rinderknochen gewonnen und mittels des
Tutoplast®-Verfahrens aufbereitet. Dazu werden die Spendertiere unter Einhaltung
strenger Richtlinien ausgewahlt, um das Risiko der Ubertragung von infektiésen Er-
krankungen zu minimieren. Desweiteren wird das Material im Ultraschallbad entfettet.
Mit Hilfe osmotischer Behandlung, Oxydation und Ldsungsmitteltrocknung werden
Zellen, Bakterien, Viren und Prionen entfernt und die Antigenitat eliminiert. Die Sterili-
tat nach Verpackung wird durch eine Gamma-Strahlen-Sterilisation erreicht. Da-
durch, dass bei diesem Aufbereitungsprozess nicht mit Hitze gearbeitet wird, bleibt
die Spongiosa sehr belastungsstabil. Im Vergleich zu kinstlich hergestellten Leit-
schienen kommt Tutobone® der Architektur des natiirlichen Knochens am nachsten.
Aus den Platten (25 x 15 x 3 mm) wurden mit Hilfe von sterilem Meil3el und Lochei-
sen runde Plattchen (Z 9 mm, Hoéhe 3 mm, Volumen ca. 190 ul) ausgestanzt, so
dass der Abstand zwischen Tutobone® und der Wandung der Kulturkammer inner-

halb des Bioreaktors Uber den gesamten Umfang ca. 0,5 mm betrug.

Leitschiene fur PCH: Fibrinkleber

Tissucol™ ist ein fur den klinischen Gebrauch zugelassener biologischer Zweikom-
ponenten-Gewebekleber mit antihamorrhagischen Eigenschaften, der aus Human-
plasma hergestellt wird. Fur die Herstellung werden ausschlieBlich Plasmen gesun-
der, HBV-, HCV- und HIV-negativer Spender verwendet. Eine Komponente enthalt
Fibrinogen, Plasmafibronectin und Blutgerinnungsfaktor XllI gelést in Aprotininlo-

sung. Aprotinin, ein Fibrinolyseinhibitor, verhindert die Proteolyse durch Proteasen.
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Die zweite Komponente besteht aus Thrombin geldst in Calciumchloridiésung. So-
bald die beiden Komponenten mit Hilfe eines speziellen Applikationssystems (Duplo-
ject) miteinander in Kontakt kommen, beginnt die Gerinnungsreaktion. Die Ge-
schwindigkeit der Verfestigung ist abhangig von der Thrombinkonzentration. Sie be-
tragt bei Thrombin L (4 I.E. Thrombin/ml) ca. 1 Min. ab Beginn der Vereinigung bei-
der Komponenten, bei Thrombin S (500 |.E./ml) nur wenige Sekunden. In der vorlie-
genden Arbeit wurde aus Grinden besserer Handhabung eine Konzentration von 50

I.E./ml gewahlt. In sechs der acht Versuchsansatze wurde Tissucol™-Kit eingesetzt,

bei zwei Versuchsansatzen Tissucol™-Fertigkleber.

Abb.2  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Leitschienenstrukturen; A) Tutobone® (Fa.
Tutogen Medical, Neunkirchen am Brand, D), MaRstabsbalken 1.000 um, Bildquelle: Tuto-
gen Medical; B) Fibrinkleber (Tissucol™, Fa. Baxter, Miinchen, D), MaRstabsbalken 5 um.

Beimpfung der Leitschienen

Tutobone®;

Die ausgestanzten Tutobone®-Plattchen wurden in Fetales Bovines Serum (FBS)
eingelegt, zentrifugiert und im Brutschrank 30 Min. vorinkubiert, um eine Benetzung
mit FBS an der gesamten Oberflache der Spongiosa zu erreichen. Damit sollten fur
die Zellen bessere Haftungseigenschaften erzielt werden. Vor der Beimpfung wurde
uberschussiges FBS durch Zentrifugieren entfernt. In einer 48-well-Platte wurde auf
die Tutobone®-Plattchen die POB-Zellldsung (1,0 x 10° Zellen in 300 pl Nahrmedium)
aufpipettiert. Die Adharenzphase betrug zwei Stunden. Wahrenddessen wurden die
Tutobone®-Plattchen in 20-minttigen Abstadnden gewendet, am Rand befindliche
Zellsuspension wurde wieder aufgenommen und erneut von oben aufpipettiert. Nach
dem Beimpfungsvorgang wurden die Plattchen in die Bioreaktoren eingelegt und ab
dem dritten Versuchsansatz jeweils mit einem speziell angefertigten Aluminiumring

fixiert und zentriert. Hierdurch erfolgte eine Trennung der beiden Medienraume.
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Abb.3  Aluminiumring zur Fixierung und Zentrierung der kndchernen Leitschiene und zur Abtren-
nung der beiden Medienrdume voneinander, Mafstabsbalken 9 mm.

Fibrinkleber:

Fur die Versuchsansatze V und VI wurde das Fertigpraparat Tissucol™ Duo S, flr
die ubrigen Versuchsansatze Tissucol™ Kit Immuno verwendet, wobei sich das Kit in
der Handhabung vorteilhafter zeigte. Die Zellkonzentration betrug im ersten Ver-
suchsansatz ca. 1x10°, im zweiten 2,5x10° und ab dem dritten Versuch 4,4x10° Zel-
len pro ml Fibrinkleber. Die Fibrinkleber-Komponenten wurden bei Raumtemperatur
mindestens zwei Stunden aufgetaut und anschliefiend angemischt, indem jeweils die
flussige Phase der Komponente in die Ampulle der festen Phase injiziert wurde. Da-
nach wurden die nach SOP trypsinierten Chondrozyten mit PBS auf ein Gesamtvo-
lumen von 200 ul resuspendiert. 100 pl davon wurden jeweils 400 pl der Tissucol™-
und 400 ul der Thrombin-Komponente zugesetzt und auf einem Magnetrihrer bei 37
°C eingeruhrt um eine gute Durchmischung und Verteilung der Zellen bei reduzierter

Viskositat zu erreichen.

Tissucol™ (lyophilisiert) + Thrombin S (lyophilisiert) +
Aprotininlésung (400 pl) + Calciumchloridlosung (400 pl) +
PCH-Zellsuspension (2,2*106/100 i) PCH-Zellsuspension (2,2*106/100 i)

N S

Verfestigung innerhalb von 10-20 Sekunden

Abb. 4  Herstellung von 1 ml Fibrinkleber mit PCH

Die Einzelkomponenten wurden in je eine Insulinspritze aufgezogen und in das

Duploject-System eingelegt. Dieses gewahrleistete eine zeitgleiche Applikation von
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beiden Komponenten. Pro Versuchsansatz wurde eine 2 - 3 mm hohe Kappe aus
340 pl Fibrinkleber mit 1,5x10° PCH mittels einer 22 G Kaniile auf die kndcherne
Leitschiene im Bioreaktor aufgetragen. Sobald sich die Tissucol™-Komponente mit
dem Thrombin mischte, begann die Gerinnung und somit die Verfestigung. Nach 10

Min. wurde der Bioreaktor geschlossen und mit der Mediumperfusion begonnen.

Bioreaktor

Fir die Differenzierungsphase der Zellen innerhalb der dreidimensionalen Leitschie-
nen wurde als Bioreaktor der Gradient Container der Fa. Minucells and Minutissue
ausgewahlt. Charakteristisch fur diese Art von Kulturkammer ist ein zylinderférmiger
Innenraum (& 10 mm, H6he 9 mm) mit jeweils zwei Ein- und Ausgangen, uber die
die Kammer gleichzeitig mit zwei verschiedenen Medien perfundiert werden kann.
Uber gaspermeable Silikonschlauche wurden die Kammern im oberen Teil mit Medi-
um mit Fibrinolyseinhibitorzusatz, im unteren Teil mit Differenzierungsmedium fur
Osteoblasten versorgt. Analog dazu verhielt sich die Drainage der verbrauchten Me-
dien. Die kontinuierliche Perfusion mit frischen Nahrmedien erfolgte mittels einer
Schlauchpumpe, die mit dem Peristaltik-Prinzip arbeitet, wobei die Platzierung der
Pumpe im Laufe der Untersuchungen optimiert wurde. Dies war nétig um sicherzu-
stellen, dass die Kammern gleichmafig von beiden Medien durchstromt werden und
dass insbesondere der Fibrinkleber genugend Medium mit Fibrinolyseinhibitor erhailt,
damit er sich nicht auflost. Im ersten Versuchsansatz (KoK I) wurde die Pumpe in
den abflhrenden Schenkel eingesetzt, im zweiten und dritten (KoK I, 1ll) in den zu-
fuhrenden und in den funf restlichen Versuchsansatzen (KoK IV — VIII) in beide, was
"Allschlauchantrieb” genannt wurde. Bei KoK | befanden sich die Behalter mit fri-
schem Medium sowie die Bioreaktoren innerhalb eines Brutschrankes (37° C bei 5 %
CO,-Atmosphare). Bei den folgenden Versuchsansatzen aul3erhalb des Brutschran-
kes wurden die Kammern auf eine Warmeplatte (Set 39 °C) platziert und die Vorrats-
gefalle daneben (RT ca. 20 — 24 °C). Die Schlauchpumpe und die Behalter fir ver-
brauchtes Medium befanden sich bei sieben der acht Versuchsansatze aulerhalb
des Brutschranks auf einer Arbeitsflache, nur beim ersten Versuchsansatz befanden

sich die Vorratsflaschen und die Kammer noch innerhalb des Brutschrankes.



Material und Methoden 30

Abb.5 Bioreaktor (Gradient Container, Fa. Minucells and Minutissue); A) mit eingelegter dreidi-
mensionaler Matrix, Uberschichtet mit Fibrinkleber, Deckel aufgeklappt; B) Seitenansicht
(Bildquelle: Fa. Minucells and Minutissue).

Differenzierungsphase

Bei der ersten Ko-Kultur wurde unter 5%-iger CO»-Atmosphare im Brutschrank der
pH-Wert mittels des Natriumbikarbonat-Puffersystems konstant gehalten, fur alle wei-
teren Versuchsansatze unter Raumluft wurde Medium mit einem Anteil von 25 mM
HEPES-Puffer verwendet. Die Konstrukte wurden in den Kammern kontinuierlich
gleichzeitig mit 2 verschiedenen Medien perfundiert. Bei einer Flussrate von 18,1
MI/min entspricht dies einer Gesamtdurchflussrate von 2 x 1 mil/h pro Kammer. Die
Menge an Medium wurde so bemessen, dass wahrend der gesamten Versuchslauf-
zeit von 2 Wochen kein Nachfillen nétig war. Wahrend der Differenzierungsphase
wurden die Kammern taglich in geschlossenem Zustand auf die Ansammlung von

Luftblasen hin kontrolliert und ggf. durch kurzzeitiges Schraghalten entfernt.

Abb. 6 Versuchsaufbau 3D-Kultur; A) 2 Kammern im Parallelbetrieb auf der Warmeplatte; B) Ge-
samtiibersicht mit Schlauchpumpe, Vorrats- und Abfallflaschen.
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2.3. Versuchsauswertung

Die angewandten Auswertungsmethoden zielten darauf ab, die 3D-Ko-Kulturen hin-
sichtlich der Kriterien Nachweis der Zellvitalitat, Zellwachstum, Zellverteilung, Cha-

rakterisierung zelltypischer Produkte und Fibrinkleberpersistenz zu beurteilen.

2.3.1. Aufbereitung der kultivierten Ko-Konstrukte

Aufteilung und Fixierung der Ko-Konstrukte

Jeweils nach Entnahme der Konstrukte aus dem Bioreaktor wurde die makrosko-
pisch erkennbare Morphologie digitalfotografisch dokumentiert. Anschliel3end wurden
die 3D-Ko-Konstrukte fur zwei verschiedenartige Fixierungsmethoden mit Skalpell
und Hammer zerteilt. Eine Halfte und ein Drittelstliick der Konstrukte wurden in 100%
Methanol drei Tage lang fixiert. Das verbleibende Sechstel wurde mindestens eine
Woche in Glutaraldehyd (aufsteigende Reihe am ersten Tag: 3 h 0,5%, 3 h 1%, ab
dem zweiten Tag dann 2%) fixiert. Nach der Methanolfixierung wurde jeweils die
Halfte in 5%iger EDTA-Ldsung entkalkt, gefriergeschnitten und HE-gefarbt bzw. im-
munhistochemisch markiert. Das Drittelstick wurde in Methylmetacrylat (MMA) ein-
gebettet, gesagt und gefarbt oder zuvor dinngeschliffen und im Anschluss daran mit
HE oder nach Laczko-Levai gefarbt. Das Sechstelstick wurde kritischpunki-
getrocknet, gefrierbruchgespalten, goldbedampft und anschliefend rasterelektro-

nenmikroskopisch analysiert.
@ Methanolfixierung, Entkalkung —
Q Gefrierschnitte fur Histologie
B Methanolfixierung, Kunstharz-Einbettung

O Glutaraldehydfixierung, Gefrierbruchspaltung,
Goldbedampfung — REM

Abb. 7  Schnittschema der Ko-Konstrukte (d = 9 mm) in der Aufsicht.

Anfertiqung von Kryoschnitten

FUr die histologische und immunhistochemische Auswertung wurden Kryoschnitte
angefertigt. Aufgrund der kndchernen Beschaffenheit der Leitschiene mussten die
Praparate zunachst entkalkt werden. Die Entkalkung dauerte drei Wochen und er-
folgte statisch bei +4 °C in 40 ml 5%-iger EDTA-L6sung. Die EDTA-L6sung wurde
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taglich gewechselt. Die entkalkten Proben wurden am Kryostat von der Mitte ausge-
hend in 12 pym dunne Schichten geschnitten. Dazu wurden die Proben mit Tissue
Freezing Medium auf dem Objekthalter so fixiert, dass die Schnittflache nach oben
zeigte und parallel zur Schnittrichtung zu liegen kam. Pro Glasobjekttrager wurden

drei Schnitte aufgezogen.

< l

Abb.8  Schnittschema Kryoschnitte, Pfeil = Richtung der Schnittfolge.

Anfertigung von Schnitten nach MMA-Einbettung

Bei einem Teil der Konstrukte wurden Einbettungen in Methylmetacrylat (MMA) an-
gefertigt. Aus Protokoll 1 im Anhang lassen sich die einzelnen Arbeitsschritte ent-
nehmen. Nach Aushartung des Methylmetacrylats wurden die Proben mittels einer
Bandsage zugeschnitten und anschlieRend mittels einer Bandschleifmaschine ange-
schliffen. Auf Objekttrager fixiert wurden an einer Innenlochsage Schnitte mit einer

Starke von 100 um hergestellt. Ein Teil der Schnitte wurde dinngeschiliffen.

2.3.2. Histologie, Immunhistochemie und Rasterelektronenmikroskopie

Auflichtmikroskopie

Nach drei Tagen Fixierung in Methanol wurden die halbierten Stlicke der Ko-Kulturen
nativ mittels einer schwach vergroRernden Lupe (Faktor 5,8; 8; 10) begutachtet und
in Form von digitalen Bildern dokumentiert. AnschlieRend wurden die Sticke fur die

Histologie und Immunhistochemie aufbereitet.

Histologie
Zur histologischen Beurteilung des Zellwachstums wurden Kryoschnitte Hamalaun-

Eosin-gefarbt. Von den MMA-Schnitten wurden Hamatoxylin-Erythrosin- und Laczko-
Levai-Farbungen angefertigt. Alle Farbungen erfolgten nach allgemein etablierten
Protokollen. Zur Konservierung der Praparate wurden die Glasobjekttrager mit Deck-

glasern und hydrophobem Harz Eukitt eingedeckelt.
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Immunhistochemie

Far die immunhistochemischen Markierungen wurden folgende Antikorper verwen-
det: Knochentypische Marker: Kollagen |, Osteocalcin, Bone Sialoprotein Il, Osteo-
nectin, Osteopontin. Knorpeltypische Marker: Kollagen I, IX und die Glykosami-
noglykane 3B3+Abc und 2B6+Abc. Die immunhistochemischen Markierungen wur-
den gemal Protokoll 2 im Anhang angefertigt. Mit Hilfe eines Fettstiftes wurden auf
einem Glasobjekttrager einzelne Schnitte abgegrenzt, so dass auf einem Objekttra-
ger verschiedene Marker verwendet werden konnten. Die Negativ-Kontrollen wurden
nicht mit Primarantikérpern inkubiert. Zur Steigerung der Spezifitdt der immunhisto-
chemischen Reaktion wurde wahrend der Fixierung der Zellen in Methanol Was-
serstoffperoxid beigemischt, welches die endogene Peroxidase inaktiviert. Anschlie-
Rend wurden die geladenen Molekulgruppen der Zellen durch eine Blockade mit
Pferdeserum abgesattigt. Damit wurden unspezifische Bindungen der Primarantikor-
per weitgehend verhindert. Anschlieliend wurden die einzelnen Schnitte mit den
ausgewahlten Primarantikorpern inkubiert. Danach wurden die gebundenen Antikor-
per mit Hilfe des Vectastain ABC-Kit Elite nachgewiesen. In diesem Kit war ein bioti-
niliertes Antikdrpergemisch aus anti-Maus-Immunglobulin als Sekundarantikorper
enthalten. Die Biotinkomponente hatte eine hohe Affinitdt zum Avidin-Biotin-Komplex
(ABC-Komplex). Dieser ABC-Komplex wandelte wiederum sein Substrat Diamino-
benzidin (DAB), eine Nachweissubstanz, in eine unldsliche vernetzte Form um. Die
DAB-Lésung wurde gemald den Herstelleranweisungen in Aqua dest. verdinnt und
mit einer Pufferlésung und einem Nickelkomplex angemischt. Durch den Nickelkom-
plex kam eine schwarzlich-violette Farbgebung zustande. Anschlielend wurden die

Praparate in aufsteigender Alkoholreihe entwassert und mittels Eukitt eingedeckelt.

Auswertung und Anfertigung lichtmikroskopischer Aufnahmen

Von samtlichen Praparaten wurden lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Die
Aufnahmen wurden mittels eines digitalen Bildverarbeitungssystems bei unterschied-
lichen VergrolRerungen erstellt. Es erfolgte methodisch bedingt eine Uberwiegend

deskriptive Auswertung der Ergebnisse.

Rasterelektronenmikroskopie

Zur rasterelektronenmikroskopischen Analyse wurde von 7 Ko-Kulturen je ein Sechs-

telstlick in aufsteigender Glutaraldehyd-Reihe fixiert. Dazu wurden die Praparate flr
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3 hin 0,5%ige, anschlielend flr weitere 3 h in 1%ige und zuletzt fliir mindestens 24 h
in 2%ige Glutaraldehyd-Losung eingelegt. Nach der Kritisch-Punkt-Trocknung im Ex-
sikkator wurden die Proben in flissigem Stickstoff gefriergebrochen, um eine schnei-
deartefaktfreie Flache zu erhalten. AnschlieRend wurden die Ko-Kulturen im Vakuum
mit Gold "besputtert". Die mit Gold beschichteten Praparate wurden bis zur Analyse
in einem feuchtigkeitsgeschutzten Exsikkator aufbewahrt. Im Rasterelektronenmikro-
skop (Jeol JSM-35 CF, Japan) wurden im Hochvakuum bei einer Spannung von 15
kV Aufnahmen mit dem Rollfilm lIford FP4 angefertigt. Die Negative wurden einge-

scannt und mit dem digitalen Bildbearbeitungssystem Adobe Photoshop invertiert.

2.4. Folgeuntersuchungen bei optimiertem Versuchsansatz

Im Rahmen von Folgeuntersuchungen wurden nach Abschluss der Hauptversuche
jeweils 3 Knochen-Knorpel-Ko-Kulturen tber 2 Wochen und 3 Knochen-Knorpel-Ko-
Kulturen tber 6 Wochen durchgefuhrt. Es wurde jeweils das gleiche Leitschienenma-
terial verwendet. Innerhalb der Knochenleitschienen wurden kommerziell erhaltliche
humane Mesenchymale Stammzellen (Fa. Cambrex, Verviers, B) verwendet, welche
sich unter Zusatz des unter 2.1.1. beschriebenen Osteogenic Supplement hin zu
osteoblastaren Zellen differenzieren lassen. Innerhalb der Knorpelleitschienen wur-
den Patienten-Chondroblasten verwendet, die wie in der vorliegenden Arbeit be-
schrieben gewonnen wurden. Im Rahmen der Folgeuntersuchungen sollte insbeson-
dere eine verbesserte Trennung der beiden Medienkompartimente erfolgen. Dadurch
sollte zum einen eine zielgerichtetere Zelldifferenzierung der beiden Leitschienen-
kompartimente erfolgen und zum anderen die Ortsstabilitat der Zellen innerhalb der
Knochenleitschiene sowie der Knorpelleitschiene insgesamt verbessert werden. Da-
zu mussten zunachst technische Modifikationen am Bioreaktorsystem erfolgen. Im
Rahmen des Versuchsansatzes wurde dann zunachst eine zweiwochige getrennte
Vorkultivierung der Knochenkomponente vorgeschaltet sowie eine verbesserte Me-
thode zur Applikation der Knorpelleitschiene zu Beginn der Kokultivierungsphase
entwickelt. Langzeitkultivierungen Uber bis zu 6 Wochen sollten dann zum einen die
Durchfihrbarkeit von Kultivierungen Uber deutlich langere Zeitraume belegen, zum
anderen aber insbesondere die Ortsstabilitat der Ko-Konstrukt-Komponenten anhand

morphologischer und histologischer bzw. immunhistochemischer Auswertungen.
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Technische Modifikation am Bioreaktorsystem

Zur verbesserten Trennung der beiden Medienkompartimente wurden passgenaue
Kunststoffhalterungen fur die Ko-Konstrukte angefertigt. Diese Halterungen ermdg-
lichten einerseits mittels eines Einsetzwerkzeuges eine exakte Positionierung der Ko-
Konstrukte innerhalb der Kulturkammer. Andererseits sollte so eine verbesserte Ab-
trennung der beiden Medienkompartimente bewirkt werden, mit dem Ziel Shunteffek-

te und die daraus resultierenden Folgen zu minimieren.

Abb.9 A) Kunststoffhalterung, MaRstabsbalken 14 mm; B) Eingesetztes Tutobone®-Plattchen,
Mafstabsbalken 9 mm; C) Mit Knorpellayer versehenes Konstrukt in Kunststoffhalterung im
Bioreaktor eingesetzt.

6 mm

9 mm

Abb. 10 Schnittschema durch den Bioreaktor mit eingesetzter Kunststoffhalterung (schraffiert) mit
Ko-Konstrukt, die hellgriinen Pfeile geben den Flussverlauf der Nahrmedien an.

Ortsstabilitat der Ko-Konstrukt-Komponenten und Zelldifferenzierung

Um die Ortsstabilitdt der Zellen innerhalb der Knochenleitschiene zu verbessern,
wurde der dynamischen Kultivierung eine statische, von der Knochenleitschiene ge-
trennte Vorkultivierung Uber einen Zeitraum von 2 Wochen vorgeschaltet. Nach die-

ser Vorkultivierung sollten die angesiedelten Zellen vollstandig ortsstabil und bereits
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proliferiert sein. Darlber hinaus wurde der Knorpelanteil vor Beginn der dynamischen
Kultivierung in Form von vorgefertigten so genannten Knorpellayern appliziert. Die
Knorpellayer wurden kurz zuvor in der erforderlichen Starke von ca. 3 mm in einer
Petrischale aus einer Knorpelzell-Fibrinkleber-Suspension gegossen, und nach Ver-
festigung daraus kreisrunde Layer ausgestanzt. Diese scheibenférmigen Knorpellay-
er wurden mittels einer dinnen Schicht Fibrinkleber auf die Knochenleitschienen
aufgeklebt. Damit sollte verhindert werden, dass zu grof3e Mengen an Fibrinkleber in
die Poren der Knochenleitschiene einflielen und die dort angesiedelten Knochenvor-
lauferzellen verdrangen. Grundlage fur eine zielgerichtetere Zelldifferenzierung ins-
besondere innerhalb der Knorpelleitschiene sollte eine verbesserte technische Tren-
nung der beiden Medienkompartimente bewirken, so dass die jeweils auf die beiden
Komponenten abgestimmten Medieninhalte zielgerichtet auf die jeweiligen Kompo-
nenten einwirken konnten. Dies wurde durch die zuvor beschriebene Kunststoffhalte-

rung angestrebt.

Durchfiihrung von Langzeitkultivierungen tUber 6 Wochen

SchlieRlich wurden Langzeitkultivierungen Uber einen Zeitraum von 6 Wochen
durchgefuhrt, um zunachst die Durchflhrbarkeit von deutlich langeren Kultivierungen
unter optimierten Bedingungen zu belegen, jedoch insbesondere um die morphologi-
sche Entwicklung und die Differenzierung der Zellen nach 6 Wochen Kultivierung
anhand von histologischen bzw. immunhistochemischen Auswertungen im Vergleich

zu den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit zu untersuchen.

2.5. Material, Gerate und Werkzeuge

Allgemein

Laborgerate
Analysenwaage Kern 770 Kern, D
Autoklav Varioklav 300 H+P Labortechnik, D
Brutschrank (+ 37 °C, 5% CO,) IG 150 Jouan, Frankreich
Flissigkeitsabsaugsystem Laborbestand
Kuhl-Gefrierkombination (+ 4 °C, - 20 °C) Liebherr, D
Laborwaage Kern GJ Kern, D
Magnetruhrer Laborbestand
pH-Meter inoLab WTW, D
Pipettierhilfe Accu-Jet Hirschmann, D
Schuttelgerat Unimax 100 Heidolph, D

Sterilbank Antares 72 Steril S.p.a., Italien
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Jouan, Frankreich
Laborbestand

Jouan, Frankreich
Jouan, Frankreich

Trockenschrank
Vortex-Schuttler

Wasserbad (+ 37 °C, + 56 °C)
Zentrifuge CT 422

Labor-Hilfsmittel

Neubauer-Zahlkammer Laborbestand
Mikroliterpipetten (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1.000 pl) Eppendorf, D
Material und Verbrauchsmaterial
Einmal-Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Eppendorf, D
Einmal-Skalpelle Laborbestand
Einmal-Spritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) Laborbestand
Eppendorf-Reaktionsgefale (1,5 ml) Eppendorf, D
Pasteur-Pipetten (230 mm) Laborbestand
Petrischalen aus Polystyrol (15 cm) Laborbestand
Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1.000 ul) Eppendorf, D
Sterilfilter Minisart Sartorius, D
Sterilfiltriervorrichtung Laborbestand
Wageschalchen Laborbestand
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, D
Substanzen
Aqua dest. Laborbestand
Ethanol 70 % in Aqua dest. Laborbestand
PBS 10 X Ca""- und Mg**-frei Merck, D

Trypanblau
Trypsin / EDTA (1 X in PBS)

Life Technologies, USA
Life Technologies, USA

Versuchsdurchfuhrung
Laborgerate
Schlauchpumpe IPC N-8 Ismatec, D
Schlauchpumpe IPC N-12 Ismatec, D
Warmeplatte Laborbestand
Sonstige Hilfsmittel
Hammer Baumarkt, D
Locheisen (9 mm) Baumarkt, D
Meilkel Baumarkt, D
Material und Verbrauchsmaterial
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) Nunc, USA
Zellkulturplatten (48 wells, rund) Nunc, USA
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Versuchsaufbau

Aluminiumblech 400 x 200 x 0,3 mm
Glasflaschen (500 ml)

Gradient Container (1 x 13 mm)
Schlauchklemmen

Schraubkappen (classic, innovative)
Silikonschlauche ID 1mm, AD 3mm mit Adapter
Sterilfilter

Stopperschlauche

Zellen

Patienten-Osteoblasten
Patienten-Chondrozyten

Leitschienen

Tutobone®(25x15x3mm), Best.-Nr. 68326, Lot 7408
Tissucol™-Kit 2,0 Immuno, lyophilisiert
Tissucol™ Duo Quick,Fertigspritzen,Ch. D830699J

Nahrmedium und Mediumzusatze

Aprotinin (Trasylol®)
Ascorbinsaure-2-Phosphat

Dexamethason, water soluble

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s MEM 25 mM HEPES

Fetal Calf Serum (FCS)

L-Glutamin

Penicillin-Streptomycin

B-Glycerophosphat

Versuchsauswertung

Laborgerate

Digitales Bildverarbeitungssystem KS 400
Digitalkamera

Exsikkator

Innenlochsage SP 1600

Kryostat Vacutome HM 200 OM
Lupenmikroskop M 420

Photomikroskop Axiophot
Rasterelektronenmikroskop
Warmeschrank 37°C

Wasserbad 27 °C

Material und Verbrauchsmaterial

Deckglaser (24 x 50 mm)

Conrad, D
Schott Duran, D
Minucells, D
Novodirect, D
Minucells, D
Minucells, D
Nalgene, D
Ismatec, D

Chir. Klinik der LMU, D
HNO-Abteilung LMU, D

Tutogen Medical, D
Baxter, D
Baxter, D

Bayer AG, D
Sigma, D
Sigma, D
Gibco, USA
Gibco, USA
Sigma, D
Sigma, D
Gibco, USA
Sigma, D

Zeiss, D

Sony, Japan
Laborbestand

Leica, D

Microm, D

Wild-Leitz, D

Zeiss, D

Jeol JSM-35 CF, Japan
Laborbestand
Laborbestand

Laborbestand
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Eindecksubstanz Eukitt

Fettstift fur Immunhistochemie (Dako Pen)
Glasobjekttrager, beschichtet (75 x 25 x 1 mm)
Kryostatklingen R 35

Tissue Freezing Medium

Substanzen, Allgemein

EDTA 5% in Aqua dest.

Ethanolreihe (50%, 70%, 80%, 90%, 100%, 100%)
Glutaraldehyd-Reihe (0,5%, 1%, 2%)

Methanol 100 %

PBS 1 X

Sucrose 5% in PBS 1 X

Wasserstoffperoxid (H20>)

Xylol 100 %

Substanzen, Histologie

Hamatoxylin-Eosin
Mayers Hamalaun
Weigert Farbung

Substanzen, MMA-Einbettung

Aceton

Benzoylperoxid

Formaldehyd 35 %
Glucose-Phosphatpuffer isoton pH 7,4
Methylmetacrylat (MMA)

Plastoid N

Substanzen, Immunhistochemie
Pferdeserum

Vectastain ABC-Kit

Substanzen, Immunhistochemie, Antikorper

Kindler, D
Dako, D
Menzel, D
Feather, Japan
Jung, D

Laborbestand
Merck, D
Laborbestand
Merck, D
Merck, D
Laborbestand
Laborbestand
Merck, D

Merck, D
Merck, D
Merck, D

Laborbestand
Merck, D
Laborbestand
Laborbestand
Merck, D
Fluka, Schweiz

Antikorper Clone Dilution
Bonesialoprotein I WVID1(9C5) | 1:5
Glykosaminoglykan 3B3+Abc
Glykosaminoglykan 2B6+AC

Kollagen | Col1 1:2000
Kollagen Il ClICI 1:6
Kollagen IX D1-9 1:5
Osteocalcin OC1 1:10
Osteonectin AON-1 1:5
Osteopontin MPIIIB10 1:5

Sigma, D

Vector, USA
Host Hersteller
Maus | DSHB, USA
Maus | Sigma, D
Maus | DSHB, USA
Maus | DSHB, USA
Maus | Dunn, USA
Maus | DSHB, USA
Maus | DSHB, USA
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3. Ergebnisse

3.1. Makroskopische Betrachtung

Nach Beendigung der zweiwdchigen Differenzierungsphase in der Perfusionskam-
mer waren die Ko-Konstrukte in ihrer Morphologie groftenteils erhalten. Beim ersten
Versuchsansatz (im Brutschrank, Pumpe im abflhrenden Schenkel, ohne Alumini-
umring in der Kammer) war jedoch nur ein Ring erhalten. Zentral war der Fibrinkleber
weggespult. Ab dem Einsatz des Aluminiumringes unter "Allschlauchantrieb” trat ins-
besondere an der Fibrinkleber-Leitschiene kaum mehr Schwund auf. In seiner Kon-
sistenz zeigte sich der Fibrinkleber elastisch bis solide. Die Konstrukte hatten gleich
nach Entfernung aus dem Bioreaktor aufgrund des rétlichen Mediums eine blassrosa

Farbung, die sich jedoch beim Kontakt mit den Fixierungsflissigkeiten schnell aus-

wusch.

Abb. 11 3D-Ko-Konstrukte nach 2 Wochen Kultivierung; A) KoK | mit Fibrinkleberring und zentraler
Ausspulung, Malistabsbalken 9 mm; B) KoK VII mit erhaltenem, verformten Fibrinkleber,
Mafstabsbalken 9 mm.

3.2. Auflichtmikroskopische Betrachtung

Zunachst wurden die Ko-Konstrukte mittels Auflichtmikroskopie qualitativ beurteilt. Im
Vergleich zur Leerprobe ist in den einsehbaren Bereichen der Leitschienen nach 2
Wochen eine deutliche Verengung der Poren der bovinen Spongiosa zu erkennen.
Es hat eine Flllung der Poren mit Zellmaterial und Fibrinkleber stattgefunden. Der
Fibrinkleber erscheint an seiner Schnittflache kompakt und annahernd homogen. Der

Ubergang zwischen den beiden Leitschienen zeigte sich dicht und liickenlos.
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Abb. 12 3D-Ko-Konstrukt nach 2 Wochen Kultur; A) KoK VII mit Ubersicht Giber Schnittflache nach
Halbierung, Mafstabsbalken 3 mm; B) KoK VI mit Detaildarstellung des Ubergangs zwi-
schen Knochen- und Knorpelleitschiene, Mafistabsbalken 500 ym.

3.3. Histologische Auswertung

3.3.1. Histologie nach Anfertigung von Kryoschnitten

Hamalaun-Eosin-gefarbte Kryoschnitte der 3D-Konstrukte wurden in sequentieller
Folge von innen nach aul3en betrachtet. Es zeigte sich in allen Schichten, also so-
wohl in der Mitte als auch am Rand, dreidimensionales Zellwachstum. Die massiv
erkennbaren, stark rosa gefarbten Strukturen entsprechen den Trabekeln der Leit-
schienenmatrix. Die Zellkerne stellen sich basophil, der Fibrinkleber eosinophil dar.
In den oberen Abschnitten der kndchernen Leitschiene sind Fibrinkleberfaden und -

zapfen mit PCH zu erkennen, die in die Poren der Spongiosa hineinragen (Abb. 13).

Abb. 13 3D-Ko-Konstrukt nach 2 Wochen Kultur, Kryoschnitt in HE-Farbung; A) KoK VIl in der Uber-
sicht, MaRstabsbalken 3 mm; B) KoK VIII in Detaildarstellung des Ubergangs zwischen Fi-
brinkleber und Tutobone®, MaRstabsbalken 500 pm.
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In den Poren der bovinen Spongiosa zeigten sich zahlreiche POB (Abb. 14), welche

jedoch methodisch bedingt in ihrer Morphologie nicht beurteilbar sind.

“k

Abb. 14 3D-Ko-Konstrukt knochenahnlicher Anteil nach 2 Wochen Kultur, Kryoschnitt in HE-
Farbung, beide Abb. KoK VII, stark rosa: bovine Spongiosa, hell lila: POB; A) MaRstabsbal-
ken 1.000 um; B) MafRstabsbalken 200 pm.

Im Fibrinkleber stellten sich die PCH zahlreich dar, in ihrer Form rundlich,
Chondroblasten ahnlich, teils einzeln, teils in Paaren ahnlich Chondronen angeordnet
(Abb. 15). Der Fibrinkleber selbst ist in allen Kryoschnitten aufgrund seiner Netzstruk-

tur mit Blasenartefakten durchsetzt.

15

Abb. 15 3D-Ko-Konstrukt knorpeldhnlicher Anteil nach 2 Wochen Kultur, Kryoschnitt in HE-Farbung,
beide Abb. KoK VIII; A) Bovine Spongiosa mit Fibrinkleber innerhalb der Poren; Malstabs-
balken 1.000 uym; B) Zahlreiche PCH in Fibrinkleber mit Blasenartefakten, teils paarweise
angeordnet, Malistabsbalken 200 pym.

3.3.2. Histologie nach Anfertigung von MMA-Einbettungen

Die morphologisch artefaktfreie Darstellung von dichtem, homogenem Zellwachstum

gelang mittels MMA-Einbettungen. In der histologischen Farbung mit Hamatoxylin-
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Erythrosin farbten sich die bovinen Spongiosabalkchen kraftig lila, der Fibrinkleber
blassrosa und die Zellen blassgrau an (Abb. 16, 17). Der Fibrinkleber stellt sich mit
dieser Methode blasenfrei und homogen dar, die Chondrozyten darin sind nur
schwach angefarbt, jedoch zahlreich und gleichmaRig verteilt (Abb. 16, 18 links). Die
Ubergange zwischen den Leitschienen zeigen sich llickenlos, der Fibrinkleber haftet
dicht an der bovinen Spongiosa (Abb. 16, 17 rechts). Von den Trabekeln der Rin-

derspongiosa ziehen trabekelférmig angeordnete POB zur Gegenseite (Abb. 17
links, 18 rechts).

Abb. 16 3D-Ko-Konstrukt nach 2 Wochen Kultur, MMA-Einbettung, KoK VIl histologische Farbung
mit Hamatoxylin-Erythrosin; Mitte und oben: gleichmaRige Zellverteilung im Fibrinkleber; un-
ten: bovine Spongiosa, Mal3stabsbalken 200 ym.

Abb. 17 MMA-Einbettungen, 100 um Schichtdicke, HE-gefarbt (dunkellila: bovine Spongiosa, hell-
grau: POB, rosa: F_i_brinkleber); beide Abb. KoK llI; A) dicht angeordnete POB, MaRstabs-
balken 200 ym; B) Ubergang zwischen den Leitschienen, Malistabsbalken 200 ym.

Mit der Farbung nach Laczko-Levai nehmen die Trabekel eine braune, die Knorpel-
leitschiene eine hellblaue und die neu gebildeten POB-Trabekel eine blau-braune
Farbe an (Abb. 18).
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Abb. 18 MMA-Einbettungen, 100 uym Schichtdicke, Farbung nach Laczko-Levai (hellblau: Fibrinkle-
ber, dunkelblau: Zellkerne, braun: bovine Spongiosa); A) KoK VII, PCH in homogenem Fi-
brinkleber, Mal3stabsbalken 200 ym; B) KoK IV, POB-Balkchen (Pfeil) verbinden Spongio-
sabalkchen, MaR3stabsbalken 200 pum.

3.4. Auswertung immunhistochemischer Markierungen

Aussagen uber die Vitalitat der Zellen, die Zelldifferenzierung und Uber die Produkti-
on von Proteinen der extrazellularen Matrix wurden im Wesentlichen anhand der in
dieser Arbeit verwendeten immunhistochemischen Markierungen getroffen. Sieben
von acht Ko-Konstrukten wurden mit insgesamt neun Markern immunhistochemisch
markiert. Nach folgenden Kriterien wurden die immunhistochemischen Markierungen
beurteilt: ++ = positive Reaktion, subjektiv besonders stark gefarbt, + = positive Re-
aktion, (+) = positive, aber schwache Reaktion, - = negative Reaktion, weniger als 5
% positive Zellen. Die Negativkontrollen entstanden ohne Applikation von Primaranti-
korpern. Die in den folgenden Abbildungen jeweils massiv erkennbaren Strukturen

entsprechen den Trabekeln der Knochenleitschiene.
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3.4.1. Darstellung der immunhistochemischen Ergebnisse

Die Ergebnisse der osteogen stimulierten 3D-Ko-Kulturen im Uberblick:

KoK | KoK Il KoK Il |KoKV |KoK VI |KoK VIl |KoK Vi

Antikorper
POB | PCH | POB | PCH | POB | PCH | POB | PCH | POB | PCH | POB | PCH | POB | PCH

Knochentypische Antikorper

Kollagen | + | (F) | () | HE | [ () | |+ |+ |+
Osteocalcin I B I B I N I 2 o B (R B I I o B I
Bonesialoproteinll| - | - | = | = |[(#) | - |+ | - | - | - |- |- |- |-
Osteonectin S B e S e S 2 S S B S B S B S
Osteopontin GRIGRIGRIGRIGRIG)
Knorpeltypische Antikérper

Kollagen Il - - - - - - - - - - - - - -
Kollagen IX - - - - - - (#) |+ - #H - #) ] - -

3B3+Abc (Glyk.) + + + + + + + + ++ | ++ | ++ | ++ | + +

2B6+Abc (Glyk.) + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | ++]|+ | ++

Negativkontrolle

Tab.6  Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen nach 2 Wochen 3D-Kultur mit osteo-
gener Stimulation. ++ = positive Reaktion, subjektiv besonders stark angefarbt, + = positive
Reaktion, (+) = positive, aber schwache Reaktion, - = negative Reaktion, weniger als 5%
positive Zellen, Glyk. = Glykosaminoglykan

Bei der Beurteilung der 3D-Ko-Kulturen wurde jeweils zwischen dem oberen, knor-
pelahnlichen und dem unteren, knochenahnlichen Teil des Konstrukts unterschieden.
Zur Unterscheidung beider Zellarten wurden knorpel- und knochentypische Marker
verwendet. Zu den Markern, die typischerweise Osteoblasten bzw. Zellen der oste-
oblastaren Differenzierungskaskade positiv markierten, gehéren Kollagen |, Osteo-
calcin, Bonesialoprotein Il, Osteonectin und Osteopontin. Als knorpeltypische Anti-
korper wurden Kollagen Il und IX und zwei verschiedene Glykosaminoglykane einge-
setzt. Im nachfolgenden Text werden nach jeder Aussage die anteiligen Farbeverhal-

ten nochmals in Klammern aufgefihrt.

Kollagen |
Die Markierung der Zellen innerhalb der knochernen Leitschiene fiel Uberwiegend

stark positiv aus (5/7 ++, 2/7 +), die Markierung der Chondrozyten fiel schwach posi-
tiv bis positiv aus (4/7 +, 3/7 (+)).
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Abb. 19 3D-Ko-Kultur nach 2 Wochen mit osteogener Stimulation, Immunhistochemische Markie-
rung von Kollagen I; KoK V; A) Knochenanteil, ++ = positive Reaktion, subjektiv besonders
stark gefarbt, Mal3stabsbalken 200 um; B) Knorpelanteil, (+) = positive, aber schwache Re-
aktion, MaRstabsbalken 200 um.

Osteocalcin

Der Nachweis von Osteocalcin fiel in allen Knochen-Kompartimenten stark positiv
aus (7/7 ++), jedoch auch die Chondrozyten lieen sich mit dem Osteocalcin-
Antikdrper markieren (2/7 ++, 5/7 +).
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Abb. 20 3D-Ko-Kultur nach 2 Wochen mit osteogener Stimulation, Immunhistochemische Markie-
rung von Osteocalcin, KoK V; A) Knochenanteil, ++ = positive Reaktion, subjektiv beson-
ders stark gefarbt, MaRstabsbalken 200 ym; B) Knorpelanteil, + = positive Reaktion, Maf3-
stabsbalken 200 um.

Bonesialoprotein |l

Im knéchernen Anteil konnte Bonesialoprotein || meist nicht markiert werden (1/7 +,

1/7 (+), 5/7 -). Die Chondrozyten zeigten einheitlich negatives Farbeverhalten (7/7 -).

Osteonectin
Die Markierung von Osteonectin war positiv bis stark positiv und jeweils innerhalb

einer Ko-Kultur im oberen und unteren Anteil gleich (beide 3/7 ++, 4/7 +).
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Osteopontin
Osteopontin konnte in beiden Anteilen schwach positiv nachgewiesen werden (beide

3/3 (+)).

Kollagen I
Der Nachweis von Kollagen Il gelang in keiner der sieben Ko-Kulturen, insbesondere

nicht im knorpelahnlichen Anteil (7/7 -, 7/7 -).

g |

Abb. 21 3D-Ko-Kultur nach 2 Wochen mit osteogener Stimulation, Immunhistochemische Markie-
rung von Kollagen Il, KoK V, Knorpelanteil, - = negative Reaktion, weniger als 5 % positive
Zellen, Malstabsbalken 200 um.

Kollagen 1X
Die Markierung der osteoblastaren Zellen mit Kollagen IX fiel negativ aus (1/7 (+), 6/7

-). Das Markierungsverhalten der Chondrozyten gestaltete sich nicht einheitlich, wo-
bei der Nachweis in drei Ko-Kulturen eher positiv und in vier negativ war (1/7 +, 2/7
(+), 4/7 -).

Glykosaminoglykan 3B3+Abc

Die Markierung mit Glykosaminoglykan 3B3+Abc war positiv und jeweils innerhalb

einer Ko-Kultur im oberen und unteren Anteil gleich (beide 2/7 ++, 5/7 +).

Glykosaminoglykan 2B6+Abc

Glykosaminoglykan 2B6+Abc war sowohl im oberen als auch im unteren Anteil der
Ko-Kulturen immer positiv nachzuweisen (POB 7/7 +; PCH 2/7 ++, 5/7 +).
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Negativkontrolle

Abb. 22 Kontrolle ohne Applikation von Primarantikérpern, Malstabsbalken 200 um.

3.4.2. Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse

Folgende Tabelle stellt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistoche-

mischen Markierungen dar:

Antigen 3D-Ko-Kultur
POB | PCH
Kollagen | ++ (+)+
Osteocalcin ++ +
Bonesialoprotein Il -(+) |-
Osteonectin +H++ | 4+
Osteopontin (+) (+)
Kollagen Il - -
Kollagen IX - - (1)
Glykosaminoglykan 3B3+Abc | + +
Glykosaminoglykan 2B6+Abc | + +

Tab.7  Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen. ++ = positive
Reaktion, subjektiv besonders stark angefarbt, + = positive Reaktion, (+) = positive, aber
schwache Reaktion, - = negative Reaktion, weniger als 5% positive Zellen

3.5. Rasterelektronenmikroskopische Auswertung

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie wurden die beste raumliche, dreidimensi-
onale Darstellung und die beste Auflosung bei extrem hohen VergréRerungen er-
reicht. In der Ubersichtsaufnahme stellt sich die homogene Struktur des Fibrinklebers
mit engem Kontakt zur knéchernen Leitschiene dar. (Abb.23 links) Die Ubergéange
zwischen Fibrinkleber und kndcherner Leitschiene gestalten sich flieRend, so dass
eine exakte Trennlinie zwischen beiden Phasen kaum zu erkennen ist. (Abb.23

rechts).
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Abb. 23 KoK IV; A) Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme, oben knorpeliger, unten
knocherner Teil, Mal3stabsbalken 1.000 pym; B) Detailaufnahme des Ubergangs zwischen
beiden Leitschienen, Fibrinkleber ragt in Tutobone® hinein, Malistabsbalken 100 pm.

Beim Blick in die Poren der Spongiosa ist dreidimensionales, jedoch nicht flachende-
ckendes Zellwachstum zu erkennen. Die sechseckige Wabenstruktur auf den Trab-
ekeln der Tutobone®-Leitschiene sind Uberreste der bovinen endostalen Saumzellen
(ruhende Osteoblasten), welche in vivo in Form des Endost die gesamt Innenflache
des Knochens, also auch die Trabekel, als zusammenhangende Zellschicht Uberzie-
hen. Die Wabenstruktur ist nicht durch die angesiedelten Zellen bedingt. Die Zellko-
lonisation auf der knéchernen Leitschiene mit POB zeigt sich mehrschichtig, die Zel-

len treten aus dem Monolayerwachstum heraus und treten mit ihren langen Fortsat-

zen zueinander in dichten Kontakt, mit denen sie ebenso an der Trabekelwand ver-
ankert sind (Abb.24).

Abb. 24 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der knéchernen Leitschiene (Flache mit
sechseckiger Wabenstruktur) mit darauf kultivierten POB; A) KoK 1lI, Malstabsbalken 100
um; B) KoK IV, Mal3stabsbalken 10 um.

An der Oberflache des Fibrinklebers ist die verwobene Struktur von sehr zahlreichen

Chondrozyten erkennbar, welche Uber ein dichtes Netzwerk von Zellfortsatzen und
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extrazellularer Matrix miteinander verbunden sind (Abb.25 links). Im Inneren der
PCH-Leitschiene, genauer an der gefriergebrochenen Seite des Objekts, zeigt sich
ein feinfadiges Fibrinklebernetz mit vereinzelten Hohlraumen. Diese Hohlraume sind
11 um im Durchmesser gro3 und entsprechen Zelllakunen der Chondrozyten
(Abb.25 rechts).
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Abb. 25 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Fibrinkleber-Leitschiene; A) KoK VIII, ver-
netzendes Wachstum von PCH an der Oberflache, MaRstabsbalken 10 um; B) KoK IV, De-
tailaufnahme einer ca. 11 pm grof3en Zelllakune im Fibrinnetz, Maf3stabsbalken 1 um.

3.6. Folgeuntersuchungen bei optimiertem Versuchsansatz

3.6.1. Technische Modifikationen am Bioreaktorsystem

Bei den Uber 2 Wochen durchgefiihrten Versuchsansatzen trat bei einer von drei Ko-
Kulturen nach 3 Tagen ein Shunteffekt auf, zu erkennen an der ungleichmaliigen
Fullung der Abfallflaschen. Bei den tber 6 Wochen durchgefuhrten Versuchsansat-
zen trat ebenfalls bei einer von drei Ko-Kulturen nach 2 Wochen ein Shunteffekt auf.
Zur Minimierung der Shunteffekte wurde jeweils zusatzlich der abfuhrende Schenkel
uber die Schlauchpumpe umgeleitet. Alle Ubrigen Versuchsansatze verliefen unauf-

fallig bis zum jeweiligen regularen Versuchsende.

3.6.2. Ortsstabilitat der Ko-Konstrukt-Komponenten

Sowohl nach 2 Wochen als auch nach 6 Wochen in Kultur konnten in allen Ver-

suchsansatzen morphologisch gut erhaltene Ko-Konstrukte gewonnen werden.
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Abb. 26 Ko-Konstrukt nach 6 Wochen in Perfusionskultur mit sehr gut erhaltener Morphologie, Maf3-
stabsbalken 9 mm.

3.6.3. Histologische Auswertung

Toluidinblau-Farbung nach Kryoschnitt

In der Toluidinblau-Farbung zeigte sich nach 6 Wochen Kultivierung im Bereich der
Knochen-Knorpel-Ubergangszone abgesehen von Zerreissungs- und Blasenartefak-
ten eine homogen besiedelte und nur mit wenig Fibrinkleber infiltrierte Pore innerhalb

der Knochenleitschiene.

Abb. 27 Ko-Konstrukt nach 6 Wochen in Perfusionskultur, Toluidinblau-Farbung der Knochen-
Knorpel-Ubergangszone, Malstabsbalken 200 um.



Ergebnisse 52

Toluidinblau-Farbung nach MMA-Einbettung

Abb. 28 3D-Ko-Konstrukt nach 6 Wochen Kultur, Toluidinblau-Farbung nach MMA-Einbettung, Mal3-
stabsbalken 3 mm.

3.6.4. Auswertung immunhistochemischer Markierungen

Bei den immunhistochemischen Markierungen der Folgeuntersuchungen wurden
Kollagen |-, Osteocalcin- und Kollagen II-Antikdrper verwendet. Bei beiden Tripletts

wurde jeweils eine Ko-Kultur markiert.

Die Ergebnisse der osteogen stimulierten 3D-Ko-Kulturen der Folgeuntersuchungen
im Uberblick:

2 Wochen 6 Wochen
hMSC | PCH | hMSC | PCH

Knochentypische Antikorper

Kollagen | (+) - + +
Osteocalcin | + + + +
Knorpeltypische Antikorper

Kollagen Il |- ) |- -
Kontrolle

Tab.8  Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen nach 2 bzw. 6 Wochen 3D-
Kultivierung mit osteogener Stimulation in den Folgeuntersuchungen. ++ = positive Reakti-

on, subjektiv besonders stark angefarbt, + = positive Reaktion, (+) = positive, aber schwa-
che Reaktion, - = negative Reaktion, weniger als 5 % positive Zellen

Kollagen |
Die Markierung von Kollagen | war nach 2 Wochen im hMSC-Teil schwach positiv,

nach 6 Wochen positiv. Die Chondrozyten exprimierten nach 2 Wochen kein Kolla-

gen |, nach 6 Wochen lie3en sich die Chondrozyten positiv nachweisen.
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Osteocalcin
Der Nachweis von Osteocalcin war zu beiden Zeitpunkten und jeweils bei beiden

Zellarten positiv.

Kollagen |l
Kollagen Il war im hMSC-Teil nicht nachweisbar Die Chondrozyten lieRen sich nach

2 Wochen noch schwach positiv markieren, nach 6 Wochen erbrachte die Markie-

rung der Chondrozyten ein negatives Ergebnis.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion von Material und Methoden

Auf dem Gebiet der artifiziellen Geweberegeneration hat sich seit den ersten Verof-
fentlichungen Uber das Tissue Engineering von Knochen und Knorpel aus periosta-
len, in vitro kultivierten Zellen zur Therapie von osteochondralen Defekten im Kopf-
Hals-Bereich eine rasante Entwicklung vollzogen (Nakahara et al. 1992). Zunehmend
gewinnen zellbasierte Methoden mit autologen in vitro kultivierten und vordifferen-
zierten Hybridzellkulturen zur Therapie von Knochen- und Knorpeldefekten neben
den proteinbasierten, wachstumsfaktororientierten Ansatzen an Bedeutung (Bruder
et al. 1999). Ziel dieser Arbeit war, mittels Tissue Engineering ein osteochondrales
Konstrukt herzustellen. Knorpel alleine, unabhangig davon ob tissue-engineerter
Knorpel, autologer oder allogener Knorpel, lasst sich in einem osteochondralen De-
fekt kaum fixieren. Deswegen sollte analog zur autologen Mosaikplastik ein Kno-
chensockel mit einem knorpelahnlichen Uberzug generiert werden, der sich in vivo
gut fixieren lasst. Dabei befinden sich nicht nur in der Knorpel-Leitschiene Chondro-
zyten, sondern auch in der Knochen-Leitschiene Osteoblasten, um ein besseres
Einwachsen und Remodeling des osteogenen Tragermaterials in den Empfanger-
Knochen zu gewahrleisten. Hauptaufgabe war dabei die in Kapitel 1.2.2., 1.2.5. und
1.3. gestellten Anforderungen flr dreidimensionale Knochen-Knorpel-Ko-Kulturen
umzusetzen. Der hierzu entwickelte "Allschlauchantrieb" und die bessere raumliche
Abgrenzung durch Einsatz eines Aluminiumringes bzw. in den Folgeuntersuchungen
einer Kunststoffhalterung (siehe Kap. 2.2. und 2.4.) im Bioreaktor sollte gewahrleis-
ten, dass die Mediumversorgung beiden Teilen gerecht wird, indem die beiden ver-
schiedenen Medien so gut wie mdglich von einander getrennt werden sollten. Die
kritische Auswertung der mit dieser neu entwickelten Methode durchgefuhrten Ver-
suche zur Untersuchung der Wachstumseigenschaften von Zellen zeigte, dass sich
mit diesem System Osteocalcin- und Kollagen I-positive osteoblastenahnliche Zellen
in I6sungsmittelkonservierter, gamma-strahlensterilisierter Rinderspongiosa und dar-
auf glykosaminoglykan-positive chondrozytenahnliche Zellen in Fibrinkleber Uber ei-
nen Zeitraum von 2 Wochen in hoher Zahl und Dichte kultivieren lassen. Unter konti-
nuierlicher raumlich getrennter Perfusion der Zellen in den Kulturkammern kam es

dabei zu einem relativ gleichmafligen Wachstum innerhalb des gesamten Tragerma-
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terials, sowohl intertrabekular als auch im Fibrinnetz. In keiner der acht Ko-Kulturen

trat wahrend der 2-wochigen Differenzierungsphase eine Verkeimung auf.

4.1.1. Festlegung der Beurteilungskriterien

Das Knochen- und Knorpelzellwachstum im dreidimensionalen Kokultursystem wur-
de im Rahmen der Etablierung dieser Methode hinsichtlich folgender Kriterien beur-
teilt: Fibrinkleberpersistenz, Morphologie, Stabilitat der Knochen-Knorpel-Verbindung
bei Auftreten von Scherkraften, Histomorphologie, Zellmenge, Zellverteilung, Anord-
nung der Zellen, Zellvitalitdt und Produktion von extrazellularer Matrix und knochen-

und knorpeltypischen Proteinen.

4 .1.2. Material und Methoden im Rahmen der Versuchsansatze

Neben der Etablierung eines Kultursystems, in dem Chondrozyten und Osteoblasten
auf zwei verschiedenen Leitschienen miteinander kultiviert werden kdnnen, war ein
weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit Patientenzellen zu verwenden sowie Tragerma-
terialien, die im klinischen Gebrauch bereits zugelassen sind. Im Vergleich zu ande-
ren Arbeitsgruppen, die biphasische Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukte entwickelten,
ist die Zusammensetzung der Konstrukte einer potentiellen klinischen Anwendung
sehr nahe (Nakaoka et al. 2006, Jiang et al. 2005, Mahmoudifar et al. 2005, Chang
et al. 2004, Cao et al. 2003).

Bei einer der vielen verschiedenen Verfahren, Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukte her-
zustellen, wurde frisch abprapariertes Periost vom Rind um ein Co-Polymer aus Po-
lyglykol- und Poly-L-Laktid-Saure gewickelt. Separate Plattchen aus PGA wurden mit
Chondrozyten und Tenozyten von Kalberschultern besiedelt. Beide besiedelten Leit-
schienen wurden eine Woche lang getrennt voneinander in verschiedenen Medien
statisch vorkultiviert. Anschlielend wurden die beiden Komponenten mittels Nahten
zusammengefugt und subkutan in athyme Nacktmause implantiert. Nach 20 bzw. 40
Wochen in vivo resultierte hieraus neu gebildetes Gewebe in der vorher festgelegten
Form und Dimension einer humanen Phalanx mit Gelenkflache. Die histologische
Untersuchung ergab laut den Angaben des Autors reifen Gelenkknorpel und sub-
chondralen Knochen mit einer Gelenkkapsel. Insgesamt hatte dieses Konstrukt eine
einem humanen Fingermittelglied mit zwei Gelenkflachen ahnliche Struktur (Isogai et

al. 1999). Kritisch anzumerken ist jedoch der vergleichsweise undifferenzierte Um-
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gang mit der Nomenklatur der Objekte. Auch wenn sich in diesen Konstrukten die
Zellen sehr gut integriert haben, sehr viel neues Gewebe darin entstanden ist und die
Leitschienen auf 5 % ihrer Ausgangsgrof3e abgebaut wurden, muss dennoch in Fra-
ge gestellt werden, ob die Verwendung der Begriffe "reiner Knochen" und "reiner
Knorpel" zutreffend ist. Ein weiterer Schwachpunkt aus Sicht der vorliegenden Arbeit
ist die Verwendung von synthetisierten Leitschienenmaterialien, die vor der klini-
schen Anwendung zunachst ein Zulassungsverfahren durchlaufen mussten. Vor be-
reits 6 Jahren wurde der erste und bislang einzige Fallbericht Gber den Ersatz eines
verlorenen Daumenendgliedes durch ein tissue-engineertes Endglied aus periostalen
Zellen in Alginat und Hydroxylapatit publiziert. Aus Sicht der durchfiihrenden Chirur-
gen wurde damit eine gute biomechanische Stabilitat erreicht (Vacanti et al. 2001)
Dieser bislang einzige Einsatz eines tissue-engineerten Knochen-Knorpel-Ko-
Konstruktes wurde jedoch aufgrund seines eher schlechteren Outcomes insbesonde-
re hinsichtlich der Funktionalitat im Vergleich zu den etablierten Behandlungsmetho-
den zur Rekonstruktion eines Daumengliedes in Frage gestellt (Hentz et al. 2001).

In einer anderen in vitro Studie wurde als Leitschiene ein pordses, mittels Rapid Pro-
totyping (Begriffserklarung in Kap. 4.4.3.) hergestelltes Polycaprolactongerist ver-
wendet, welches in einer Halfte mit osteogenen Zellen in Fibrinkleber besiedelt und
kultiviert wurde. 18 Tage spater wurde die andere Halfte derselben Leitschiene mit
chondrogenen Zellen in Fibrinkleber beimpft. Die Zellen waren humane Zellen, ge-
wonnen aus dem Beckenkamm und einer Rippe. Anschlieend wurden die Konstruk-
te in einem Ko-Kultur-Medium unter statischen Bedingungen 32 Tage weiter kulti-
viert. Beide Zellarten proliferierten, wanderten in die Leitschiene ein und gingen im
Ubergangsbereich ineinander Uber. Im mit osteogenen Zellen besiedelten Teil zeig-
ten sich mineralisierte Knétchen und hohe Osteocalcin-Spiegel. Eine Auswertung
bezlglich knorpelspezifischer Marker erfolgte jedoch nicht (Cao et al. 2003). Auch in
dieser Untersuchung lassen sich mehrere Kritikpunkte finden: Es wurde nur eine
Leitschiene verwendet und ab dem 18. Tag nur ein Medium, das beide Teile versorg-
te. Dieses Ko-Kultur-Medium, das sich vom vorhergehenden Medium nur im Grund-
medium unterschied (45 % M199 + 45 % Ham’s F-12 vs. 90 % M 199 zuvor) enthielt
Osteogenic Supplement, womit in diesem Fall offensichtlich bewusst auch die
Chondrozyten osteogen stimuliert wurden. Zusatzlich bestehen Schwachen in den
Auswertemethoden. Es wurden 3 visuell-deskriptive sowie ein Enzymmessverfahren

angewendet. Alkalische Phosphatase und Osteocalcin wurden kurz vor der Besiede-
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lung mit Chondrozyten sowie am 43. Tag im Mediumuberstand gemessen und je-
weils mit unbesiedelten Kontrollen verglichen. Wie die Autoren jedoch in der Mes-
sung am 43. Tag genau bestimmen konnten, von welcher Zellart welche Proteine
synthetisiert wurden, bleibt unklar. Ob von den mit Osteogenic Supplement stimulier-
ten Chondrozyten Osteocalcin gebildet wurde, ist daher nicht auszuschlieRen. Die
topographische Bestimmung der Osteocalcinproduktion mittels immunhistochemi-
scher Markierung wurde bei dieser Arbeit aus Singapur nicht durchgefuhrt. Wider-
spruchlich zu den Ergebnissen der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhr-
ten Untersuchungen ist, dass bei Cao die osteochondralen Ko-Konstrukte nach ge-
meinsamer Kultur insgesamt nicht nur deutlich weniger Osteocalcin als zum ersten
Messzeitpunkt produzierten, sondern sogar noch weniger als die unbesiedelten Kon-
trollen. Hingegen exprimierten in der vorliegenden Arbeit nicht nur die POB sondern
auch die PCH Osteocalcin (siehe Kap. 3.4.1., 3.6.4. und 4.2.4.). Cao hatte flr den
Ruckgang der Osteocalcinproduktion nach Hinzufligen der Chondrozyten ins System
davon abgesehen auch keine suffiziente Erklarung. Die Autoren mutmalten, dass
entweder ein Verdunnungseffekt aufgetreten sei oder dass ein unbekannter Prozess
zu einer osteoblastaren Dysfunktion gefuhrt haben kénnte.

In einer anderen Studie wurden in einem Tiermodell osteochondrale Defekte im
Kniegelenk von Kaninchen mit tissue-engineerten biphasischen Konstrukten gefullt.
Dabei wurde eine Kalziumphosphat-Komponente ohne Zellen in den Defekt (3 mm
Durchmesser, 3 mm Hohe) injiziert und wahrend des Aushartens ein Schwamm aus
einem Hyaluronsaure-Derivat darlber gelegt. Ein Teil der Hyaluronsaure-Schwamme
wurde mit autologen Progenitor-Zellen besiedelt, die aus Knochenmark gewonnen
wurden. Die Kontroll-Konstrukte wurden unbesiedelt in die Defekte implantiert. Nach
12 Wochen in vivo zeichneten sich die verschiedenen Zonen im Reparaturgewebe
deutlich voneinander ab, wobei die Chondrozyten teils in saulenférmiger Anordnung
vorlagen. Dabei wurden besiedelte Implantate besser integriert und wiesen eine ho-
here Zelldichte auf als unbesiedelte (Gao et al. 2002). Diese Untersuchung stutzt
unsere Annahme, dass die Besiedelung von osteochondralen Implantaten mit Zellen
die Integration in den Empfangerknochen und —knorpel verbessert. Fraglich an die-
ser Studie bleibt jedoch, ob die Auswahl der Versuchstiere gut getroffen wurde. Die
verwendeten so genannten "erwachsenen" New Zealand White Rabbits waren zum
Zeitpunkt der Untersuchung 18 Wochen alt. Nach Angaben einer anderen Studie

hingegen ist das Skelettwachstum dieser Tierart erst mit 28 Wochen abgeschlossen
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(Masoud et al. 1986). Daher lasst sich die Frage aufwerfen, ob die Ergebnisse des-
halb so gut ausfielen, weil eventuell das Regenerationspotential der noch nicht kom-
plett ausgewachsenen Kaninchen einen erheblichen Beitrag dazu leistete. Ein Hin-
weis darauf waren die nicht als schlecht zu wertenden Ergebnisse der unbesiedelten

Kontrollen.

41.2.1. Zellen

Bei der Herstellung eines osteochondralen Implantates mittels Tissue Engineering
muss stets die grundlegende Frage nach der Herkunft der Zellen gestellt werden. Zu
Beginn muss die Entscheidung getroffen werden, ob autologe oder allogene Zellen
verwendet werden sollen. Dabei haben allogene Zellen den Vorteil der leichteren
Verfugbarkeit, da sie Uber Knochenbanken bezogen werden konnen, jedoch ent-
scheidende Nachteile hinsichtlich Immunabwehrreaktionen durch Oberflachenanti-
gene sowie Infektionsgefahren (Stutzle et al. 1991). Autologe Zellen hingegen ber-
gen diesbeziglich nur geringe Gefahren, sind jedoch in nur sehr begrenztem Malie
verfugbar. Es ist anzunehmen, dass bei einer Re-Implantation von autologen Zellen
keine Immunsuppression nétig ist. Deshalb ist diese Zellart deutlich zu bevorzugen.
Quelle der Zellen waren im Rahmen der vorliegenden Arbeit Mittelful3knochen aus
Teilamputationen sowie Knorpelreste infolge von Korrektureingriffen bei Nasensep-
tumdeviationen. Es muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei Zellen der
genannten Herkunft um ein heterogenes Zellgemisch handelt, in dem verschiedene
Differenzierungsstufen von der Vorlauferzelle bis zum Osteo-/Chondrozyten vorhan-
den sind. Es ist fraglich, ob die genannten Entnahmestellen bei zuklnftigen Tissue
Engineering Therapien die Stellen erster Wahl sind. Als Entnahmestellen waren eher
Stellen denkbar, die zum einen leicht zuganglich sind und keine tragende Funktion
erfullen wie z.B. Beckenkamm-Knochen oder Rippen-Knorpel. In dem bislang einzi-
gen Fall einer Anwendung eines tissue-engineerten osteochondralen Konstruktes,
ein Daumenendglied aus Alginat und Hydroxylapatit mit periostalen Zellen, wurden
Zellen aus dem Periost des Radius verwendet (Vacanti et al. 2001). Chondrozyten
fur den knorpel-ahnlichen Anteil kdnnten sowohl aus dem Nasenseptum als auch aus
einem Gelenk oder einer Rippe gewonnen werden. In einer neueren Studie wurden
bovine Chondrozyten aus verschiedenen Entnahmestellen hinsichtlich ihrer Eigen-
schaften beim Tissue Engineering von Knorpel miteinander verglichen. Es zeigte

sich, dass sich die Chondrozyten aus den verschiedenen Entnahmestellen bei der
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Herstellung von neuem Knorpel unterschiedlich verhielten. Beispielsweise exprimier-
ten Chondrozyten costalen und nasoseptalen Ursprungs hohere Mengen an Kolla-
gen Il und Aggrecan, wohingegen aurikulare Chondrozyten nach 20 Wochen in Kul-
tur als einzige elastische Fasern produzierten. (Isogai et al. 2006). Welche Entnah-
mestelle fir das Tissue Engineering von Gelenkknorpel die glnstigste ist, muss Ge-
genstand kunftiger Untersuchungen sein.

Die Zellgewinnung kann mittels verschiedener Isolationstechniken erfolgen. Zum ei-
nen kann im Rahmen einer Explantkultur Gewebe zerkleinert werden, woraufhin aus
den Gewebestlckchen langsam Zellen auswachsen (Freshney 1990). Zum anderen
konnen Zellen mittels Kollagenaseverdau aus ihrem Verbund herausgelost werden
(Minuth et al. 2002). Vorteil der Kollagenseverdau-Methode ist die schnellere Gewin-
nung der Zellen. Unklar bleibt jedoch, ob die Zellen bei dieser Methode ganzlich un-
versehrt bleiben. Mit der in der vorliegenden Arbeit angewandten Explantkultur-
Methode wurden jedoch auch in einem akzeptablen Zeitraum ausreichende Mengen
an Zellen generiert.

Letztendlich muss bei der Entnahme von autologem Zellmaterial ein Kompromiss
vollzogen werden. Je geringer die Ausgangszellzahl ist, desto geringer ist die donor
site morbidity aber desto langer ist die Proliferationsphase. Je langer die Proliferati-
onsphase ist, desto starker dedifferenzieren die Zellen. Die Dedifferenzierung der
Zellen in 2D-Kultur ist eine seit mehr als 25 Jahren bekannte Eigenschaft, mit der
man sich beim Tissue Engineering konfrontiert sieht (Grundmann et al. 1980). Doch
lassen sich sowohl undifferenzierte Progenitorzellen als auch dedifferenzierte Zellen
durch verschiedene Mdoglichkeiten differenzieren bzw. redifferenzieren. Mit Osteoge-
nic Supplement als Mediumzusatz kdnnen nicht nur isolierte hMSC, sondern auch
osteoblastenahnliche Zellen aus Knochenmarkzellkulturen in hdhere Differenzie-
rungsstufen Uberfiuhrt werden (Coelho et al. 2000).

Es gibt eindeutige Hinweise darauf, dass nicht nur entsprechende Differenzierungs-
faktoren, sondern auch die Anordnung in der Dreidimensionalitat, die Zelldichte und
auch mechanische Krafte oder Anregung mittels Schallwellen eine zelldifferenzieren-
de Wirkung besitzen (Park et al. 2006, Cui et al. 2006, Benya et al. 1982). Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit kam zum einen ein osteogener Differenzierungszusatz
zum Einsatz, zum anderen befanden sich die Zellen zwei Wochen in einer dreidi-
mensionalen Anordnung bei hoher Zelldichte. Die osteogene Differenzierung hatte

einen Effekt auf die POB hinsichtlich der Produktion von knochentypischen Markern
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(siehe Kap. 3.4.1., 3.6.4. und 4.2.4.). Auf den Zusatz chondrogener Differenzierungs-
faktoren im Knorpelmedium wurde verzichtet, um zu untersuchen, ob eine dreidi-
mensionale Anordnung bei hoher Zelldichte alleine zur Differenzierung ausreicht.
Welche Auswirkung dies auf die PCH hatte und insbesondere, ob hierdurch das
Osteogenic Supplement auf die Chondrozyten eine in Richtung osteogene Differen-
zierungskaskade differenzierende Wirkung hatte, wird im Rahmen der Diskussion der
immunhistochemischen Auswertung erortert (Kap. 4.2.4.).

Beim Tissue Engineering von osteochondralen Implantaten kdnnen verschiedene
Zellarten verwendet werden. Es stehen hMSC bzw. BMSC (Bone Marrow Stromal
Cells), transfizierte Zellen, osteoblastenahnliche bzw. chondrozytenahnliche Zellen
und Periostzellen zur Verfugung (siehe Kap. 1.2.1.). Aus ethischer Sicht sind die a-
dulten hMSC im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen unbedenklich
(Niemeyer et al. 2004). Der Vorteil bei Verwendung von hMSC gegenuber Osteo-
blasten besteht in der Gewinnung aus Knochenmark und der damit verbundenen ge-
ringeren donor site morbidity. Schwierig ist allerdings die Gewinnung einer ausrei-
chenden Zahl von hMSC, da diese im Knochenmark nur zu einem sehr geringen An-
teil vorhanden sind und damit eine langere Proliferationsphase und eine intensive
Differenzierung erforderlich ist. Zudem sind hMSC nicht in sehr viel kiirzeren Zyklen
passagierbar als Osteoblasten. In einem Vergleich zwischen Periostzellen versus
BMSC zeigte sich, dass Periostzellen zwar schneller proliferieren, aber BMSC noch
mehr in Richtung osteoblastare Linie differenzieren (Agata et al. 2007). Ein weiterer
Vorteil der BMSC ware aber auch die mdgliche Verwendung dieser Zellart flr beide
Kompartimente. Histologische Untersuchungen von mit BMSC besiedelten biphasi-
schen PCL-Leitschienen in Kniegelenken von Kaninchen ergaben zumindest positive
immunhistochemische Markierungen fur Kollagen Typ Il und Glykosaminoglykan
(Shao et al. 2006). Dadurch wirde Patienten in Zukunft eine Entnahme von Zellma-
terial an zwei Stellen erspart bleiben. Ob diese Ergebnisse vom Kaninchen auf den
Menschen Ubertragbar sind, wird Gegenstand zukUnftiger Forschungsprojekte sein

mussen.

Folgeuntersuchungen

Im Rahmen der Folgeuntersuchungen wurden innerhalb der Knochenleitschiene statt
Patienten-Osteoblasten hMSC und innerhalb der Knorpelleitschiene wie in den

Hauptuntersuchungen Patienten-Chondrozyten verwendet.
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4.1.2.2. Leitschienen

Die Leitschienen bovine Spongiosa und Fibrinkleber wurden aufgrund der in Kapitel
1.2.2. gestellten Anforderungen ausgewahlt. Zudem erfullten sie das Kriterium, dass
beide bereits seit langerer Zeit in klinischem Gebrauch sind und somit Genehmi-
gungsverfahren fiir die Anwendungszulassung am Menschen entfallen. Tutobone®,
eine mit dem Tutoplast®-Verfahren speziell verarbeitete bovine Spongiosa, bietet vie-
le Vorteile anderen Leitschienen gegenuber. Zum einen ist es deutlich belastungs-
stabiler als Knochen, der mit Hitzeverfahren sterilisiert wurde (Knaepler et al. 1991).
In eigenen Vorversuchen zeigte sich, dass eine andersartig konservierte Spongiosa
bei gleicher Krafteinwirkung zerbrdselte und zusammensinterte. Zum anderen ist Tu-
tobone® im Gegensatz zu demineralisiertem Knochen formstabil (Benninghoff et al.
2002). Tutobone® besitzt zudem gute osteoinduktive und gute Oberflicheneigen-
schaften. Es ist nicht ganz glatt, sondern es besteht eine gewisse Rauigkeit der
Oberflache, die die Anhaftung der Zellen wahrend der Besiedelung beglnstigt
(Boyan et al. 1996). Eine lange Degradationszeit in vivo konnte den Zellen langfristig
eine stabile Matrix liefern. Unvorteilhaft ware lediglich, dass sich Tutobone® mittels
konventioneller Rontgentechniken schlecht vom Empfangerknochen unterscheiden
lieRe. Dies hatte zur Folge, dass sich das Einwachsen von neuem Knochengewebe
sowie der zeitgleich stattfindende Aufbau von eigenem Knochen und der Abbau von
Tutobone® einer radiologischen Verlaufskontrolle entziehen wiirden. Da Tutobone®
ein "Naturprodukt" ist, liegt es somit in der Sache, dass sich die einzelnen Leitschie-
nen-Stickchen nicht exakt gleichen. Auch innerhalb einer Charge kann es deutliche
Unterschiede in den PorengrofRen (150 ym — 900 pm) geben, je nachdem, ob ein
Stuckchen aus einem Bereich naher oder ferner der Kompakta stammt. Es ist jedoch
anzunehmen, dass sich dies nicht negativ auf das Zellwachstum auswirkt (Frosch et
al. 2002). Es ware theoretisch auch moglich, dass durch die natlrliche Unregelma-
Rigkeit der Poren zum einen das Wachstum der Zellen, zum anderen aber auch das
Einwachsen von GefalRen gefordert wird. Ungunstige Effekte durch die Varianz der
PorengréfRen kdnnte es jedoch eventuell bei der Besiedelung geben.

Tissucol™, ein aus Humanplasma hergestellter Fibrinkleber, wurde als Leitschiene
fur die Chondrozyten verwendet. Die Handhabung des Fibrinklebers stellte sich als
kompliziert heraus, wobei sich die lyophilisierte Form noch besser eignete als der
Fertig-Fibrinkleber. In den lyophilisierten Kleber lieRen sich die Zellen besser unter-

mischen als in die schon fertig aufgezogenen Spritzen des Tissucol™ Duo Quick. Im
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Tissucol™ Duo Quick war keine gleichmafige Verteilung der Zellen mdglich, da in
dieser Fertig-Form die Viskositat zu hoch war. Bei Vorversuchen mit osteogenem
Medium alleine stellte sich das Problem des Fibrinkleberschwundes ein. Der Fibrin-
kleber wurde vorzeitig aufgeldst und weggesplilt. Dieser schnelle Abbau von Fibrin
wurde zum einen verursacht durch Proteasen im zugesetzten FBS, zum anderen
durch Proteasen, welche die Chondrozyten freisetzten. Fibrinkleberschwund ist ein
bekanntes Problem. Schon eine der ersten Publikationen Uber das Verhalten von
Chondrozyten in Fibrinkleber unter stationaren Kultivierungsbedingungen berichtet
darlber, dass das Fibringerinnsel ab dem dritten Tag beginnt sich aufzulésen, bis
zum siebten Tag vollstandig aufgeldst ist und dass die Geschwindigkeit der Degrada-
tion abhangig ist von der Zelldichte. Je dichter die Zellen liegen, desto schneller 16st
sich das Fibrin auf (Homminga et al. 1993). Jedoch kann die vorzeitige Aufldsung
des Fibrinklebers mit Aprotinin oder Tranexamsaure vermindert werden, und so ein
Fibrin-Chondrozyten-Konstrukt Gber mindestens 4 Wochen hinweg ohne Schrump-
fungseffekte kultiviert werden (Meinhart et al. 1999). Aufgrund dessen wurde dem
Knorpelmedium wahrend der Differenzierungsphase im Bioreaktor Aprotinin zuge-
setzt. Bei den ersten Versuchen des vorliegenden Projektes kam es jedoch trotz der
Verwendung von Aprotinin zu Formveranderungen. Dieser Effekt konnte jedoch
durch eine bessere Positionierung der Schlauchpumpe behoben werden. Ab dem
Einsatz des "Allschlauchantriebs" in Kombination mit einem Aluminiumring kam es
nur noch zu geringfugigen Formveranderungen. Spater in den Folgeuntersuchungen
unter Einsatz einer Kunststoffhalterung behielt der Fibrinkleber seine Form ohne
Veranderung bei. Den in 1.2.2. gestellten Anforderungen hat Fibrinkleber insgesamt

weitgehend entsprochen.

Folgeuntersuchungen

In den Folgeuntersuchungen wurden die gleichen Leitschienen verwendet, es wurde

lediglich die Besiedelungsmethode abgeandert (siehe 4.1.2.3.).

4.1.2.3. Besiedelungsmethoden

Die in Kapitel 2.2. beschriebenen Besiedelungsmethoden der beiden Leitschienen
und deren Verbindung sollten eine hohe Menge an Zellen innerhalb des Konstruktes
bei gleichmaliger Verteilung gewahrleisten. Es war von grof3er Bedeutung, dass in

den Leitschienen hohe Zellkonzentrationen vorherrschen, da die Zelldichte die Mat-
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rixproduktion beeinflusst. Bei zu geringer Dichte finden zu wenig interzellulare Kon-
takte statt, bei zu hoher Dichte kommt es zu einer Anhaufung von Stoffwechselpro-
dukten sowie zu einer mangelhaften Versorgungssituation (Holy et al. 2000). Versu-
che mit Fibrinkleber ohne Zellen in osteochondralen Defekten im Kaninchen-Knie
zeigten, dass Fibrinkleber alleine und mit Zusatz von chondrogenen Wachstumsfak-
toren eher hinderlich ist fur die Zelleinwanderung (Brittberg et al. 1997). Eine hohe
Zelldichte bei der Besiedelung beeinflusst die Zellen auch hinsichtlich ihrer Differen-
zierung. So konnten in tissue-engineertem "Knorpel" mit hoherer initialer Chondrozy-
tenzahl deutlich mehr knorpelspezifische Extrazellularmatrix und insbesondere Kol-
lagen Il nachgewiesen werden als in Konstrukten mit niedrigerer initialer Zellzahl
(Wang et al. 2006). Auch die Zellverteilung in der Tragermatrix wirkt sich sehr stark
auf die Ergebnisse aus. Ausschlaggebend hierfur scheinen Zell-Zellinteraktionen zu
sein (Goldstein 2001).

Knochen

Die Besiedelung der knéchernen Leitschiene mit osteoblastendhnlichen Zellen wird
in dieser Arbeit mit der Annahme begriindet, dass Tutobone® durch eine Vorbesiede-
lung mit humanen Osteoblasten leichter bzw. schneller in den Empfangerknochen
integriert wird. Ob Tutobone® ohne Zellen schlechter einwachst als mit Zellen, wurde
bislang nicht untersucht. Trotzdem ist diese Annahme nahe liegend, insbesondere in
Hinblick auf grof3ere Defektliberbriickungen, bei denen die Zellen erst langsam von
den Randern her einwandern mussten. In der Literatur werden zur Besiedelung von
Leitschienen entweder statische oder dynamische Verfahren angewendet. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Beimpfungsmethode ist eine Kombina-
tion aus statischer und dynamischer Besiedelung. Nach jeweils 20 Min. Adha-
renzphase im Brutschrank wurde das Tutobone®-Stiick gewendet und die Zellsus-
pension, die neben der Leitschiene wieder aufgenommen wurde, erneut von oben
auf die Leitschiene aufpipettiert. Dadurch sollten die Zellen, die bis dahin noch nicht
an der Leitschiene adharierten und sich neben der Leitschiene befanden, nochmals
Gelegenheit erhalten, an der bovinen Spongiosa anzuhaften (Stengele 2004). Diese
Besiedelungsmethode stellte sich im Vergleich zu anderen Arbeiten als sehr effektiv
heraus. Eine Kontrolle der Beimpfungs-Wells nach der Entnahme der besiedelten
Leitschienen ergab, dass sich 90 — 92 % der Zellen auf der Leitschiene befanden. In

einer neueren Arbeit wurde mit einer dynamischen Beimpfungsmethode eine Beimp-
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fungseffizienz von 68 % erreicht (Zhao et al. 2005), in einer anderen Untersuchung
mit statischer Besiedelungsmethode sowie einer Adharenzzeit von einer Stunde le-
diglich 25 % (Holy et al. 2000). Aufgrund der in den histologischen Auswertungen
vorgefundenen dinnen Zellbesiedelung, musste jedoch davon ausgegangen werden,
dass sich nicht unerhebliche Anteile der angesiedelten Zellen im Rahmen der dyna-
mischen Kultivierung wieder |0sten und das Konstrukt verlielen. Daher wurde im
Rahmen der Folgeuntersuchungen eine Vorkultivierungsphase der besiedelten kno-

chernen Leitschiene vorgeschaltet.

Knorpel
Die Besiedelung der Knorpelleitschienen gestaltete sich wie schon in Kap. 4.1.2.2.

angedeutet zwar kompliziert, nach anfanglichen Schwierigkeiten konnten jedoch gute
Ergebnisse erzielt werden. Die Besiedelung des Fibrinklebers unterlag einem konti-
nuierlichen Modifikationsprozess, bis eine geeignete Methode gefunden war, die
Chondrozyten gleichmafig einzumischen und den Fibrinkleber zielgenau, gleichma-
Rig geformt und gut haftend auf die knécherne Leitschiene aufzutragen. Die Eigen-
schaften des Fibrinklebers sind dabei von den Konzentrationen der Einzelkomponen-

ten abhangig (Lindner et al. 1980).

Problem Viskositat

Bei den ersten Versuchen wurde die Zelllésung lediglich zusatzlich in die bereits in
Spritzen aufgezogenen Fibrinkleber-Komponenten aufgezogen. Durch manuelles
Hin- und Herschwenken der Spritzen sollten sich die Chondrozyten im Fibrinkleber
verteilen. Aufgrund der relativ hohen Viskositat war diese Strategie jedoch unzurei-
chend. Die Zellen konzentrierten sich an einem Ort, der restliche Fibrinkleber war
sehr zellarm bis leer. Beim ersten Versuch der Hauptuntersuchung war die Konzent-
ration des Fibrinklebers an der Stelle, an der sich alle Zellen befanden, so gering,
dass diese Stelle nahezu vollstandig weggespult wurde, und nur am Rand ein zell-
freier Fibrinkleberring Ubrig blieb (siehe Abb. 11 in Kap. 3.1.). Mit der in Kapitel 2.2.3.
beschriebenen Besiedelungsmethode (Einrihren der Zellldsung in die beiden Kom-
ponenten auf einem Magnetruhrer bei 37°C) konnte eine gute Verteilung der Zellen
im Fibrinkleber erreicht werden. Doch nicht nur eine zu hohe Viskositat bereitet
Schwierigkeiten. Wenn die Viskositat zu niedrig ist, wird eine punktgenaue Applikati-

on erschwert und die Fibrinkleber-Zellsuspension dringt zum einen zu tief in die kné-
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cherne Leitschiene ein, zum anderen kann der Fibrinkleber an den Seiten nach unten
laufen. Dadurch konnten unter Umstanden die Ein- und Ausgange der Kammer
verstopfen. Hierfur hat sich der Aluminiumring als sehr nutzlich erwiesen. Mittels des
Aluminiumringes konnte ein seitliches Herablaufen von Fibrinkleber minimiert wer-
den. Wie alle Naturprodukte verhalt sich jedoch auch Fibrinkleber nicht immer vollig

identisch. Es gibt auch Viskositatsunterschiede innerhalb ein und derselben Charge.

Problem Verfestigungsgeschwindigkeit

Daruber hinaus ist es wichtig, dass sich der Fibrinkleber weder zu schnell noch zu
langsam verfestigt, was Uber die Thrombinkonzentration gesteuert werden kann.
Hiervon ist wie auch von der Viskositat des Fibrinklebers und der Porengrof3e des
Tutobone® die Eindringtiefe des Fibrinklebers in die Poren der kndchernen Leitschie-
ne abhangig. Gerinnt der Fibrinkleber zu schnell, sitzt er nur relativ instabil auf der
Spongiosa oben auf, wodurch der Zusammenhalt der beiden Leitschienenkomparti-
mente vermindert wird. Gerinnt der Fibrinkleber zu langsam, durchdringt er die Poren
komplett und verdrangt dort mdglicherweise die Osteoblasten. Mit der gewahlten
Thrombinkonzentration ragte der Fibrinkleber ca. 0,5 bis 1,5 mm in die kndcherne
Leitschiene hinein, was 17 — 50 % der Hohe der kndchernen Leitschiene entspricht.
Zur Untersuchung der mechanischen Stabilitdt des Knochen-Knorpel-Uberganges
wurden zwar keine speziellen, objektivierbaren und standardisierten biomechani-
schen Belastungstests durchgefihrt. Beim Zerteilen der Konstrukte mittels Skalpell
und Hammer traten jedoch relativ starke Scherkrafte auf. Dabei zeigte sich, ob die
Konstrukte an der Knochen-Knorpel-Grenze zusammenhielten oder auseinanderfie-

len. Letzteres passierte in einem von acht Fallen.

Folgeuntersuchungen

Die Besiedelungsmethode der knochernen Leitschiene war identisch mit der der
Hauptuntersuchungen. Vor der dynamischen Kultivierung im Bioreaktor wurde jedoch
eine zweiwdchige Vorkultivierung vorgeschaltet, da postuliert wurde, dass durch eine
sofortige Perfusion nach der Besiedelung die osteoblastaren Zellen weggeschwemmt
werden konnten. Die zweiwochige statische Vorkultivierung sollte gewahrleisten,
dass die verwendeten Zellen besser an der Leitschiene anhaften, bevor sie im Perfu-
sionssystem dem Fluss des Mediums ausgesetzt sind. Mit dieser Methode waren in

den histologischen Auswertungen hohere Mengen an Zellen innerhalb der Tutobo-
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ne®-Leitschiene nachweisbar. Bei der Besiedelung der Knorpelleitschiene wurde die
Zellverteilung im Fibrinkleber zwar durch die gleiche Technik erwirkt, die Fibrinkleber-
Zell-Suspension wurde jedoch zuerst in einer Petrischale in Form von Layern gegos-
sen, nach der Verfestigung kreisrund ausgestanzt und anschlielend mit zellfreiem
Fibrinkleber auf die Tutobone®-Leitschiene aufgeklebt. Dadurch erhielt die knorpel-
ahnliche Komponente eine gleichmaligere Form und die Chondrozyten konnten bei
der Verklebung der beiden Leitschienenkompartimente nicht mehr in die kndcherne
Leitschiene einflielRen (siehe Kap. 3.6.3. Abb. 27).

4.1.2.4. Bioreaktorsystem

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass es bei der gewahlten Leitschie-
ne und Zelldichte unbedingt notwendig ist, in dieses System einen Fibrinolyseinhibi-
tor miteinzubringen, damit sich zum einen der Fibrinkleber nicht auflést und zum an-
deren die Chondrozyten nicht mit Osteogenic Supplement in Kontakt kommen. Durch
die bessere Trennung der beiden Raume sollten Dedifferenzierungsphanomene the-
oretisch ausgeschlossen werden. Daraus entstand der Ansatz, das biphasische Kon-
strukt im oberen und unteren Anteil mit dem jeweils individuell konfigurierten Medium
zu perfundieren. Somit war das wichtigste Anforderungskriterium an den Bioreaktor
die Gewabhrleistung einer zeitgleichen Beschickung der Kulturkammer mit zwei ver-
schiedenen Medien. Spinner Flasks und Rotationsbioreaktoren konnen diese Vorga-
be aufgrund ihrer Bauweise nicht erfullen (Sikavitsas et al. 2002). Moglich war dies
im Gradient Container der Fa. Minucells and Minutissue. Die Trennung der beiden
Medienkompartimente stellte sich jedoch als schwierig heraus, da sowohl die Kante-
nundichtigkeit am Rand als auch das Objekt selbst fur Shuntvolumina zwischen den
beiden Kammerkompartimenten sorgten. Zudem perlten aus dem Medium Gasbla-
sen aus, welche sich entweder im oberen Teil der Kammer sammelten oder in den
Silikonschlauchen eine Erhéhung des Flusswiderstandes bewirkten. Befinden sich zu
viele Gasblasen in der Kammer, kann es durch Verdrangung im schlechtesten Fall
zu einer Unterversorgung des Ko-Konstruktes mit Nahrmedium kommen (Minuth et
al. 2005, Chalmers 1994). Aufgrund dessen wurden die Kammern taglich auf das
Auftreten von Luftblasen hin kontrolliert. Gegebenenfalls wurden die Blaschen durch
kurzzeitiges Schraghalten der Kammern entfernt. Zu Beginn der Hauptuntersuchun-
gen war die Schlauchpumpe im abfihrenden Schlauchschenkel platziert. Es resul-

tierte daraus jedoch eine ungleichmaRige Leerung der beiden Flaschen mit jeweils
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frischem Medium. Beim nachsten Versuchsansatz wurde die Schlauchpumpe in die
zufuhrenden Schlauchschenkel eingesetzt, jedoch flllten sich so die beiden Fla-
schen mit verbrauchtem Medium jeweils ungleichmallig. Nach Beendigung des ers-
ten Versuchsansatzes war mehr als die Halfte des Fibrinklebers mitsamt Zellen weg-
gespult. Es ergaben sich Zweifel, ob innerhalb dieser Kammer das jeweilige Medium
das jeweils zugedachte Raumkompartiment erreichte. In der Theorie kann dies zu

unterschiedlichen Konsequenzen fuhren.

Defizit an knorpelspezifischem Medium in der Kammer

Sobald Uber einen langeren Zeitraum hinweg zu wenig knorpelspezifisches Medium
in der Kammer ankommt, hat dies fur den Fibrinkleber die negative Auswirkung, dass
die Aprotinin-Konzentration stark absinkt, somit die Fibrinolyse nicht mehr inhibiert
und das Fibrin gespalten wird (Pipan et al. 1992). Folglich I6st sich die Leitschiene
auf und wird mitsamt Zellen aus der Kammer geschwemmt. Die Erfahrungen aus den
Vorversuchen mit osteogenem Medium alleine bestatigen diese Annahme. Ist jedoch
nur Uber einen kurzeren Zeitraum zu wenig knorpelspezifisches Medium in der
Kammer und ein Ubergewicht an knochenspezifischem Medium vorhanden, so wirkt
auf die Chondrozyten das osteogen stimulierende Osteogenic Supplement ein. Ob
dies Folgen auf das Differenzierungsverhalten der Chondrozyten haben konnte, wird
in Kap. 4.2.4. erortert.

Defizit an knochenspezifischem Medium in der Kammer

Falls im unteren Teil der Kammer zu wenig knochenspezifisches Medium ankommt,
hat das auf die kndcherne Leitschiene keine Folgen. Hypothetisch ware es mdglich,
dass diese Situation einen positiven Effekt auf die Fibrinkleberzapfen in den Poren
der knéchernen Leitschiene hatte und dadurch Verankerung und Stabilitat des Kno-
chen-Knorpel-Uberganges sogar besser wirden als unter den geplanten Bedingun-
gen. Sobald die POB nur noch wenig oder gar kein knochenspezifisches Medium
erreicht, sinkt die Konzentration des Osteogenic Supplement. Hieraus kdnnte eine

schlechtere Differenzierung der Zellen resultieren (siehe Kap. 4.2.4.).

Das Problem der Mediumversorgung konnte verfahrenstechnisch mit dem
"Allschlauchantrieb", d.h. mittels Mediumtransport durch Sog und Druck gleichzeitig,

gut geldst werden. Ab dem Zeitpunkt der Einfihrung dieser Methode trat nur noch
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ein deutlich geringerer Fibrinkleberschwund auf. Die chondrozytare Leitschiene Uber-
dauerte die zweiwochige Differenzierungsphase mit geringeren Formveranderungen.
Durch den Einsatz des "Allschlauchantriebes" konnten aber unklare Druckverhaltnis-
se im Inneren der Kammer entstehen. Vorsichtshalber wurden jeden zweiten Tag die
Silikonschlauche kurz aus den Schlauchkassetten der Schlauchpumpe genommen,
um eventuelle Druckveranderungen zu nivellieren. Dabei muss Druck im Sinne einer
Krafteinwirkung nicht unbedingt negativ bewertet werden. Es ist bekannt, dass osteo-
gene Stimulation nicht allein durch osteogen wirksame Substanzen, sondern auch
durch mechanische Stimulation geférdert wird (Bancroft et al. 2003). Bei der Litera-
turrecherche nach anderen Arten von Bioreaktoren, die eine Ko-Kultivierung von
zwei verschiedenen Zellarten unter zeitgleicher Versorgung mit zwei verschiedenen
Medien erlauben, fand sich lediglich ein System einer Arbeitsgruppe aus Taiwan.
Diese Gruppe entwickelte einen Doppelkammer-Bioreaktor, bestehend aus einem
horizontal liegenden Glaszylinder, der mittig von einer senkrecht eingespannten Sili-
konwand mit Lochern in zwei Teilraume aufgeteilt wird. In die Locher wiederum wer-
den biphasische Ko-Konstrukte so eingesetzt, dass sie auf der einen Seite z.B. von
knorpelspezifischem Medium umspult werden, auf der anderen Seite z.B. von kno-
chenspezifischem Medium. Der Vorteil dieser Bauweise ist, dass mehrere Konstrukte
miteinander im gleichen Bioreaktor kultiviert werden konnen und dass die Konstrukte
in ihrer Hohe prinzipiell nicht begrenzt sind, d.h. es ware beispielsweise theoretisch
mdglich einen 2 cm langen "Knochen"-Sockel zu generieren. Schwachpunkt an die-
ser Untersuchung ist, dass keine Kontrollen bzw. Messungen durchgeflihrt wurden,
ob es in diesem Bioreaktor zu einem Mediumaustausch zwischen den beiden Reak-
torkompartimenten kommt. Dies bedeutet, dass die Autoren dieser Arbeitsgruppe
nicht wissen konnen, ob es Shuntvolumina zwischen den beiden Reaktorkomparti-
menten gibt, was anzunehmen ist, und wie grol} diese sind. Bislang wurde darlber
hinaus von dieser Arbeitsgruppe jedoch nur eine Studie veroffentlicht, in der mit die-
sem System lediglich Chondrozyten im Gelatinteil einer Gelatin-Kalzium-Phosphat-
Leitschiene kultiviert wurden (Chang et al. 2004). Eine Studie mit Chondrozyten und

Osteoblasten im Doppelkammer-Bioreaktor wurde noch nicht verdffentlicht.

Folgeuntersuchungen

Im Rahmen der Folgeuntersuchungen kam anstelle des Aluminiumringes eine spe-

ziell angefertigte Kunststoffhalterung zum Einsatz (siehe Abb. 9 in Kap. 2.4.), die da-
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fur sorgen sollte, dass die Shunteffekte in der Kammer durch das Ko-Konstrukt wei-
ter minimiert werden, so dass der "Allschlauchantrieb” nicht mehr nétig ware. Insbe-
sondere sollten durch eine bessere Trennung der Medien in falsche Richtungen er-
folgende Differenzierungseffekte aufgrund des Kontaktes von knochenspezifischem

Medium mit Knorpelzellen vermieden werden.

4.1.3. Material und Methoden im Rahmen der Auswertung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Uberwiegend visuell-deskriptive Auswer-
temethoden verwendet. Die makroskopische und auflichtmikroskopische Beurteilung
ist durchaus entscheidend, die Frage nach der Oberflachenbeschaffenheit, der Men-
ge des nach Kultivierung noch vorhandenen Fibrinklebers sowie der Verbindung zwi-
schen den beiden Leitschienen ist grundlegend. Um jedoch die Zelldichte bzw. die
Zellmenge und die Morphologie zu beurteilen, mussen sich verschiedene Methoden
erganzen, da eine Methode alleine nicht beide Aspekte gleichzeitig darstellen kann.
Daher erfolgten sowohl eine HE-Farbung nach Anfertigung von Kryoschnitten zur
Abschatzung der Quantitat wie auch eine MMA-Einbettung zur verbesserten Darstel-
lung der Morphologie der Zellstruktur. Die Fragen nach Art und Funktion der Zellen

sollten durch immunhistochemische Markierungen beantwortet werden.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Makroskopische Betrachtung

Nach zweiwochiger Kultivierung im Bioreaktor zeigte sich beim ersten Versuchsan-
satz zunachst ein ungenugendes Ergebnis hinsichtlich des verbliebenen Fibrinkle-
bers. Zentral war die Knorpelleitschiene weggespult, peripher blieb noch ein schma-
ler Ring erhalten. Die Ursachen hierfur wurden in der Besiedelung der Knorpelleit-
schiene sowie im Bioreaktor gesucht. Nach der ersten Optimierung des Ver-
suchsaufbaus war der Fibrinkleber dann zwar noch erhalten, jedoch verformt. Unter
den zuletzt etablierten Bedingungen wurden jedoch relativ gleichmaRig geformte
Konstrukte generiert. Vom morphologischen Aspekt her waren die Ko-Konstrukte
beispielsweise mit Elementen aus osteochondralen Mosaikplastiken vergleichbar.

Die Proportionen zwischen den beiden Teilen waren jedoch noch ein wenig verbes-
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serungswurdig, da der Knorpelteil im Vergleich zum Knorpeluberzug in einem Knie-
gelenk vergleichsweise dick geraten ist. Ein relativ flacher knécherner Anteil wirde

eine Verankerung im Empfangerknochen sicherlich erschweren.

4.2.2. Auflichtmikroskopische Betrachtung

In der auflichtmikroskopischen Betrachtung war der Ubergang zwischen den beiden
Leitschienen gut einsehbar. Er stellte sich nahtlos und fest verbunden dar. Abgese-
hen vom ersten Versuchsansatz erschien bei allen weiteren Untersuchungen die gal-
lertige Masse des Fibrinklebers kompakt, es zeigten sich keine grof3en Hohlraume
innerhalb des Fibrinklebers, was daraus schlief3en lasst, dass wahrend der Kultivie-
rung im Bioreaktor auch in der Mitte des Fibrinklebers genugend Fibrinolyseinhibition

erfolgte.

4.2.3. Histologische Auswertung

In den HE-gefarbten Kryoschnitten zeigten sich innerhalb der kndchernen Leitschie-
ne ausreichende Zellmengen. Die Zelldichte fiel im Vergleich zur Etablierung der Be-
siedelungsmethode etwas schlechter aus (Stengele 2004). Ein Erklarungsansatz
hierfir war, dass die Zellen nach der 2-stindigen Besiedelungsphase doch noch
nicht ausreichend adharent an der Leitschiene anhafteten wie erwartet und nach Be-
ginn der Perfusion weggespult wurden (siehe Kap. 4.3.). Auch die Zellverteilung war
kritisch gesehen ungleichmalig, in jedem Ko-Konstrukt waren jedoch auch in der
Mitte der knochernen Leitschiene Zellen vorhanden. Eine ungleichmallige Zellvertei-
lung kdnnte die Proliferation negativ beeinflussen, wirde sich aber auf die Differen-
zierung eher positiv auswirken (Goldstein 2001). Dartber hinaus war in den Kryo-
schnitten auffallig, dass der Fibrinkleber mit den Chondrozyten sehr weit (bis zu 1,5
mm bzw. 50 % der Gesamthohe der kndchernen Leitschiene) in die Poren des Tuto-
bone® hineinragte. Das EinflieRen von Fibrinkleber mit Chondrozyten in die kndcher-
ne Leitschiene konnte negative als auch positive Effekte nach sich ziehen. Als nega-
tiv zu werten ware eine Verdrangung der Osteoblasten, als positiv ein gewisses
Ausmald an Ineinanderwachsen der beiden Teile zur Generierung eines einer sub-
chondralen Platte ahnlichen Gewebes. Innerhalb des Fibrinklebers, der aufgrund
seiner Netzstruktur nach Kryoschnitt Blasenartefakte erzeugte, befanden sich viele

runde Zellen, die mengenmaliig mit histologischen Schnitten von hyalinem Knorpel
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vergleichbar waren. Die Zellanordung war relativ gleichmafig, es waren bei den mo-
difizierten Versuchsansatzen weder zellfreie Areale noch Zellcluster zu finden. Teil-
weise lagen die Chondrozyten paarweise vor, vom Aspekt her vergleichbar mit
Chondronen. Hieraus lasst sich schlieRen, dass wahrend der zweiwdchigen Ko-
Kultivierungsphase noch Zellteilungen stattgefunden haben und dass gute Bedin-
gungen hinsichtlich Zellteilung und Zellproliferation gegeben waren.

In den MMA-Einbettungen konnte die Histomorphologie aufgrund der Vermeidung
von Artefaktbildungen besser beurteilt werden. Es zeigten sich Anordnungen von
POB in Form von Strangen, die die Tutobone®-Balkchen miteinander in Verbindung
setzten. Die Anordnung ahnelte dabei den Spongiosatrabekeln so sehr, dass dies
der Beginn des Neuaufbaus eines Knochentrabekels zu sein scheint. Der Fibrinkle-
ber kommt in den MMA-Schnitten sehr gleichmalfig und ohne visuell storende Bla-
senartefakte zur Darstellung. Im Fibrin erscheinen die Chondrozyten ebenso wie
schon in den Kryoschnitten gleichmaRig verteilt. Der Ubergang von der Knochen-
Leitschiene zur Knorpel-Leitschiene stellt sich jedoch nur in Form eines Aufeinander-
treffens der beiden Leitschienen dar. Es wurde insbesondere kein Ineinanderwach-
sen ahnlich einer subchondralen Platte beobachtet. Die Zellen besitzen keine spe-
zielle Ausrichtung wie in originarem hyalinen Knorpel in vivo, insbesondere keine
saulenartige Anordnung. Bessere Ergebnisse erzielte dahingehend eine andere Ar-
beit, die beim Tissue Engineering in Form menschlicher Fingerglieder mit kleinen
Gelenken beim Knochen-Knorpel-Ubergang dem Aspekt einer subchondralen Platte
nahe kam. Charakteristisch hierflr war die Anordnung der Chondrozyten in ruhende,
proliferierende und hypertrophe Zellen, die in Richtung Knochenteil in parallelen Sau-
len geordnet vorlagen. Allerdings sind die Ergebnisse mit unseren nicht vergleichbar,
da die Konstrukte jeweils heterotop in athyme Nacktmause implantiert und anschlie-
Rend 30 — 60 Wochen lang in vivo kultiviert wurden (Landis et al. 2005). Es ware
durchaus moglich, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Ko-
Konstrukte nach einer 60-wdchigen in vivo-Kultivierung ebenso Gewebe bilden, das

einer subchondralen Platte gleicht.

4.2.4. Immunhistochemische Markierungen

Mittels immunhistochemischer Markierungen sollten Fragen bezuglich der Zellfunkti-
on, der Differenzierung sowie der Zellvitalitat beantwortet werden. Bei positiven Mar-

kierungen ist davon auszugehen, dass die Zellen bis zur Fixierung vital waren und in
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der Lage, zellarttypische Proteine zu produzieren. Es ist jedoch nicht ganz auszu-
schliel®en, dass die Zellen schon beim Besiedelungsvorgang abgestorben sind, die
Matrixprodukte jedoch trotzdem nachweisbar sind. Gegen einen vorzeitigen Zelltod
spricht jedoch eindeutig die Konstellation der Osteoblasten in Form von Trabekeln
(siehe Kap. 4.2.3) sowie das paarweise Auftreten von Chondrozyten, da dies als
Hinweis darauf zu werten ist, dass zumindest noch Zellteilungen in diesem System
stattgefunden haben. Wie in den Abbildungen und Ubersichtstabellen im Ergebnisteil
dargestellt (siehe Kap. 3.4.1.), fallen die immunhistochemischen Markierungen sehr
unterschiedlich aus, teils wie erwartet, teils unerwartet. Die Abbildungen wurden ex-
emplarisch ausgewahlt, d.h. der Informationsgehalt erhéht sich infolge der Darstel-
lung mehrerer Abbildungen identisch beurteilter Markierungsergebnisse bei ver-

schiedenen Markern nicht.

Knochenkompartiment:

Knochentypische Marker:

Der Nachweis der Knochenzell-typischen Marker Kollagen Typ | und Osteocalcin war
innerhalb der knéchernen Leitschiene erwartungsgemal stark positiv. Daran und an
der positiven Markierung von Osteonectin sowie der schwach positiven Markierung
von Osteopontin lasst sich eine Differenzierung der Zellen in Richtung osteoblastarer
Differenzierungskaskade belegen. Somit wurde von den Zellen Extrazellularmatrix in
Form von Kollagenfasern gebildet. Dies deckt sich mit Ergebnissen aus anderen
Studien, insbesondere mit einem Versuchsansatz mit BMSC von Ziegen auf Hydro-
xylapatit-Chitosan-Leitschienen, bei dem der Nachweis von Kollagen Typ | und
Osteopontin ebenfalls positiv war (Oliveira et al. 2006). Die Markierung von Bonesia-

loprotein gelang in nur zwei von sieben Ko-Konstrukten.

Knorpeltypische Marker:

Wie erwartet war im Knochenteil das fur hyalinen Knorpel typische Kollagen Il, eben-
so wie Kollagen IX nicht nachweisbar. Die positive Markierung von Glykosaminogly-
kann (GAG) ist mit der physiologischen Eigenschaft erklarbar, dass auch Oste-
oblasten in gewissen Mengen Glykosaminoglykane produzieren (Takagi et al. 1983).
Somit sind Glykosaminoglykane nicht so spezifisch fur Knorpel wie beispielsweise
Kollagen Il und IX. Dass allerdings in den meisten Fallen die Markierungen von GAG

innerhalb einer Ko-Kultur im Chondrozyten- und im Osteoblastenteil die gleiche In-
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tensitat aufwiesen, ist bemerkenswert. Eine Erklarung hierfur ware, dass die Zellen,
die innerhalb der Tutobone®-Poren markiert wurden gar keine Osteoblasten waren,
sondern Chondrozyten am falschen Ort. Methodisch bedingt befanden sich im Fi-
brinkleber nur Chondrozyten, in der kndchernen Leitschiene jedoch konnten sich so-
wohl POB als auch PCH befinden, da der Fibrinkleber zu einem gewissen Anteil in

die Poren der bovinen Spongiosa eingedrungen war.

Knorpelkompartiment:

Knorpeltypische Marker:

Bei der Markierung mit Kollagen Il-Antikdrpern konnte in keinem der kultivierten Ko-
Konstrukte Kollagen Il nachgewiesen werden. Auch bei Kollagen IX gelang die posi-
tive Markierung in nur einem Fall, zwei waren schwach positiv und vier Ko-Kulturen
negativ. Am ehesten sind Dedifferenzierungsphanomene hierfur ursachlich, genauer
betrachtet war entweder die Proliferationsphase in 2D-Kultur zu lange oder die Diffe-
renzierungsphase im Bioreaktor zu kurz. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse
anderer Autoren gestutzt (Jakob et al. 2001, Benya et al. 1982, von der Mark et al.
1977). Aufgrund der Tatsache, dass Chondrozyten in Langzeitkultur ihre Fahigkeit
Kollagen Il zu produzieren verlieren und stattdessen nur noch Kollagen | synthetisie-
ren, lasst sich die Dedifferenzierung besonders gut belegen (Rodriguez et al. 1998).
Eine andere Ursache konnte aber auch das Fehlen eines chondrogenen Differenzie-
rungszusatzes sein. Unwahrscheinlich, aber nicht auszuschliel3en ist die Moglichkeit,
dass in der Explantkultur keine Chondrozyten, sondern Fibroblasten gewonnen wur-
den, die in den Zellkulturflaschen phasenkontrastmikroskopisch nicht von Chondro-
zyten zu unterscheiden sind (Grundmann et al. 1980). Dagegen sprechen jedoch
immunhistochemische Markierungen der Chondrozyten in Voruntersuchungen, in
denen Kollagen Typ Il nachgewiesen werden konnte (Ergebnisse nicht dargestellt).
Wie erwartet fielen die Glykosaminoglykanmarkierungen innerhalb der Knorpel-
Leitschiene positiv aus. Uber den Nachweis von GAG l&sst sich zeigen, dass auch in
einem System in dem keine chondrogenen Differenzierungsfaktoren zugesetzt wur-
den, trotzdem knorpeltypische Proteine gebildet werden konnen. Ahnliche Ergebnis-
se erzielte auch eine australische Arbeitsgruppe. Zwar sind die Ergebnisse nicht di-
rekt vergleichbar, da hier humane fotale Osteoblasten und Chondrozyten verwendet
wurden im Gegensatz zu adulten Zellen wie in vorliegender Arbeit. Aber auch in die-

ser Studie zeigte sich, dass in einem System ohne chondrogenen Differenzierungs-
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zusatz die GAG-Werte deutlich positiv waren. Innerhalb der Studie wurde tissue-
engineerter Knorpel alleine mit Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukten verglichen. Die
osteochondralen Konstrukte schnitten bezuglich der GAG-Konzentration besser ab
(Mahmoudifar et al. 2005).

Knochentypische Marker:

Dass die Markierungen von Kollagen | im Knorpelteil positiv waren, ist in Hinsicht auf
die Qualitdt des hergestellten Gewebes eher als negativ zu werten, da hyaliner
Knorpel gewdhnlich nur Spuren von Kollagen | enthalt. Nur in Faserknorpel und min-
derwertigem Narbengewebe ist diese Kollagenart in groleren Mengen enthalten.
Uberraschenderweise fiel die Markierung mit Osteocalcin auch bei den Chondrozy-
ten positiv aus. Ebenso positiv fielen die Markierungen von Osteonectin und Osteo-
pontin aus, wobei diese beiden Bestandteile auch in vielen anderen Geweben vor-
kommen, wie beispielsweise in Zellen, die sich von glatter Muskulatur ableiten
(Mastrogiacomo et al. 2005). Bonesialoprotein liel® sich nicht darstellen. Weshalb
Chondrozyten in diesem System Osteocalcin exprimierten, kann unterschiedlich er-
klart werden. Ein Artefakt im Sinne eines Farbefehlers durch Markierung von Osteo-
blasten ist unwahrscheinlich bis nahezu ausgeschlossen. Im Bereich der Knorpelleit-
schiene konnen nur PCH liegen, da es sehr unwahrscheinlich ist, dass ein Osteo-
blast in 2 Wochen 2 - 4 mm in den Fibrinkleber einwandert. Prinzipiell ware auch die
Erklarung maglich, dass die falsche Zellart isoliert und proliferiert wurde. Jedoch ist
es bei der Bearbeitung des Nasenseptums deutlich sicht- und spurbar, wo sich Knor-
pel- und Knochenanteile befinden. Dementsprechend wurden auch nur Knorpel-
stickchen in die Zellkulturflaschen Uberfihrt. Am wahrscheinlichsten ist die Ursache
auch hier ein Dedifferenzierungseffekt. Nach der Isolierung aus der gewebespezifi-
schen Matrix adharieren die Zellen am Boden der Kulturgefalde, wachsen und teilen
sich, bis die Zellschicht den Zustand der Konfluenz erreicht hat. Dabei verlieren die
Zellen jedoch ihre typische Morphologie wie auch ihre biochemischen und funktionel-
len Eigenschaften (Minuth et al. 2005). Eine andere Erklarungsmaoglichkeit ware der
Ubergang in eine andere Zelllinie. Die Differenzierung in Richtung der osteoblastéren
Zellreihe lauft nicht streng in eine Richtung ab. Physiologischerweise kommt es so-
wohl zu Dedifferenzierungsprozessen wie auch zu Ubergangen in andere Zelllinien
z.B. von Skelettmuskelzellen zur osteoblastaren Differenzierungskaskade

(Mastrogiacomo et al. 2005). Eine andere mdgliche Erklarung ware, dass sich die
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Chondrozyten bereits hin zu hypertrophen Chondrozyten entwickelten und deshalb
Osteocalcin bildeten (Lian et al. 1993). Eine neuere molekulargenetische Untersu-
chung zeigte, dass mit einer Inhibition des p38-Signalwegs die Osteocalcin-
Expression in Chondrozyten erhéht werden kann (Stanton et al. 2007). Die Ursache
konnte aber auch in einem Mediumaustausch zwischen den beiden Kammerkompar-
timenten liegen. Falls die Chondrozyten mit dem Osteogenic Supplement des ande-
ren Mediumraumes in Kontakt kamen, ware dies durchaus denkbar. Eine Studie mit
hBMSC, in der die Zellen einerseits mit chondrogenem andererseits mit osteogenem
Differenzierungszusatz stimuliert wurden, liefert ebenso Hinweise flr diese Erklarung
(Marolt et al. 2006). Das Nicht-Vorhandensein chondrogener Differenzierungszusat-
ze stellt eine weitere mogliche Ursache dar. Doch nicht nur Substanzen wie TGF-f3
konnen die chondrogene Differenzierung in Gang setzen, sondern auch Ultraschall-
wellen mit niedriger Intensitat (low intensity ultra sound = LIUS) oder allein die An-
ordnung in einer dreidimensionalen Umgebung (Lee et al. 2006, Jakob et al. 2001).
Die Ursache fur eine Osteocalcin-Expression der Chondrozyten kdnnte auch in einer
parakrinen Wirkung von Osteoblasten auf Chondrozyten begrindet liegen. In einer
Studie, in der Wechselwirkungen der beiden Zellarten auf die Differenzierung und
den Phanotyp der jeweils anderen Art nachgewiesen wurden, waren allerdings keine
erhohten Osteocalcin-Spiegel in Chondrozyten messbar (Nakaoka et al. 2006, Jiang
et al. 2005). Weitere Untersuchungen zur Wirkung von Osteogenic Supplement auf

chondrozytare Zellen waren erforderlich.

4.2.5. Rasterelektronenmikroskopische Auswertung

Anhand des dreidimensionalen Wachstums der Osteoblasten in Form eines Mehr-
fach-Layers lasst sich eine gute Integration der Zellen in die kndcherne Leitschiene
ableiten. In einem gut erhaltenen Fibrinkleber-Netz zeigen sich Zelllakunen in der
Grolde von Chondrozyten. Aufgrund der passenden GroRRe ist anzunehmen, dass ein
Chondrozyt diesen Abdruck hinterlassen hat und dies nicht nur Luftblasenartefakte
sind. Soweit mit dieser Methode beurteilbar, ergab sich kein Anhalt flr eine innere
Degradation des Fibrins. Kritisch beurteilt werden muss hingegen die Menge der Zel-
len. Es waren bei der Durchsicht der Ko-Konstrukte nur sehr wenig Zellen an den
gefriergebrochenen Flachen zu finden. Ob das nur daran lag, dass ungunstige
Bruchstellen getroffen wurden oder ob tatsachlich relativ wenige Zellen vorhanden

waren, lasst sich mit dieser Methode nicht beurteilen.



Diskussion 76

4.3. Vergleich mit Folgeuntersuchungen

Im Rahmen der Folgeuntersuchungen konnten noch bestehende Schwachpunkte der
Hauptuntersuchungen optimiert werden. Die Ortsstabilitat der Zellen wurde zunachst
durch verschiedene MalRnahmen verbessert. Einen deutlichen Effekt hatte die zwei-
wochige Vorkultivierung der kndchernen Leitschienen mit hMSC auf die Zelldichte
innerhalb der vorbestehenden Trabekel. Hier zeigte sich in den histologischen Aus-
wertungen eine groRere Menge an Zellen aufgrund der verbesserten primaren Adha-
renz. Die Knorpelleitschienen konnten durch das Gielden von Layern in Petrischalen
in eine definierte Form gebracht werden. Zusatzlich hatte dies den Effekt, dass die
Chondrozyten nur innerhalb der Knorpelleitschiene zu finden waren und nicht auch in
der knochernen Leitschiene. Die Wirkung der Kunststoffhalterung, eingesetzt zur
verbesserten Trennung der beiden Medienkompartimente, konnte am Auftreten von
Shunteffekten in der Kammer eingeschatzt werden. Da davon ausgegangen wurde,
dass die Kunststoffhalterung besser abdichtet als der Aluminiumring, wurden die Ko-
Kulturen zuerst ohne "Allschlauchantrieb" in Betrieb genommen und auf die gleich-
malfige Flllung der Abfallflaschen geachtet. Sobald diese sich ungleichmaRig fillten,
musste die Ursache ein neu aufgetretener Shunteffekt sein. In diesem Falle wurde
wiederum auf den "Allschlauchantrieb" Ubergegangen. Bei den 2-Wochen-Ko-
Kulturen war dies bei einer von drei Kammern nach 3 Tagen erforderlich, bei den 6-
Wochen-Ko-Kulturen trat ebenso in einer von drei Kammern ein Shunt auf, jedoch
erst nach 2 Wochen Kultivierung. Es konnte somit festgestellt werden, dass insge-
samt eine bessere Trennung der beiden Medienraume erreicht wurde und damit eine
zuverlassigere Trasylolwirkung. Belegt wird diese Feststellung insbesondere durch
die besseren makroskopischen Ergebnisse. Bezlglich der immunhistochemischen
Ergebnisse kam es jedoch interessanterweise ebenfalls zu einem positiven Osteo-
calcinnachweis innerhalb der Knorpel-Leitschiene Aufgrund dieses Ergebnisses
muss die Hypothese verworfen werden, dass die Kunststoffhalterung zu einer voll-
standigen Trennung der beiden Medienkompartimente bzw. zur Vermeidung des
Kontaktes von Knorpelzellen mit Osteogenic Supplement und somit zur Vermeidung
von Dedifferenzierungsphanomenen bzw. von Ubergangen in andere Zelllinien ge-
fuhrt hat. Bezlglich der Kollagen Il — Synthese schnitten die optimierten Ko-Kulturen

geringflgig besser ab als die vorhergehenden.
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4.4. Zusammenfassende Beurteilung

4.4.1. Besondere Aspekte hinsichtlich des klinischen Einsatzes

Es dauert relativ lange und es ist mit vergleichsweise viel Aufwand verbunden, ein
osteochondrales Ko-Konstrukt zu generieren. Fir die Geweberekonstruktion mittels
tissue-engineerten Konstrukten mussen dartber hinaus eine Reihe weiterer Aspekte
berucksichtigt werden. Eines der Hauptprobleme ist zunachst die Bereitstellung aus-
reichender Zellmengen zur Zichtung eines Transplantates in der gewunschten Di-
mension. So werden nach den Vorgaben im Rahmen der vorliegenden Arbeit min-
destens 4,4 Mio. Zellen pro 1 cm® Knorpelgewebe bendtigt. Wahrend der eigentli-
chen Geweberekonstruktion kommt es darauf an, die erforderliche Form des Trans-
plantates weitgehend abzubilden und den Zellverlust moglichst gering zu halten. Ins-
besondere beim Passagieren sollten Zellverluste vermieden werden. Sie entstehen
beispielsweise durch zu aggressive Enzymbehandlung und durch Zellverklumpun-
gen. Die Zeit fur die Proliferation der Zellen vor Ansatz der dynamischen Ko-
Kultivierung betragt bestenfalls 8 Wochen, eher 10-12 Wochen, abhangig davon wie
viele Zellen initial gewonnen wurden. Fur Patienten mit einem degenerativen Knor-
peldefekt spielt diese Zeit jedoch keine so grof3e Rolle, da ein chronisches Problem
vorliegt, was in der Regel nicht innerhalb kurzer Zeit gelost werden muss. Auch ist
eine solche Therapie nicht kostengulinstig. Sie ist vergleichsweise zeitintensiv, erfor-
dert sehr hohe Standards hinsichtlich Labortechnik etc. sowie gut ausgebildetes Per-
sonal (Lindl 2002, Freshney 1990). Davon abgesehen sind auch die Materialkosten
nicht gering. AuRerdem sollte wahrend der ganzen Zeitspanne der in vitro Kultivie-
rung nur autologes Serum vom jeweiligen Patienten verwendet werden, um virale
Infektionen oder Immunreaktionen auf fremde Antigene auszuschliel3en (Sittinger et
al. 1996). Dabei muss der Bedarf an autologem Serum flr die gesamte Zellkultur ab-
geschatzt werden. Beispielsweise werden zur Zichtung eines Objektes in der Grolke
einer Ohrmuschel aus Zellen des Nasenseptums nach bisherigen Erfahrungen ca.
1500 ml Patientenblut zur Gewinnung der erforderlichen Menge an autologem Serum
bendtigt (Sittinger 1997). Eine weitere Mdglichkeit die genannten Risiken so gering
wie moglich zu halten ware die Verwendung von autologem Fibrinkleber. Wittenzell-
ner et al. entwickelten eine Methode, die ein einfach durchzufihrendes und effizien-

tes Verfahren zur effizienten Gewinnung von zellvertraglichem autologem Fibrinkle-
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ber darstellt (Wittenzellner et al. 2005).

4.4.2. Potentielle Problemstellungen

Letztendlich ist ein osteochondrales Konstrukt ein Produkt, das in einem Produkti-
onsprozess in vielen Einzelschritten hergestellt wird, welche alle eine gewisse Stor-
anfalligkeit aufweisen. Die bovine Spongiosa beispielsweise unterscheidet sich hin-
sichtlich der Por6sitat nicht wenig von Charge zu Charge. Wenn das zu verarbeiten-
de Stuck sehr nah an der Kompakta entnommen wurde, kdnnen die Poren relativ
klein sein und so die Besiedelung und die Durchbauung mit Zellen beeintrachtigen.
Daher mussen die kndchernen Leitschienen genau besehen und nach geeigneter
PorengrofRe ausgewahlt werden. Es konnten weiterhin beispielsweise die falschen
Zellen isoliert, und Fibroblasten statt Chondrozyten proliferiert werden. Dies ist gar
nicht so unwahrscheinlich, da die Chondrozyten in den Kulturbehaltnissen zunachst
so weit dedifferenzieren, dass sie eine fibroblastenahnliche Form annehmen und sich
dann teilen (Grundmann et al. 1980). Dies konnte verhindert werden, indem die Zel-
len in 2D-Kultur immunhistochemisch markiert und damit identifiziert und auswahlt
werden. Ein weiteres und sehr kritisches Problem ist die Verkeimung trotz Antibioti-
ka-Zusatz im Medium. Beginnend mit der Entnahme der Gewebeprobe bis hin zur
Transplantation des gezlichteten Gewebes liegen viele Teilschritte, bei denen das
Risiko einer Verkeimung der Kulturen jeweils durch geeignete MalRnahmen mdglichst
gering gehalten werden muss. Dazu mussen strengste Hygiene-Richtlinien beachtet
werden. Besonders problematisch sind Mycoplasmen-Kontaminationen, da diese
unter Verwendung konventioneller Mikroskopie nicht sichtbar sind und sich somit der
laufenden visuellen Kontrolle entziehen. Eine Mycoplasmen-Kontamination kann
wahrend einer langerdauernden Kultur auftreten, diese Bakterien kdnnen aber auch
schon im Spendermaterial enthalten sein (Wirth et al. 1994). Deshalb ist es erforder-

lich, die Primarkulturen frihzeitig auf Mycoplasmen zu testen.

4.4.3. Einschrankungen

Dadurch, dass es nicht moglich war, auch nicht in den Folgeuntersuchungen, die
beiden Medienrdume dicht voneinander zu trennen, entstanden unklare Wechselbe-
ziehungen zwischen Medien, Zellen und Leitschienen. Eine vollstandige Trennung

der beiden Medienkompartimente scheint jedoch aufgrund der Struktur des Ko-
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Konstruktes nicht moglich. Mit Material, das zwar passgenau in eine Aussparung
zwischen zwei Raumen passt, jedoch Diffusion erlaubt, kdbnnen zwei Raume nicht
wasserdicht voneinander getrennt werden. Aufgrund dessen darf in den vorliegenden
Versuchsansatzen letztlich keine vollstandige Trennung erwartet werden. Ein weite-
res Problem, das beim Tissue Engineering grundsatzlich nicht unbeachtet bleiben
darf, ist, dass eine eventuelle neoplastische Transformation in vitro keiner Kontrolle
durch ein Immunsystem unterliegt. In einer Studie mit murinen BMSC zeigten diese
Zellen nach zahlreichen Passagen eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit, wobei die
Zellen maligne transformierten und nach Implantation in vivo Fibrosarkome bildeten
(Miura et al. 2006). Auch ist eine Immunreaktion nach Implantation von tissue-
engineerten Konstrukten mit autologen Zellen nicht vollstandig auszuschlieen. Es
ware denkbar, dass der Empfangerorganismus auf Reste von FBS oder auf den Fi-
brinkleber reagiert. Um dieses Risiko so gering wie mdglich zu halten, kdnnte bei-
spielsweise aber das aus patienteneigenem Serum gewonnene Fibrin und Thrombin
als Fibrinkleber verwendet werden (Haisch et al. 2000). Zur Kultivierung und Prolife-
ration der Zellen kdnnte statt FBS entweder autologes Serum oder serumfreies Me-
dium unter Zusatz von Wachstumsfaktoren zur Anwendung kommen (Kamil et al.
2007). Ein weiterer kritischer Punkt ist die Defektgrofie. Bislang konnten nur relativ
kleine Konstrukte generiert werden. Limitierender Faktor ist die Nahrstoffversorgung
uber Diffusion. Eine mogliche Losung ware, Konstrukte mit Gefalken zu generieren
(Tischer et al. 2004). Letztlich sind die osteochondralen Defekte, die zu behandeln
sind, nicht kreisrund oder quadratisch. Es wird unter Umstanden noétig sein, Leit-
schienen in genau der Form des Defektes herzustellen. Zukunftsweisend ist dahin-
gehend das Fused Deposition Modeling (FDM) oder auch das Rapid Prototyping
(RP). Letzteres sind Techniken, mit denen mittels eines 3D-Druckers Leitschienen
hergestellt werden, indem Pulverschichten aufgetragen werden, die kontrolliert durch
einen Verbundstoff fixiert werden. Dabei liefern Daten aus CT-Aufnahmen am Pati-
enten die Informationen an den Drucker, in welcher Form die Leitschiene gedruckt
werden soll (Leukers et al. 2005, Hutmacher et al. 2001). Trotz aller Forschungsbe-
muhungen kann es dennoch sein, dass die Qualitat einer autologen osteochondralen
Transplantation nicht erreicht wird. Eine erst vor kurzem veroffentlichte Studie sagt
zumindest aus, dass autogene osteochondrale Transplantate in einem Defekt in
Kniegelenken von Zwergschweinen nach wie vor deutlich bessere Ergebnisse erzie-

len als tissue-engineerte Implantate (Chang et al. 2006). Methodisch kritisch ist bei
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dieser Untersuchung allerdings, dass fur das Tissue Engineering dieser osteo-

chondralen Ersatzsticke allogene Zellen verwendet wurden.

4 5. Klinische Relevanz und Ausblick

Neuartig im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist die neue Kombination an Leitschie-
nen, die mit Patienten-Zellen besiedelt wurden. Dies ist einer klinischen Anwendung
im Vergleich zu anderen Arbeiten auf diesem Gebiet vergleichsweise nahe, welche
meist entweder mit tierischen Zellen, nur mit einer Zellart oder mit kommerziell er-
worbenen Zelllinien und nicht mit Chondrozyten und Osteoblasten oder mit Trager-
materialien arbeiten, welche fur die klinische Anwendung noch nicht zugelassen sind.
Ein neuartiger Ansatz ist auch, solch ein Objekt zeitgleich mit zwei verschiedenen
Medien in dem von Minuth entwickelten Bioreaktor zu kultivieren, welcher sich relativ
gut eignet (Minuth et al. 1992). Es ist also mdglich, ein biphasisches osteochondrales
Konstrukt entweder mit zwei verschiedenen Zellarten oder mit einer Zellart, dafur a-
ber mit zwei verschiedenen Medien mit unterschiedlichen Differenzierungszusatzen
zu versorgen, oder aber beides miteinander zu kombinieren. Die Probleme, die die-
ser Bioreaktor in Hinblick auf die Trennung der beiden Medienrdume mit sich brach-
te, kann vermutlich kein anderes System besser 16sen, da das Konstrukt an sich
auch bei vollig dichter UmschlielBung nach wie vor eine undichte Stelle bilden wurde.
Moderne Computertechnologie halt auch auf dem Gebiet des Tissue Engineering
Einzug. Es werden sich in Zukunft in die interdisziplinaren Arbeitsgruppen aus Medi-
zinern, Biologen, Bioingenieuren, Verfahrenstechnikern, Tiermedizinern und Chemi-
kern sicher auch Informatiker und Biomathematiker einreihen. Computergestitzte
Verfahren, auch CATE (Computer Aided Tissue Engineering) genannt, gewinnen
beim Tissue Engineering zunehmend groRere Bedeutung (Sun et al. 2004). Diese
Verfahren zielen nicht nur darauf ab, patientengerechte Konstrukte herzustellen,
sondern auch darauf, dass dies in einer effizienten Art und Weise moglich ist, bei-
spielsweise durch die gleichzeitige Kultivierung von vielen kleinen Konstrukten in ei-

nem grofleren Bioreaktor (Dvir et al. 2006).
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung und Fragestellung:

Die Therapie osteochondraler Defekte ist nach wie vor eine grofl’e Herausforderung.
Tissue Engineering kann hierflir neue Losungsansatze bieten. Ein Ansatz ist die Ko-
Kultivierung von autologen Osteoblasten und Chondrozyten in einer dreidimensiona-
len biphasischen Leitschiene zur Generierung osteochondraler Implantate. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit sollten in Explantkultur gewonnene humane Osteo-
blasten und Chondrozyten auf Leitschienen kultiviert werden, die bereits fir die klini-
sche Anwendung zugelassen sind. Als Leitschienen wurden bovine Spongiosa (Tu-
tobone®, Fa. Tutogen Medical, Neunkirchen, D) und Fibrinkleber (Tissucol™, Fa.
Baxter, Munchen, D) verwendet. Ziel der Arbeit war zunachst die Etablierung eines
Bioreaktorsystems, mit dem zwei verschiedene Zelltypen, osteoblastare und
chondroblastare Zellen, innerhalb einer biphasischen Leitschiene zeitgleich, aber
getrennt voneinander mit zwei verschiedenen Nahrmedien versorgt werden konnen.
Die Knochen-Knorpel-Ko-Konstrukte sollten Uber einen Zeitraum von 2 Wochen dy-
namisch kultiviert und wahrenddessen die osteoblastaren Zellen osteogen stimuliert
werden. Die Beurteilung von Zellwachstum und Zelldifferenzierung erfolgte mittels
histologischer, immunhistochemischer und rasterelektronenmikroskopischer Auswer-
tungen. In Folgeuntersuchungen wurden die Trennung der beiden Medienkomparti-
mente sowie die Ortsstabilitdt der osteoblastéaren Zellen und die Formstabilitat der
Knorpel-Leitschiene optimiert und Langzeitkultivierungen Uber 6 Wochen durchge-
fuhrt.

Material und Methoden:

Humane osteoblastare Zellen wurden mittels Explantkultur aus MittelfuRknochen ge-
wonnen und 8 — 12 Wochen in 2D-Kultur proliferiert. Humane Chondrozyten wurden
analog dazu aus der Lamina perpendicularis von Nasensepten gewonnen. Die kno-
cherne Leitschiene (Tutobone®) wurde mit 1 x 10® humanen osteoblastaren Zellen in
den Hauptuntersuchungen bzw. humanen Mesenchymalen Stammzellen in den Fol-
geuntersuchungen besiedelt. Die humanen Chondrozyten wurden in Fibrinkleber
suspendiert und in einer Anzahl von 1,5 x 10° Zellen auf die kndcherne Leitschiene
als KnorpelUberschichtung aufgetragen. Die Kultivierung erfolgte flir 2 Wochen in

einem Bioreaktor (Gradient Container, Fa. Minucells and Minutissue, Bad Abbach, D)
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bei getrennter kontinuierlicher Mediumversorgung (2 x 1,0 ml/h). Dem knochenspezi-
fischen Medium wurde Dexamethason, Ascorbinsdure-2-Phosphat und B-Glycero-
phosphat zur osteogenen Stimulation hinzugefligt. Um den Fibrinkleber vor einer
vorzeitigen Degradation zu bewahren wurde dem knorpelspezifischen Medium ein
Fibrinolyseinhibitor (Trasylol) beigefugt. Zur verbesserten Trennung der beiden Me-
diumkompartimente wurden zunachst ein Aluminiumring und ein so genannter
"Allschlauchantrieb" als Mediumtransportsystem eingefthrt. In den Folgeuntersu-
chungen wurden eine speziell angefertigte Kunststoffhalterung, die Vorkultivierung
zur verbesserten Ortsstabilitat der Zellen und das Vorgielen von Knorpelzell-
Fibrinkleber-Layern zur verbesserten Formgebung der Knorpel-Leitschiene etabliert.
Nach 2 bzw. 6 Wochen wurden die Ko-Kulturen auflichtmikroskopisch, histologisch,
immunhistochemisch und rasterelektronenmikroskopisch ausgewertet. Die Ko-

Kulturansatze wurden insgesamt 14 mal durchgefuhrt.

Ergebnisse:

Die makroskopische Betrachtung zeigte Konstrukte mit Adhasion des Fibrinklebers
an der Spongiosa, wobei sich die Form der Fibrinkleber-Leitschienen in den ersten
Versuchsansatzen noch veranderte. Nach Etablierung der verschiedenen Mal3nah-
men zur verbesserten Trennung der Medienkompartimente war der Fibrinkleber in
seiner ursprunglichen Form konstant und wurde kaum mehr vorzeitig abgebaut.
Dreidimensionales Zellwachstum von Osteoblasten bzw. hMSC und Chondrozyten
konnte mittels histologischer und rasterelektronenmikroskopischer Auswertung in
jeweils beiden Kompartimenten, in den Folgeuntersuchungen bei zunehmender Qua-
litat und Quantitat, nachgewiesen werden. Wie erwartet waren die immunhistochemi-
schen Nachweise fur Kollagen |, Osteocalcin und Osteonectin innerhalb der Kno-
chenkompartimente der Ko-Kulturen positiv, innerhalb der Knorpelleitschiene waren
die Nachweise fiir Glykosaminoglykan 3B3+Abc und 2B6+Abc positiv. Uberraschen-
derweise markierten die Chondrozyten beim Osteocalcinnachweis deutlich positiv,
auch in den Folgeuntersuchungen. Der Nachweis von Kollagen Il und Kollagen IX im
chondrozytaren Anteil gelang insgesamt nicht. Grundsatzlich unterschieden sich die
Markierungsverhalten von chondrozytarem und osteoblastarem Anteil sowohl mit

knochen- als auch mit knorpeltypischen Markern Gberwiegend nur geringfiigig.
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Schlussfolgerungen:

1. Die dreidimensionale Kultivierung von humanen osteoblastaren Zellen sowie
Chondrozyten in vitro auf der gewahlten kombinierten biphasischen Leitschiene ist
unter kontinuierlicher, weitgehend getrennter Mediumversorgung Uber einen Zeit-
raum von bis zu 6 Wochen moglich. 2. Insbesondere innerhalb der Knochenleit-
schiene fuhrte die Kultivierung zu dreidimensionalem Zellwachstum. 3. Die Zellen
produzieren dabei Bestandteile der Extrazellularmatrix, wie beispielsweise Osteocal-
cin, Kollagen | und Glykosaminoglykan. 4. Auch die Chondrozyten produzierten Mar-
ker der osteoblastaren Kaskade wie beispielsweise Osteocalcin, was zum einen mit
Dedifferenzierungseffekten zum anderen mit dem Vorliegen von hypertrophen

Chondrozyten erklarbar ware.
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Anhang

Protokoll 1 - Anfertigung von MMA-Einbettungen

© N O g bk~ WD =

9.

Fixierung der Proben in Fixierungsgemisch (siehe unten) fur 3 d bei + 4 °C
Fir1din 70 % ETOH bei + 4 °C

Fir1din 80 % ETOH bei + 4 °C

Fir1din 100 % ETOH bei + 4 °C

Fir1din 100 % ETOH bei + 4 °C

Fir1din 100 % Aceton bei + 4 °C

Fir 2 d in Einbettgemisch (siehe unten) im Exsikkator

Fur 2 d in Einbettgemisch (siehe unten) im Exsikkator

Fur 2 d in Einbettgemisch bei + 4 °C nach 30 Min. im Exsikkator

10. Einbettgemisch bis Aushartung im Wasserbad bei + 27 °C
11. Ausharten bei + 37 °C

Fixierungsgemisch:

1 Teill 35 % Formaldehyd in Aqua dest.
2 Teile 96 ml 100 % Methanol

4 ml Isotoner Glucose-Phosphatpuffer pH 7,4

Einbettgemisch:

100 ml Methylmetacrylat (MMA)
25 ml Plastoid N

3,5 g Benzoylperoxid
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Protokoll 2 - Anfertigung Immunhistochemische Markierungen

1. Abgrenzen einzelner Schnitte auf den Glasobjekttragern mittels Fettstift

2. Rehydrieren (5 Min. in PBS 10 X)

3. Fixieren (30 Min. in 100 ml 100 % Methanol mit einer Beimischung von 1 ml 30 %
H20,. (Wasserstoffperoxid) in Aqua dest.)

4. Waschen (3 x 5 Min. in PBS 10 X)

5. Blocken (60 Min. mit jeweils 1 Tropfen Pferdeserum (1:20 in PBS 10 X verdinnt)
pro Schnitt

6. Abklopfen ohne Waschen

7. Inkubation (30 Min. mit jeweils 1 Tropfen der gewunschten Primarantikorper pro
Schnitt, Kontrollen mit PBS 10 X)

8. Waschen (3 x 5 Min. in PBS)

9. Inkubation (30 Min. mit jeweils 1 Tropfen Sekundarantikdrper pro Schnitt)

10.Herstellung des ABC-Komplexes (Zugabe von jeweils 20 pyl der Komponenten
ABC-A und ABC-B zu 1 ml PBS 10 X. Vor Verwendung min. 30 Min. bei + 4 °C
lagern und taglich frisch ansetzen)

11.Waschen (3 x 5 Min. in PBS)

12.Inkubation (30 Min. bei + 4 °C mit jeweils 1 Tropfen des zuvor hergestellten ABC-
Komplexes pro Schnitt.

13.Waschen (3 x 5 Min. in PBS 10 X)

14.Inkubation (4 Min. mit jeweils 1 Tropfen der DAB-L6sung bei Dunkelheit)

15. Unterbrechung der DAB-Nachweisreaktion durch ausgiebige Spulung der Schnit-
te mit handwarmem Leitungswasser

16.Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe (jeweils 5 Minuten 50 %, 70 %, 80 %,
90 %, 2 x 100 % Ethanol und 2 x 100 % Xylol)

17.Eindecken der Schnitte mit Deckglasern mittels Eukitt
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Abklrzungsverzeichnis

2B6+AC
3B3*Abc
ABC
AON-1
BMP

CAD / CAM
CIICI

Col1

D1-9

DAB
DMEM
DSHB
EDTA
ETOH
FBS/FCS
FGF
FORTEPRO
HEPES
hMSC

IHC

IGF

KIE

MMA
MPIIB10
OC1

PBS

PGA

PCL

PLA
PLGA
TGF
WVID1(9C5)

Clone Number fur Glykosaminoglykan

Clone Number fur Glykosaminoglykan
Avidin-Biotin Complex

Clone Number fur Osteonectin

Bone Morphogenetic Protein

Computer aided design / Computer aided manufacturing
Clone Number fur Kollagen I

Clone Number fur Kollagen |

Clone Number fur Kollagen IX

Diaminobenzidin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Developmental Studies Hybridoma Bank (University of lowa)
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethanol

Fetal Bovine Serum / Fetal Calf Serum

Fibroblast Growth Factor

Forschungsverbund fir Tissue Engineering und Rapid Prototyping
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsaure
Humane Mesenchymale Stammzelle
Immunhistochemie

Insulin-like Growth Factor

Kallikrein inhibierende Einheit

Methylmetacrylat

Clone Number fur Osteopontin

Clone Number fur Osteocalcin

Phosphat buffered saline

Polyglykolsaure

Polycaprolacton

Polylactid

Poly-(D,L-lactid-Co-glycolid)-Acid

Transforming Growth Factor

Clone Number fur Bonesialoprotein |l
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