Aus der
Klinik far Unfall- Hand- und Wiederherstellungschirurgie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
der Universitat zu Hamburg
Direktor: Prof. Dr. J. M. Rueger

Untersuchung lUber das
Heilungsverhalten von hyalinem Knorpel

in vitro, ex vivo sowie in Kombination

Dissertation
zur
Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereiches Humanmedizin
der Universitat zu Hamburg

vorgelegt von

Wibke Domeland
aus Sindelfingen
Hamburg 2005



Angenommen vom Fachbereich Medizin
der Universitat Hamburg am: 30.05.2005

Veroffentlicht mit der Genehmigung des Fachbereichs

Medizin der Universitat Hamburg

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. N. Meenen

Prifungsausschuss: 2. Gutachter/in: Prof. Dr. M. Morlock

Prufungsausschuss: 3. Gutachter/in: Prof. Dr. M. Amling



Meiner Mutter
und

meiner Schwester gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Knorpel

1.1.1 Allgemeiner Knorpelaufbau

1111 Chondrozyten

1.1.1.2 Extrazellulare Matrix

1.1.1.3 Hyaliner Knorpel

1.1.1.3.1 Makroskopischer Aufbau

1.1.1.3.2 Biomechanik des Knorpels

1.1.1.3.3 Mikroskopischer Aufbau

1.1.1.4 Elastischer Knorpel

1.1.15 Faserknorpel

1.1.2 Allgemeine Knorpelheilung in vivo

1.1.2.1 Knorpelheilung nach Mikrotraumatisierung

1.1.2.2 Knorpelheilung nach oberflachlicher Lasion

1.1.2.3 Knorpelheilung nach osteochondralem Defekt

1.1.3 Verhalten von Chondrozyten in Kultur

1.1.4 Altersbedingte Verénderungen des Gelenkknorpels

1.2 Therapien von Knorpeldefekten

1.2.1 Konventionelle Therapien

1.2.1.1 Gelenkspilung (Lavage)

1.2.1.2 Shaving

1.2.1.3 Osteotomien

1.2.1.4 Subchondrale Stimulation

1.2.1.5 Pridie-Bohrung

1.2.1.6 “Microfracture” —Technik

1.2.1.7 Injektionen

1.2.1.7.1 Intraartikulére Injektion von Steroiden oder
Hyaluronsaureanaloga

1.2.1.7.2 Intraartikulare Injektion von Wachstumsfaktoren

0 0O 0 N O A W W

e e N O < =
o o oA NN BB O

19
19
19
20
21
21
21
22
22

22
23



1.2.2

Transplantationen

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1.3

1.4

1.5

Autogene Transplantate

Knorpel-Knochen-Allografts

Periost und Perichondriumtransplantationen

Autologe Chondrozytentransplantation
Tissue Engineering

Substitutionsmethoden

Fragestellung der Arbeit

2 Material und Methode

2.1 Versuchsgruppen

21.1 Gruppe 1 : Heilungsverhalten von nativem Knorpel

2.1.2 Gruppe 2:  Heilungsverhalten von in Kultur
gezlichtetem Knorpel

2.1.3 Gruppe 3:  Heilungsverhalten von in Kultur geziichtetem
Knorpel in Kombination mit nativem Knorpel

2.2 Methoden der Versuchsreihen

22.1 Knorpelgewinnung

2211 Narkotisierung

22.1.2 Entnahmetechnik

22121 Materialien

22.13 Chondrozytenisolierung

22131 Materialien

2214 Zellkultur

22.14.1 Materialien

2215 Einbettung der Chondrozyten in Alginat

22151 Materialien

2.2.1.6 Herstellung der Pellets

23
24
26
26
27

28

29

30

31

32
32
32
33
33
35
36
38
39
40
41
43



22.16.1 Materialien

2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

2221 Gruppe 1: Naht von nativem mit nativem Knorpel
2222 Gruppe 2: Naht von gezichtetem Knorpel (Pellet)
2223 Gruppe 3: Naht von Pellet mit nativem Knorpel
2.3 Auswertungsverfahren

231 Material der Auswertungsverfahren

2311 Instrumente

23.1.2 Verbrauchsmaterial

2.3.13 Chemikalien

23.1.4 Ansatze

2.3.2 Methoden der Auswertungsverfahren

2.3.2.1 Einbettung der Praparate in Paraffin

2.3.2.2 Farbung der Schnitte

2.3.2.2.1 Toluidin-Blau Farbung

23222 HE-Féarbung

2.3.2.3 Bearbeitung der Praparate zur Immunhistologie
23.24 Bearbeitung der Praparate zur Polarisation
2.3.25 Bearbeitung der Praparate zur

Rasterelektronenmikroskopie

3 Ergebnisse

Ergebnisse Gruppe 1: Heilungsverhalten von nativem

Kollagen-I-Nachweisverfahren

Kollagen-II-Nachweisverfahren

3.1
Knorpel
3.1.1 Toluidin-Blau-Farbung
3.1.2 HE-Farbung
3.1.3 Immunhistologie
3.1.31
3.1.3.2
3.14 Polarisation
3.1.5 Rasterelektronenmikroskopie

44
46
46
46
47

48
48
48
49
49
50
51
51
52
52
52
54
55

56

58

59
59
60
61
61
62
63
64



3.2 Ergebnisse Gruppe 2: Heilungsverhalten von in Kultur

gezluchtetem Knorpel 65
3.21 Toluidin-Blau-Farbung 65
3.2.2 HE-Farbung 66
3.2.3 Immunhistologie 67
3.2.3.1 Kollagen-I-Nachweisverfahren 67
3.2.3.2 Kollagen-II-Nachweisverfahren 68
3.24 Polarisation 69
3.2.5 Rasterelektronenmikroskopie 70
3.3 Ergebnisse Gruppe 3: Heilungsverhalten von in Kultur

gezichtetem Knorpel in Kombination mit nativem Knorpel 71

3.31 Toluidin-Blau-Farbung 71
3.3.2 HE-Farbung 72
3.33 Immunbhistologie 73
3.3.3.1 Kollagen-I-Nachweisverfahren 73
3.3.3.2 Kollagen-lI-Nachweisverfahren 74
3.34 Polarisation 75
3.35 Rasterelektronenmikroskopie 76
4 Diskussion 77
5 Zusammenfassung 88
6 Literaturverzeichnis 89
7 Danksagung 107
8 Lebenslauf 108

9 Erklarung 109




Abbildungen und Tabellen

Abbildungen:

© ©® N o g &~ w NP

W RN NNDNMNDNMNNRNRNNDNDRRPR B B R R P P
© ©® N o U kA ®WDNPEP OO ®®NO O MWO®DNEO

Tiefer Knorpeldefekt in der Belastungszone eines Kniegelenkes
Chondrozyt 5000fach vergrof3ert

Zusammensetzung der Proteoglykane im hyalinen Knorpel
REM eines Proteoglykan-Aggregates

Vorkommen von Kollagen | und Il im Bereich des Kniegelenks
Darstellung der vier Zonen des hyalinen Knorpels
Histologie von elastischem Knorpel (HE-Féarbung)
Histologie von Faserknorpel (HE-Farbung)

Chondrozyten in vitro Kultur 3 Tage nach Isolierung
Chondrozyten in vitro Kultur 7 Tage nach Isolierung
Schematische Darstellung der Herstellung von Pellets
Pellet nach 14 Tagen geschnitten und genaht
Toluidin-Blau-Farbung nativer Knorpel

HE-Farbung nativer Knorpel

Immunhistologie Kollagen | nativer Knorpel
Immunhistologie Kollagen Il nativer Knorpel

Polarisation nativer Knorpel

REM 20fach nativer Knorpel

REM 50fach nativer Knorpel

REM 200fach nativer Knorpel

REM 500fach nativer Knorpel

Toluidin-Blau-Féarbung in vitro Knorpel

HE-Farbung in vitro Knorpel

Immunhistologie Kollagen I in vitro Knorpel
Immunhistologie Kollagen Il in vitro Knorpel

Polarisation in vitro Knorpel

REM 20fach in vitro Knorpel

REM 50fach in vitro Knorpel

REM 200fach in vitro Knorpel

REM 500fach in vitro Knorpel



31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

Tabellen:

P w0 nh P

Toluidin-Blau-Farbung nativer/ in vitro Knorpel
HE-Farbung nativer/ in vitro Knorpel
Immunhistologie Kollagen | nativer/ in vitro Knorpel
Immunhistologie Kollagen Il nativer/ Knorpel
Polarisation nativer/ in vitro Knorpel

REM 50fach nativer/ in vitro Knorpel

REM 200fach nativer/ in vitro Knorpel

REM 200fach nativer/ in vitro Knorpel

REM 500fach nativer/ in vitro Knorpel

Verdauungszeiten zum Abbau der extrazellularen Matrix
Alkoholreihe im Autotechnikon

Absteigende Alkoholreihe

Aufsteigende Alkoholreihe

71
72
73
74
75
76
76
76
76

35
51
53
53



1 Einleitung

Schon 1743 manifestierte Hunter [HUNTER, 1743]: ,If we consult the standart
Chirurgical Writers from Hippocrates down to the present Age, we shall find,
that an ulcerated Cartilage is universally allowed to be a very troublesome
Disease; that it admits of a cure with more Difficulty than a carious Bone; and
that, when destroyed, it is never recovered". Frei Ubersetzt bedeutet dies, dal
man bereits seit Hippokrates um die Schwierigkeiten eines ulzerierten bzw.
geschadigten Knorpels weily und es somit damals schon bekannt war, daf} ein
verletzter Knorpel nie wieder heilt.

Diese Aussage gilt nun seit mehr als zweieinhalb Jahrhunderten und zog eine
Vielzahl von wissenschaftlichen Untersuchungen nach sich, die diese frihe
Erkenntnis nur bestatigten konnten.

Noch heute gilt, dal’ verletzter Knorpel in Gelenken keine Tendenz zur hyalinen
Reparatur zeigt. Selbst kleine Fissuren oder oberflachliche Knorpellasionen
glatten sich in Gelenken nur, heilen jedoch nicht [PAP, 1961;
CALANDRUCCIO, 1962; FURUKAWA, 1980; HANGODY, 1997; NEWMAN,
1998; GRANDE, 1999; HUNZIKER, 1999; CHEN, 1999]. Tiefere Lasionen,
welche bis in den durchbluteten subchondralen Knochen reichen, werden
lediglich mit dem fur Gelenke biomechanisch und biochemisch minderwertigen
Faserknorpel geflllt [CONVERY, 1972; MEENEN, 1993; BRITTBERG, 1994;
BUCKWALTER, 1999; GHIVIZZANI, 2000; TEMENOFF, 2000]. Dieses
Reparaturgewebe kann aufgrund der veranderten biomechanischen
Eigenschaften die bei Belastung der Gelenkflache auftretenden Krafte nicht
ausreichend abfangen bzw. auf effiziente Art weiterleiten, so dall eine
Destruktion mit Arthrosebildung folgt [MANKIN, 1974]. Knorpel hat als Gewebe
mit rein mechanischen Aufgaben der Dampfung und des Gleitens von
Gelenken eine hohe Sensibilitat gegenuber mechanischen Lasionen.

Die Zahl der Schaden nimmt aufgrund der hohen sportlichen Aktivitat der
Bevdlkerung stetig zu, wobei besonders kniebelastende Sportarten, wie zum
Beispiel Snowboarding, Inline-Skating und Langstreckenlaufe zuletzt an
Attraktivitat gewonnen haben [SPINDLER, 1993; SCHIEBER, 1994; HILGERT,
1996; DE LOES, 2000; WEISE, 2000]. Damit wird auch die Altersstruktur der

von Knorpelschaden betroffenen Personengruppen deutlich. Es handelt sich
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Uberwiegend um junge, aktive, im Arbeitsprozel} stehende Menschen, fur die
bei Verletzung des Knorpels vor allem im Bereich des Kniegelenkes ein langer
Leidensweg beginnt [MINK, 1989; VELLET, 1991; BUCKWALTER, 1997].

Das Ziel von Therapieansatzen flr junge, aktive Patienten mit geschadigtem
Gelenkknorpel ist es, die Integritat der Gelenkoberflache wiederherzustellen
und dem Patienten eine uneingeschrankte private und berufliche
Lebensfuhrung zu ermdglichen [SAXON, 1999].

Nach zunachst konservativer Behandlung werden operative Therapieversuche
unternommen, die jedoch fast ausschliel3lich eine Faserknorpelregeneration
erreichen [METSARANTA,1996]. Faserknorpel ist aber strukturell nicht in der
Lage, die an den Gelenknorpel gestellten mechanischen Anforderungen zu
erfullen [HUNTER, 1995].

Dies bedeutet, dal} selbst mit aufwendigen Transplantationsverfahren, zuletzt
mit der Knorpelzelltransplantation, nur Teilerfolge erzielt werden kdnnen, die
zwar zu einer zeitlich begrenzten Beschwerdenminderung fuhren, aber die
Entwicklung einer Arthrose nicht definitiv verhindern kénnen [MEENEN, 1998].

F

Abb. 1: Arthroskopisches Bild eines bis an die subchondrale Lamelle reichenden, groften
Knorpeldefektes in der Hauptbelastungszone der medialen Condyle eines Kniegelenkes bei

einem 45-jahrigen Patienten.

So sind die Folgen einer Gelenkknorpelverletzung schwerwiegend und enden
oft nach jahrelanger Schmerzsymptomatik sowie beruflichen und privaten
Einschrankungen in einer ausgepragten Arthrose mit Bewegungs- und
Belastungseinschrankungen, Gelenkblockierungen sowie Ergufibildung
[MANKIN, 1982]. Daraus resultiert letztendlich ein operativer Gelenkersatz
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mittels Arthrodese oder Prothesenimplantation. Dies ist jedoch, vor allem beim
jungen Menschen, aufgrund der limitierten Funktionalitat und Lebensdauer der
Implantate kein adaquater Therapieansatz [RAND, 1991; TWYMAN, 1991].

Es qilt also eine Methode zu entwickeln, die in der Lage ist den verletzten
Knorpel regenerieren zu lassen, um das Gelenk in dessen Funktionalitat zu
erhalten. Die Therapieergebnisse der bislang entwickelten und verwendeten
Verfahren bei traumatischen oder degenerativ bedingten Knorpelschaden sind
bis heute noch unbefriedigend [TEMENOFF, 2000; ERGGELET, 2001], da die
meisten dieser Methoden zwar den Untergang des Knorpels verzogern, jedoch
nicht verhindern kdénnen. Diese herkdmmlichen Verfahren werden auf den
folgenden Seiten beschrieben. Zunachst wird jedoch zum besseren

Verstandnis auf den allgemeinen Knorpelaufbau eingegangen.

1.1 Knorpel

1.1.1 Allgemeiner Knorpelaufbau

Knorpel ist ein Stutzgewebe. Es entsteht aus mesenchymalen Zellen, welche
die Knorpelgrundsubstanz, die Glycosaminoglycane sowie die Proteoglykane
[LEONHARDT 1990] bilden.

Als einziger Zelltyp im Knorpel kommen die Chondrozyten vor, sie machen
etwa 1% des Knorpelvolumens aus, so dall man bei Knorpel von einem
zellarmen Gewebe sprechen kann. Zum Beispiel findet man im humanen
Femurkopfknorpel nur ca. 10 000 Zellen pro mm_ [ERGGELET, 2001]. In den
Knorpelzellen erfolgt die Synthese der Kollagenvorstufen bis hin zum
Prokollagen [BUCKWALTER, 1997].

Der grofite Teil des Knorpels wird von der extrazellularen Matrix eingenommen,
die zu 60-80% aus Wasser besteht [MANKIN, 1978] und grof3e Proteoglykan-
Hyaluronsaure-Aggregate enthalt.

Im Knorpel befinden sich keine Nerven sowie keine Blut- und Lymphgefale.
Wahrend junger Knorpel in den tieferen Zonen seine Nahrstoffe auch aus den
Markgefallen des darunterliegenden Knochens erhalten kann, ist der

ausgereifte Gelenkknorpel nach Ausbildung der Verkalkungszone von diesen
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abgeschnitten. Der erforderliche Stoffaustausch zur Erndhrung des reifen
Knorpels erfolgt dann per diffusionem und wird durch eine Wechseldruckbe-
und -entlastung des Knorpels gefordert (Pump-Saug-Mechanismus)
[LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994; BUCKWALTER, 1997]. Dabei bildet die
wasserreiche Grundsubstanz zusammen mit der Synovialfllissigkeit ein in sich
geschlossenes System, das einerseits Sto3e abdampft und andererseits die
Ernahrung der Chondrozyten im gefalfreien Knorpel sicherstellt [BELLO,
1997].

Im Gelenkknorpel Uberwiegen anaerob ablaufende Stoffwechselprozesse, so
kénnen Knorpelzellen auch noch unter sehr geringen Sauerstoffbedingungen
(bis 1% Sauerstoffpartialdruck) ihre regelhafte Funktion aufrechterhalten
[ERGGELET, 2001].

Man kennt drei Knorpelarten: den elastischen Knorpel, den Faserknorpel sowie
den hyalinen Knorpel. Sie unterscheiden sich durch die Ansammlung von
verschiedenen Kollagentypen, durch Differenzen im Aufbau der extrazellularen
Matrix sowie durch das Verhaltnis von Zellen zu Interzellularsubstanz und von
Kollagen zu Glycosaminoglycanen. Dadurch weisen sie unterschiedliche
Eigenschaften auf, die aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation von
Bedeutung sind [LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994].

1.1.1.1  Chondrozyten

Die Bildung des Knorpels beginnt mit der Differenzierung mesenchymaler
Stammzellen zu Knorpelvorlauferzellen, den Chondroblasten [VON DER
MARK, 1979]. In den folgenden Mitosen entstehen Ansammlungen dicht
gepackter Chondroblasten. Diese beginnen schliellich mit der Synthese von
Grundsubstanz und extrazellularen Fasern, welche sezerniert werden
[AYDELOTTE, 1992].

Dadurch wird jeder Chondroblast in eine Art Hohlraum (Lakune) der
Knorpelmatrix eingeschlossen und somit von den anderen Chondroblasten
getrennt. Der Zell-Zell-Kontakt geht hierdurch verloren [BUCKWALTER, 1997].



Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Chondrozyten. 5000fach vergrof3ert.

Es folgen eine oder zwei weitere Mitosen, wodurch eine kleine Gruppe reifer
Zellen, getrennt durch wenig Zwischenzellsubstanz, entsteht. Die reifen
Chondrozyten sorgen fir die Erhaltung der Zellmatrix. Im Zentrum des
wachsenden Knorpels sind bei den Chondrozyten, im Gegensatz zu denen im
Bereich der Peripherie, Differenzierung und Reifung am weitesten
fortgeschritten [BUCKWALTER, 1995].

Am Ende der Reifung besteht der Knorpel aus Chondrozyten, die in viel
Knorpelgrundsubstanz eingebettet sind [BUCKWALTER, 1997].

In den Chondrozyten findet man die zur Matrixsynthese wichtigen Organellen
einschliel3lich des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi Apparates, in
ihnen erfolgt die Synthese der Kollagenvorstufen bis hin zum Prokollagen, der
groRen Proteoglykan-Aggregate sowie spezifischer nicht-kollagener Proteine
[PALFREY, 1966; VON DER MARK, 1979; BUCKWALTER, 1997].

Nach Sekretion der Prokollagenmolekule erfolgt extrazellular die Aggregation
und Vernetzung zu Tropokollagen, den kollagenen Fibrillen und schlieBlich den
bis zu 0,5 pym dicken kollagenen Fasern [FARMER, 1989].

1.1.1.2. Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix des Gelenkknorpels besteht aus zwei Komponenten:

die Gewebeflussigkeit, die bei hyalinem Knorpel etwa 60-80% ausmacht
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[MANKIN, 1978] und die strukturgebenden Makromolekile [BUCKWALTER,
1997]. Diese teilen sich in Proteoglykane sowie in Kollagenfasern auf. Erstere
stellen sich als grofRe Proteoglykan—Hylaruronsaure—Aggregate dar, welche zu
95% aus den Glycosaminoglycanen Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat und
Keratansulfat sowie zu 5% aus Proteinen (Core- und Link-Proteine) bestehen
[HARDINGHAM, 1992].

Formation and Composition of Proteoglycan

Endoplasmic reticulum

Chondroblast
- Lysosomes Core protein

\

i Hyaluronic acid-
% binding region

Keratan
sulfate-rich
region

Mitochondrion

Golgi
apparatus

Chondroitin
sulfate-rich
region

Hyaluronic acid

backbone
L

Proteoglycan subunit
{monomer)

Link protein A5 (

Abb. 3: Zusammensetzung und Aufbau der Proteoglykane des hyalinen Knorpels.

aus: The CIBA Collection Of Medical lllustrations Vol 8 Musculoskeletal System Part | Anatomie, Physiology and
Metabolic Disorders. Frank H. Netter, M.D. Ciba-Geigy Corp., Summit, New Jersey, Jul 1987, Seite 173

Abb. 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Proteoglykan-Aggregates.

aus: The CIBA Collection Of Medical lllustrations Vol 8 Musculoskeletal System Part | Anatomie, Physiology and
Metabolic Disorders. Frank H. Netter, M.D. Ciba-Geigy Corp., Summit, New Jersey, Jul 1987, Seite 175
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Aufgrund ihrer sehr starken Wasserbindungsfahigkeit (Hydratation) sind die
Proteoglykan-Aggregate fur den hohen Gewebstugor und somit fur die
Permeabilitat und Elastizitat des Knorpels verantwortlich [MOW, 1988].

Diese Molekile kénnen bis auf 20% ihres Volumens zusammen gepref3t
werden und sorgen damit bei anfallenden Bewegungen des Korpers, die
standig mit einem Wechsel von Druck und Entspannung einhergehen, fur eine
durchgehende Flussigkeitsbewegung. [NEWMANN, 1998; ERGGELET, 2001;
BUCKWALTER, 1994]. Desweiteren kdnnen sie sich an Kollagenfasern binden
und mit diesen interagieren. Das Netzwerk dieser Kollagenfasern gibt dem
Gewebe seine Form und seine Widerstandskraft [BUCKWALTER, 1997]. Im
gesunden und ausgereiften Gelenkknorpel trifft man dabei am haufigsten,
namlich in 90-95%, auf Kollagen Typ Il. Man findet jedoch auch Typ VI, IX, X,
und XI [EYRE, 1995]. In der Zellkultur oder bei pathologischen Veranderungen
werden noch andere Kollagentypen, vor allem Typ | und Ill, wie beim
Faserknorpel, synthetisiert. Bei hypertrophem Knorpel findet man vor allem
Kollagen Typ X. Kollagen II- und Xl-Moleklle werden versetzt
aneinandergelagert und bewirken so die periodische Querstreifung der
kollagenen Fasern. [GRUNDMANN, 1986; WHEATER, 1987].

Alle Kollagenmoleklle bestehen aus drei Polypeptid-a-Ketten, die wie bei
einem gedrehten Seil umeinander gewickelt sind. Diese Ketten unterscheiden
sich in ihrer Anordnung der Aminosauren. Je nach Kombination dieser
verschiedenen a-Ketten entstehen die differenten Kollagentypen [NETTER,
1987].

1.1.1.3  Hyaliner Knorpel

Der hyaline Knorpel ist der am haufigsten vorkommende Knorpeltyp. Intakter
hyaliner Knorpel ist blaulich weil3 durchscheinend. Er kommt in den meisten
Gelenkflachen vor. Man findet ihn jedoch auch in der Nasenscheidewand, dem
Kehlkopf, den Luftréhrenringen und den sternalen Enden der Rippen. Im
Bereich von Gelenken uberzieht der Knorpel als wenige Millimeter dicke
Schicht die Oberflache der angrenzenden Knochen [LEONHARDT, 1990;
TITTEL, 1994].



1.1.1.3.1 Makroskopischer Aufbau

Die Chondrozyten sind zusammen mit Glycogengranula in der reichlich
entwickelten Interzellularsubstanz eingelagert. Diese sehr druckelastische
Substanz besteht aus Fibrillen, welche durch ein Netzwerk von Kollagenfasern
und Proteoglykan-Aggregate entstehen [NETTER, 1987]. Die Fibrillen weisen
das gleiche Lichtbrechungsvermogen wie das sie umhullende Material auf und
werden somit maskiert. Die Interzellularsubstanz hinterlal3t somit einen optisch
homogenen Eindruck [WHEATER, 1987]. Dies gilt allerdings nicht fur
gealterten hyalinen Knorpel [LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994].

1.1.1.3.2 Biomechanik des Knorpels

Die Hauptaufgabe des Gelenkknorpels besteht aus einer effizienten
Ubertragung von mechanischer Kraft (ber bzw. durch das Gelenk hindurch.
Jegliche minimale strukturelle Veranderung innerhalb des Knorpels hat Einfluf
auf die Effektivitat dieser Kraftibertragung [NIMNI, 1988].

Die physikalischen Eigenschaften des Gelenkknorpels, namlich hohe
Druckfestigkeit in Verbindung mit geringer Zugfestigkeit [CAMPBELL, 1969;
ERGGELET, 2001], lalkt sich durch die Anordnung der Kollagenfasern in den
vier unterschiedlichen Zonen des Knorpels erklaren. Bei senkrechtem Druck
auf das Gelenk wird dieser durch die tangentiale Anordnung der
Kollagenfasern in der oberflachlichen Zone aufgefangen, z.T. nach aul3en
abgeleitet und nur in effizientem Mal an die unteren Schichten des Knorpels
weitergegeben. Diese Tangentialfasern fihren hierbei zu einer Stabilisierung
des Knorpels [HASLER, 1999]. Bei lateralem Zug jedoch drohen die
Faserverbunde bzw. die Fibrillen der oberflachlichen Schicht, da sie nur locker

aneinander gebunden sind, auseinanderzureif3en [NIMNI, 1988].

1.1.1.3.3 Mikroskopischer Aufbau

Der Gelenkknorpel besteht aus einem Verbund von Knorpelzellen und einer
Interzellularsubstanz mit hochviskdser Konsistenz [BUCKWALTER, 1997]. Die

Ausbildung fadiger Makromolekile in netz- oder bundelartigen Verbanden
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bewirkt eine Verfestigung und Verstarkung [MOW, 1984]. Der reife hyaline
Knorpel ist durch Ansammlungen von Chondrozyten, die in eine amorphe
Matrix aus Grundsubstanz und kollagenen Fasern gebettet ist, ausgezeichnet.

Das Kollagen Typ Il ist der wichtigste Faserbestandteil des hyalinen Knorpels.

Tendon

Articular
cartilage
and
cartilagi-
nous part
of growth
plate

Abb. 5: Vorkommen von Kollagen Typ | und Kollagen Typ Il im Bereich des Kniegelenks.
aus: The CIBA Collection Of Medical lllustrations Vol 8 Musculoskeletal System Part | Anatomie, Physiology and
Metabolic Disorders. Frank H. Netter, M.D. Ciba-Geigy Corp., Summit, New Jersey, Jul 1987, Seite 168
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der Anordnung der Kollagenfasern.
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Die morphologischen Unterschiede der Chondrozyten sowie der extrazellularen
Matrix von der Gelenkoberflache bis zur subchondralen Zone lassen vier
verschiedene Lagen oder Zonen identifizieren. Diese bestehen aus einer Gleit-
oder Tangentialfaserzone, einer Ubergangszone, einer Radiarzone sowie einer
Mineralisierungszone [BUCKWALTER,1988]. Obwohl jede dieser Zone
unterschiedliche morphologische Charakteristika aufweist, kann man die
Grenzen zwischen den verschiedenen Lagen nicht genau abgrenzen.

Die Tangentialfaserzone ist ca. 100 um dick, die Chondrozyten sind
fibroblasten-ahnlich und parallel zum Kollagenfasergerist angeordnet. In der
Ubergangszone findet man eine unregelmaRige Anordnung der Knorpelzellen
im sich Uberschneidenden Kollagenfasergerust. In der Radiarzone, welche die
dickste Zone ist, sind die Zellen sowie die Kollagenfasern senkrecht zur
Gelenkoberflache angeordnet. Die Mineralisierungszone schliellich ist durch
die zunehmende Verknécherung und durch degenerative Veranderungen der
Chondrozyten charakterisiert [ ERGGELET, 2001].

Die extrazellulare Matrix der Zonen unterscheidet sich in der Anordnung von
Knorpelzellen zu Kollagenfasern sowie in der GréRRe der Aggregate
[BUCKWALTER, 1990]. Zusatzlich variieren die Chondrozyten der vier Zonen
in Form, Grole, Orientierung zur Gelenkoberflache und auch in ihrer
metabolischen Aktivitat [MARLES, 1991; AYDELOTTE,1992].

1.1.1.4 Elastischer Knorpel

Elastischer Knorpel kommt im duReren Ohr sowie im au’eren Gehdrgang, im
Kehldeckel, in Teilen des Kehlkopfknorpels und an den Wanden der
Ohrtrompete vor.

Er ist verglichen mit hyalinem Knorpel gegenuber degenerative Veranderungen
weitaus weniger empfindlich. Im Alter weist der elastische Knorpel weder eine
Asbestfaserung noch eine Kalkablagerung auf und verkndchert nicht
[WHEATER, 1987]. Erklart werden kann dies unter anderem durch die
Tatsache, dal} elastischer Knorpel, aufgrund seiner Lokalisationen, weitaus
weniger belastet wird, als hyaliner Knorpel.

Der histologische Bau des elastischen Knorpels ahnelt dem des hyalinen

Knorpels, nur dal® der elastische Knorpel zusatzlich elastische Fasernetze
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(Netzknorpel) enthalt, die um die Chondrone laufen und die interterritoriale
Substanz durchqueren sowie in das Perichondrium einstrahlen
[ANDERSON,1964]. Dadurch gewinnt er seine ausgepragte Elastizitat und
erhalt durch die elastischen Fasern ein gelbliches Aussehen. Die Chondrone
sind im Vergleich zum hyalinen Knorpel kleiner und zellarmer [LEONHARDT,
1990; TITTEL, 1994].

Der elastische Knorpel hat die Funktion der Verformbarkeit und der

Lagebestandigkeit.

Abb. 7: Mikroskopische Aufnahme von elastischem Knorpel mit deutlicher Anfarbung der, um

die Lakunen angeordneten, dunkler erscheinenden, elastischen Fasern (HE).

aus: The CIBA Collection Of Medical lllustrations Vol 8 Musculoskeletal System Part | Anatomie, Physiology and
Metabolic Disorders. Frank H. Netter, M.D. Ciba-Geigy Corp., Summit, New Jersey, Jul 1987, Seite 168

1.1.1.5 Faserknorpel

Der Faserknorpel weist sowohl Eigenschaften des hyalinen Knorpels wie auch
des straffen Bindegewebes auf. Er kommt Uberwiegend in den
Zwischenwirbelscheiben, Gelenkslippen und —disken (-menisken), in der
Schambeinfuge und der Brustbeinsymphyse vor. In Verbindung mit straffem
Bindegewebe findet man ihn in Gelenkkapseln, Bandern und manchen
Sehnenansatzen am Knochen [HALL-CRAGGS,1990]. Aullerdem entsteht
nach Verletzung von hyalinem Knorpel in Folge der Regeneration zumeist
Faserknorpel [BUCKWALTER, 1988; CHEN, 1992].
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Diese Knorpelart besteht aus abwechselnden Lagen von hyaliner
Knorpelmatrix mit Chondrozyten und von straffem Bindegewebe, dessen
Fasern Richtung der funktionellen Belastung angeordnet ist. Die Chondrozyten
liegen gewdhnlich in Reihen zwischen den straffen Kollagenfasern in den
Lakunen der Glykoproteidmatrix. Die Kollagenfasern des Faserknorpels sind in
der Regel kraftig und gehéren zu den Typen | und Ill. [WHEATER, 1987]

Durch die Auspragung der Kollagenfasern ist der Faserknorpel sto3- und
zugfest LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994].

Abb. 8: Mikroskopische Aufnahme von Faserknorpel. Hier wird die unstrukturiert wirkende

Anordnung der Fasern, verglichen mit hyalinem und elastischem Knorpel deutlich (HE).

aus: The CIBA Collection Of Medical lllustrations Vol 8 Musculoskeletal System Part | Anatomie, Physiology and
Metabolic Disorders. Frank H. Netter, M.D. Ciba-Geigy Corp., Summit, New Jersey, Jul 1987, Seite 168

1.1.2 Allgemeine Knorpelheilung in vivo

Die klassische Reaktion des Korpers auf eine Verletzung vollzieht sich nach
vergleichbaren Mechanismen. Obwohl man in unterschiedlichen Geweben und
Organen charakteristische Abweichungen erkennen kann, findet man ein
generelles Muster mit zwei immer wiederkehrenden Prozessen. Dies ist zum
einen die Anwesenheit von spezifischen Zellen, die nicht nur das nekrotische
Material abbauen, sondern auch die Synthese neuen Gewebes bewirken.
Diese Zellen stammen entweder aus sessilen Zellen oder aus eingewanderten

Zellen vom Wundrand bzw. aus der Blutversorgung [SILVER, 1991].
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Zum anderen besteht bei der Heilung von Gewebe die Notwendigkeit einer
Gefallversorgung. So sprossen wahrend der Heilungsphase Gefalde in das
verletzte Gewebe ein. Dieses ,neue” Gefallsystem versorgt die Zellen und ist
zusatzlich der Lieferant vieler bioaktiver Moleklle, wie z.B. von
Wachstumsfaktoren, chemotaktischen Faktoren, Zytokinen und anderen, die
zur Herstellung eines adaquaten Umfeldes zur Heilung benétigt werden
[SILVER, 1994].

Die Antwort auf eine Verletzung kann in drei Phasen gegliedert werden
[MANKIN, 1982]:

Zum Zeitpunkt der Verletzung beginnt die erste Phase in Form der Nekrose.
Die Zahl der absterbenden Zellen und damit die Grofle der Nekrose ist
abhangig von dem Ausmal} des Traumas. Da in dieser Phase nattrlich auch
Blutgefalde zerreillen, gelangt schon hier eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren
und Zytokinen in das geschadigte Areal. Diese initiieren die Einwanderung
pluripotenter Stammzellen in den verletzten Bereich und stimulieren eine
Gefaleinsprossung.

Die nachste Phase ist die der Entzindung. Diese ist fast ausschlief3lich
abhangig von der Vaskularisation. Vasodilatation und —Permeabilitat erlauben
das Eindringen von Flussigkeit und Proteinen, so wie die zellulare Exsudation
in die verletzte Region. Das Ergebnis ist ein Netzwerk aus Fibrinfasern,
welches sowohl Entzindungszellen als auch pluripotente Zellen enthalt, die die
Fahigkeit haben sich zu Zellen zu differenzieren, welche das verletzte Gewebe
reparieren konnen.

Als letzte und langste Phase des Heilungsprozesses wird die der Reparation
gesehen. Sie beginnt, wenn in das fibrindse Netzwerk Gefallknospen
einsprossen und somit ein gefalreiches Granulationsgewebe bilden. In
manchen Organen reift dieses Gewebe und zieht sich zu einer Narbe
zusammen, in anderen durchwandern die Zellen ein Metaplasie und werden zu

Zellen, die die Funktion und Struktur des Originalgewebes Gbernehmen.

Diese beschriebene klassische Reaktion des Gewebes auf ein Trauma findet
im Knorpelgewebe nicht statt. Ein wesentlicher Grund hierfur ist die fehlende
Gefalversorgung des Knorpelgewebes [MANKIN, 1974; MANKIN, 1982;
SILVER, 1991]. Da die zweite und dritte Phase der Heilung grotenteils durch
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das Gefallsystem bestimmt werden, kann man diese klassischen
entzindlichen und reparativen Prozesse im Knorpelgewebe nicht finden.
Wenn jedoch die Verletzung des Knorpels bis in den subchondralen Knochen
reicht und somit das Gefalksystems des Knochens aktiviert wird, findet man
zumindest in den unteren Anteilen des Knorpels annahernd die beschriebene
klassische Reaktion auf ein Trauma.

Der zweite Unterschied zur klassischen Heilung ist, dass die Chondrozyten
sprichwortlich in einem Netz aus Proteoglykanen und Kollagenfasern gefangen
werden und somit nicht in der Lage sind, zu der verletzten Region bzw. in das
geschadigte Areal einzuwandern [DEPALMA, 1966; MANKIN. 1967;
CAMPBELL, 1969; FULLER, 1972; NEWMANN, 1998].

In den folgenden Abschnitten wird nun auf die Knorpelheilung nach

unterschiedlich starken Traumata eingegangen.

1.1.2.1 Knorpelheilung nach Mikrotraumatisierung

Nach geringem Trauma des Gelenkknorpels kommt es primar zu einer
Veranderung der extrazellularen Matrix durch chondrozytare Chondrolyse.
Einher geht dies mit einem Verlust von Proteoglykanen und Kollagen Typ I
und dem Auftreten von anderen Kollagen-Typen (I, lll, und X). Es entsteht ein
biomechanisch minderwertiger Faserknorpel, der an der langfristigen
Degeneration des Knorpels beteiligt ist [MEACHIM, 1963; CAMPBELL, 1969;
THOMPSON, 1975; CHEN, 1991].

1.1.2.2  Knorpelheilung nach oberflachlicher Lasion

Bei einer oberflachlicher Verletzung des Gelenkknorpels kommt es primar zu
einer Nekrose der betroffenen Knorpelzellen. Die umgebenden Chondrozyten
reagieren darauf mit einem kurzfristigen Anstieg ihrer metabolischen und
mitotischen Aktivitat, verbunden mit einem Auftreten von Chondrozytenhaufen,
sogenannten ,Clustern®, die z.B. auch bei der Arthrose gesehen werden
[GHADIALLY, 1977; BUCKWALTER, 1988; BUCKWALTER, 1997 Il]. Dadurch
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kommt es zu einer vermehrten Produktion und Ablagerung von Proteoglykanen
sowie Kollagen Typ Il in der extrazellularen Matrix.

Obwohl zunachst eine teilweise Defektheilung in Form eines minderwertigen
Faserknorpels erfolgt, fihren Gbermafige Proliferation und fehlende Migration
der Chondrozyten langfristig zu einer vorzeitigen Degeneration des Gewebes
[GHADIALLY, 1977; MANKIN, 1982; BUCKWALTER, 1988; CHEN, 1992].

1.1.2.3  Knorpelheilung nach osteochondralem Defekt

Wenn die Verletzung von Gelenkknorpel bis in die subchondrale Zone des
Knochens reicht, wird der Heilungsprozel} durch die potentielle Aktivierung des
knéchernen Gefalisystems stimuliert. Der Defekt wird mit einem Fibrinpfropf,
welcher Blut- und Knochenmarkszellen enthalt, aufgefillt [THOMPSON, 1975;
BUCKWALTER, 1988]. Durch die zuvor beschriebene entzindliche und
reparative Phase entsteht dann eine reifende zellulare Masse. In den tieferen
Zonen formiert sich der Knochen und rekonstruiert die subchondrale Platte.
Das reparative Gewebe in dem Knorpeldefekt durchwandert eine Metaplasie zu
Faserknorpel [KEY, 1931; VACHON, 1986; CONVERY, 1972, MITCHELL,
1976; SHAPIRO, 1993].

Etwa zwei Wochen spater erscheinen rundliche Chondrozyten und produzieren
Kollagen Typ Il. Trotzdem findet sich immer noch ein grof3er Anteil an Kollagen
Typ | (35%) [FURUKAWA, 1980; BUCKWALTER, 1988]. Der Proteoglykan-
Gehalt sinkt signifikant und die tangentialen Kollagenschichten der
oberflachlichen Zone werden nicht gebildet [MITCHELL, 1976].

Die Kollagenfibrillen des Reparaturgewebes verknlpfen sich nicht gut mit dem
umliegenden Knorpel. In manchen histologischen Schnitten des
Reparaturgewebes sowie des umgebenden Knorpels sahen viele Autoren die
beiden Schichten durch Licken getrennt [DESJARDINS, 1991; WAKITANI,
1994; BRITTBERG, 1996]. Dieser Zustand kdnnte zu Mikrobewegungen und
degenerativen Veranderungen fuhren.

Zwischen dem 6 und 12 Monat nach Verletzung ahneln die extrazellulare
Matrix wie auch die Zellen immer mehr Faserknorpel. Je mehr Zeit vergeht, um

so haufiger findet man in den ehemals verletzten Zonen Regionen ohne Zellen
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mit Gewebsdegeneration [MEACHIM, 1971; COLETTI, 1972; HURTIG, 1988;
CHEN, 1992; SHAPIRO, 1993].

Nachdem nun in den vorherigen Abschnitten auf die Knorpelheilung in vivo,
vorwiegend im Hinblick auf die Chondrozyten, eingegangen wurde, soll nun im
Folgenden das Augenmerk auf das Verhalten der Knorpelzellen in vitro gelenkt

werden.

1.1.3 Verhalten von Chondrozyten in Kultur

Knorpelgewebe eignet sich gut fur die Gewebezuchtung in vitro, da
Gelenkknorpel lediglich aus einer Zellart, den Chondrozyten besteht und
Gefalle sowie Nerven im Gelenknorpel nicht angelegt sind. Auch die
Erndhrung der Knorpelzellen erfolgt in vivo ebenso per diffusionem
[LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994]. Dabei kdnnen Knorpelzellen samtliche
Matrixproteine in ausreichender Qualitat und Menge produzieren [BRITTBERG,
2001].

Die Gewinnung des Knorpelgewebes erfolgt zunachst als Biopsieentnahme,
z.B. im Rahmen einer Arthroskopie des Kniegelenkes. Hierbei werden dunne
Schnitte der Tangentialfaserzone des Gelenkknorpels entnommen und darauf
geachtet, dal vor allem die Mineralisierungszone nicht mit biopsiert wird [LEE,
1998]. Nach Isolierung der Chondrozyten durch enzymatischen Verdauung der
extrazellularen Matrix, z.B. mittels Hyaluronidase und Kollagenase, werden die
Zellen in eine Kulturflasche gegeben. Hier proliferieren die Zellen mit einem
Verdopplungsintervall von 2-3 Tagen. Bei Konfluenz der Zellen werden diese
trypsiniert und auf mehrere Flaschen verteilt.

Es ist bekannt, daly Knorpelzellen in Monolayer-Zellkultur innerhalb kurzester
Zeit deutliche morphologische Veranderungen, mit dem Auftreten von
fibroblastenahnlichen Zellformen und dem Verlust der knorpelspezifischen
Kollagentypen im Sinne einer Dedifferenzierung aufzeigen [BENYA, 1978;
BENYA, 1982; LEMARE, 1998].

Zum Beispiel versuchte Carranza Knorpelzellen aus unterschiedlichen
Geweben zu zuchten. Bei Kaninchen wurden Zellen aus Periostlappen der

Tibia und dem Rippenperichondrium entnommen. Hieraus wurde
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Knorpelgewebe in einer Monolayerkultur geztichtet. Das so gewonnen Gewebe
bestand jedoch ausschlieBlich aus Faserknorpel mit den daflr typischen
Kollagen Typen | und Ill [CARRANZA, 1999].

Dedifferenzierung bedeutet, da® anstelle des knorpelspezifischen Kollagens
Typ Il vermehrt Kollagen | produziert wird [BENYA, 1978; LEMARE, 1998].
Molekularbiologische Untersuchungen bestatigen eine deutliche Veranderung
der Genexpression zwischen Chondrozyten und dedifferenzierten
fibriblastenahnlichen Zellen [SCHNABEL, 2002]. Aus diesem Grund sollten die
Chondrozyten nach Erreichen der notwendigen Zellzahl von der
Zellkulturflasche gelést und in eine dreidimensionale Anordnung zur
Redifferenzierung gebracht werden [BENYA, 1982; AYDELOTTE, 1988; LEE,
1998; RAHFOTH, 1998]. Im engen Zell- Zellkontakt teilen sie sich nicht mehr,
sondern beginnen mit der Produktion von fur hyalinen Knorpel typischer
extrazellularer Matrix mit Glycosaminoglycanen und Kollagen II. Somit wird die
Moglichkeit gegeben eine stabile und vor allem gewebetypische extrazellulare
Matrix aufzubauen, welche ein funktionstlichtiges Gewebekonstrukt garantiert
[IDOWU, 2000].

Ein daflr sehr gut geeignetes System ist das Alginatsystem als 3-D-
Kultursystem [SCHULZE, 2000].

Schulze konnte nachweisen, da® humane Chondrozyten wahrend einer in-vitro
Kultuvierungsphase in Alginatkultur eine knorpelspezifische extrazellulare
Matrix produzieren, die in ihrem Aufbau der nativen Matrix ahnelt. Die Bildung
dieser knorpelspezifischen extrazellularen Matrix mit Kollagen Typ |l beginnt
ca. 3-4 Tage nach Uberfiihrung in Alginat-Beads [SHAKIBAEI, 1997], eine
ausreichende und knorpelspezifische Anhaufung von Kollagenen und
Proteoglykanen laldt sich nach bereits sieben Tagen in der zellularen Matrix
nachweisen [SCHULZE, 2000]. Es dauert jedoch ca. 14 Tage, um die Synthese
von Kollagen | und lll, Indikatoren fiir einen veranderten Phenotyp, vollstandig
zu unterdricken [LEMARE, 1998]. So werden die Chondrozyten ab dem 14.
Tag von einer zellassoziierten Matrix umgeben, die eine biochemische
Stabilitat aufweist, sowohl im Hinblick auf eine Akkumulation von Kollagenen
als auch von Proteoglykanen [MOK, 1994]. Wenn die Chondrozyten jedoch
langer als zwei Monate in der Alginatkultur verbleiben, wird die Genexpression
von Kollagen Typ Il supprimiert [CHUBINSKAYA, 2001].
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1.1.4 Altersbedingte Veranderungen des Gelenkknorpels

Im Laufe des Lebens kann man im Bereich des Gelenkknorpels verschiedene
Veranderungen beobachten. Diese kdnnen jedoch von Gelenk zu Gelenk
erheblich in Form und Ausmal variieren. [ARMSTRONG, 1982;
HUDELMAIER, 2001]

Bereits ab dem 40. Lebensjahr findet man Chondrozyten, die durch
ubermallige Ansammlungen von Glykogen im Zytoplasma und vermehrte
Chromatinkondensationen in den Zellkernen an Zellvitalitat verloren haben
[O'DRISCOLL, 2000]. Durch das Absterben der Chondrozyten kommt es zu
einer Verminderung des Zellvolumens, welches als erstes erkennbares
Zeichen einer beginnenden Knorpeldegeneration gewertet wird. Die
Druckelastizitat 1alt nach und gleichzeitig kann es zu einer Verminderung der
Knorpelgrundsubstanz kommen. Es kommt stellenweise zur Demaskierung von
Fasern (Asbestfaserung) und zur Héhlenbildung. Fleckige Kalkablagerungen
treten auf LEONHARDT, 1990; TITTEL, 1994].

Der in jungen Jahren blaulich-wei3 anmutende Knorpel wird im Alter
zunehmend gelblich, tribe und sproder. Zusatzlich zu dem Zellverlust kommt
es jedoch noch zu einer Verschlechterung der Stoffwechsellage, dies kann
man auf Veranderungen der Synovialflissigkeit — ihr Proteingehalt sowie ihre
Viskositat nehmen im Alter ab — und einen dadurch bedingten verminderten
Substratnachschub zuruckfuhren. Diese Veranderung bewirkt eine mangelhafte
Nachbildung von veranderten Proteoglykanen [MEACHIM, 1963; DEGROOT,
2000; VAN DE LEST; 2000].

Damit wird zwangslaufig die Elastizitdt des Knorpels und als Folge die
Abpolsterung der Gelenke herabgesetzt, so dal} letztendlich ein vermehrter
Verlust an Knorpelsubstanz, welcher langfristig zu einer Arthrose fihrt, auftritt.
[DEPALMA, 1966; ERGGELET, 2001]
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1.2 Therapien von Knorpeldefekten

Es gibt zahlreiche Therapieansatze von Knorpeldefekten. Ziel jeder
Behandlungsmethode ist es die Funktion wiederherzustellen [MANKIN, 1974].
Leider ist allen gemeinsam, dal die vorliegenden Langzeitergebnisse keine
funktionell gute Heilung der Knorpeldefekte bewirken.

Einige Therapieansatze wurden anfangs mit beeindruckenden Ergebnissen
vorgestellt, hielten dann jedoch einer naheren Untersuchung im Verlauf nicht
stand. Bis heute kann keine der zahlreichen Behandlungsansatze eine
vollstandige Heilung von Knorpeldefekten erreichen, dal® heil3t durch keine
dieser Behandlungsmethoden kommt es zu der Wiederherstellung einer
kongruenten Gelenkflache mit hyalinem Knorpel [O’'DRISCOLL, 1998].

Es gibt verschiedene Ansatze einen Knorpelschaden zu behandeln. Diese sind
vor allem von dem Ausmal des Defektes abhangig. Kleinere Defekte werden
mit einem gewissem Erfolg durch die Pridie-Bohrung, die Abrasioplastik oder
die Microfrakturierung behandelt. Diese Verfahren erreichen eine subchondrale
Stimulation [AGLIETTI, 1994].

Bei grofleren Lasionen hat sich zuletzt die Knorpel-Knochen-Transplantation
etabliert.

Diffuse Arthrosen gesamter Gelenke erfordern unverandert den radikalen
Oberflachenersatz durch Endoprothetik. Die Suche nach einem Verfahren zur
mechanisch idealen und gewebetypischen Reparatur der Gelenkflache bleibt

fur alle Knorpeldefekte ein zentrales Thema.

1.2.1 Konventionelle Therapien

1.2.1.1  Gelenkspulung (Lavage)

Eine der altesten und einfachsten Therapiemdglichkeiten stellt die Gelenk-
Lavage dar. Jackson [JACKSON, 1988] beschreibt, dall durch das Spiulen
eines Gelenks die Entfernung von Entzundungsmediatoren und freien
Knorpelstlicken gelingt. So kann bei 80% der Patienten eine Besserung der
Symptome erzielt werden, die bei 45% auch nach 3,5 Jahren noch anhalt. 20%
der Patienten profitieren jedoch nicht von dieser Methode [JACKSON, 1991].
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Da die Lavage die Gelenkschadigung selbst nicht behebt, sondern nur zu einer
vorubergehenden Beschwerdebesserung fihren kann, stellt sie keine definitive
Lésung, vor allem bei der Behandlung junger Patienten, dar. Sie kann jedoch
dazu dienen, den Zeitpunkt flr endoprothetische Malknahmen hinauszuzdgern
[HADACKER, 1990; RAVAUD, 1999].

1.2.1.2 Shaving

Zerstorter Gelenkknorpel kann zu mechanischen Problemen im Gelenk, bis hin
zur vollstandigen Kniegelenksblockade, fuhren. Dieses Phanomen ist auf frei
bewegliche Knorpelpartikel oder ausgedehnte Fibrinablagerungen im Gelenk
zurickzufihren. Darlber hinaus kdnnen Knorpelfragmente zu Synovitis und
Gelenkergussen fuhren [KIM, 1991].

Durch die vollstandige Abtragung des verletzten wie instabilen Knorpels soll es
zu einer Beseitigung der mechanischen Behinderung und durch Entfernung der
Fibringerinnsel zu einer Verminderung der begleitenden Entzundungsreaktion
kommen [BAUMGAERTNER, 1990; BUCKWALTER, 1994]. Magnusson
[MAGNUSSON, 1941] berichtet 1941 mit dieser Methode bei 70% seiner
Patienten gute bis exzellente Ergebnisse erzielt zu haben. Es mufte jedoch bei
fast allen so therapierten Patienten etwa drei Wochen postoperativ eine
Narkosemobilisation der behandelten Gelenke vorgenommen werden.

Mitchell und Kim konnten jedoch nach Durchfuhrung eines Shavings keine
Reparationsvorgange in den behandelten Gelenken beobachten [MITCHELL,
1987; KIM, 1991]. Dartber hinaus legen Untersuchungen dar, dal} es
langfristig nach einem Shaving sogar zu einer gesteigerten Fibrinablagerung im
betroffenen Gelenk kommt und der angrenzende gesunde Knorpel im Verlauf
nekrotisch werden kann. Ahnlich wie bei der Lavage wird auch durch das
Shaving die Symptomatik verbessert, die Gelenkschadigung jedoch nicht
behoben [ALTMANN, 1992].

20



1.2.1.3 Osteotomien

Die Umstellungsosteotomie als kausale Therapie z.B. am Tibiakopf bewirkt
eine Verringerung der mechanischen Belastung des Uberlasteten geschadigten
Gelenkbereiches. Einige Untersucher fanden Hinweise dafur, dal} der nun
weniger belastete, geschadigte Knorpel teilweise regeneriert. Vorbehalten ist
diese Methode fur grof3e Knorpeldefekte und klinisch relevante Achsfehler

(varus/valgus).

1.2.1.4 Subchondrale Stimulation

Bei dieser Technik tritt durch punktuelle Perforation der subchondralen Lamelle
Blut aus der Spongiosa in den Knorpeldefekt ein. Es kommt zu einem
Einwachsen von GefaBen in den Gerinnungspfropf. Uber diese GefaRe
gelangen mesenchymale Stammzellen in den Defekt [VACHON, 1986; RAE,
1989]. Diese sind nun in der Lage sich zu Zellen der chondrogenen Reihe zu
differenzieren und extrazellulare Matrix zu produzieren. Allerdings wird bei
diesem Verfahren, wie eine Vielzahl von experimentellen und klinischen
Studien zeigt, der Knopeldefekt vorwiegend mit dem fur Gelenkflachen
minderwertigerem Faserknorpel ausgefillt. Die so therapierten Patienten waren
postoperativ zum groten Teil stark in ihrer alltaglichen Aktivitat eingeschrankt
[MEACHIM, 1971; MITCHELL, 1976; JOHNSON, 1991; KIM, 1991].

1.2.1.5 Pridie-Bohrung

Bei der Pridie-Bohrung, benannt nach dem Erstbeschreiber Pridie [PRIDIE,
1959], wird im Bereich des Knorpeldefektes bis in die subchondrale Spongiosa
gebohrt. In den Untersuchungen von Tipett [TIPETT, 1991], der die
Pridiebohrungen in Verbindung mit valgisierenden Umstellungsosteotomien der
Tibia durchfuhrte, wurde durch eine Nachuntersuchung Uber einen Zeitraum
von 62 Monaten bei 70.8% der Patienten ein exzellentes Ergebnis, bei 15.4 %
ein gutes und bei 6.9% ein befriedigendes bis schlechtes Resultat erzielt. Dies
bestatigten auch andere Untersuchungen [MITCHELL, 1976; BRADLEY, 1989].
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Bei Lasionen an unzuganglichen Arealen (z.B. Tibiaplateau und patellare

Gelenkflache) kann eine solche Bohrung auch retrograd durchgefuhrt werden.

1.2.1.6  “Microfracture” —Technik

Bei dieser Methode werden mit Hilfe eines konischen und gekropften Pfriems
Locher in die subchondrale Lamelle geschlagen. Dies fuhrt zu Fissurlinien
zwischen den Léchern und es resultiert im Gegensatz zur Pridie-Bohrung eine
flachige Regenerationszone.

Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens gegenluber der Bohrung ist, dal} die
Gefahr der Bildung von Hitzenekrosen des Knochens nicht besteht. Zudem
kdnnen Microfractures auch im direkten Zugriff, im Bereich weniger
zuganglicher Areale, durchgeflihrt werden.

In der grofRten, zur Evaluierung dieser Methode durchgefuhrten
Nachuntersuchung berichtet Steadman et al. [STEADMAN, 1997; STEADMAN,
1999; STEADMAN, 2000] Uber mehr als 1200 Patienten in einem
Nachuntersuchungszeitraum von 2 bis 8 Jahren. Die Patienten gaben auch
nach 7 Jahren noch deutliche Verbesserungen bezlglich der
Schmerzsymptomatik an. Steadman fuhrt weiter an, dald das nach der
Microfracture-Behandlung neugebildete Gewebe in histologischen
Untersuchungen zum einen Teil aus hyalinem und zum anderen Teil aus
Bindegewebsknorpel besteht. Postoperativ wird eine kontinuierliche
Motorbewegungsschiene verordnet [RODRIGO, 1994].

1.2.1.7 Injektion

1.2.1.7.1 Intraartikulare Injektion von Steroiden oder Hyaluronsiureanaloga

Injektionen von Steroiden konnten in den groRen randomisierten und
kontrollierten Studien keine langerfristige Verbesserung erzielen
[SILBERBERG, 1966; OLAH, 1976; SHOEMAKER, 1992]. Auch die
intraartikulare Injektion verschiedener Hyaluronsauren erbrachte, trotz
einzelner positiver Beschreibungen, bisher keinen Uberzeugenden Erfolg im
Sinne einer Stimulation der Knorpelzellen [MANKIN, 1966; SALTER, 1967;
ADAMS, 1993]. Beide Konzepte muissen daher wegen ihrer moglichen
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antiinflammatorischen und analgetischen Potenz als rein symptomatisch
angesehen werden [BEHRENDS, 1976; IWATA, 1993].

1.2.1.7.2 Intraartikulare Injektion von Wachstumsfaktoren

Die intraartikulare Injektion von Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF-31, IGF-I,
BMP-2, auf die Wirkung der Knorpelstimulation sind auf der Basis zahlreicher
in vitro-Studien untersucht worden [CUEVAS, 1988; ELFORD, 1992, DUNN,
1994; VAN BEUNINGEN, 1994; VAN DEN BERG, 1995].

Neidel [NEIDEL, 1992] fand heraus, dal intraartikulare Gabe von IGF, FGF
oder IGF keine Wirkung auf die Heilung von normalen Knorpeldefekten hat.
Trotz der noch sparlich erhobenen Daten kann davon ausgegangen werden,
dal® die Bildung von osteophytaren Anbauten in Zusammenhang mit der
intraartikularen Gabe von TGF-R1 den Einsatz der Wachstumsfaktoren
limitieren [ELFORD, 1992; VAN BEUNINGEN, 1993; HSIEH, 1997]. Fur das
effektive Einbringen von Wachstumsfaktoren oder anderen bioaktiven
Wirkstoffen ist die lokale Implantation von Wachstumsfaktoren mit Hilfe eines
Tragers in den Defekt der Gelenkoberflache ein weitaus attraktiveres Konzept
[HUNZIKER, 1996]. Diese ldee wird momentan untersucht und die bisher
erhobenen Daten sind vielversprechend, mussen jedoch noch unterlegt weiter

werden.

1.2.2 Transplantationen

Aufgrund der geringen spontanen und induzierten Regenerationsfahigkeit des
Knorpels und den wenig definitiv befriedigenden Ergebnissen der oben
genannten Therapien fir ausgedehntere Defekte, werden Verfahren zur
Transplantation von Knorpelgewebe angewandt.

Hierzu ist zu bemerken, dal} die alleinige Transplantation von Knorpel keine
Erfolge zeigt, da der transplantierte Knorpel nicht einheilt. Ebenfalls fuhrt auch
die Replantation von isolierten Knorpelflakes ohne knécherne Unterlage nicht
zum Erfolg [OUTERBRIDGE, 1995; BUCKWALTER, 2002]. Somit besteht die

Notwendigkeit, bei einer Transplantation nicht nur das Knorpelgewebe,
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sondern auch den darunterliegenden Knochen mit zu transplantieren
[MATSUSUE, 1993, HANGODY, 1997; MEENEN, 1998; BURKART, 2001].
Hierzu wurden Studien durchgefuhrt, welche die Knorpel-Knochen-Heilung
beobachten. Dabei wurden bei Tieren (z.B. Kaninchen) Knorpel-Knochen-
Zylinder entnommen und in Defekte eingesetzt, um spater deren Einheilung zu
untersuchen [CONVERY, 1991; BEAVER, 1992; HANGODY, 1997]. In
Kaninchen zeigte sich im Bereich des ehemaligen Defektes eine hyaline
Knorpelbildung mit der Fahigkeit zur enchondralen Ossifikation. So mufl3 man
aufgrund der differenzierten Knorpelbildung bei Implantation einer Knorpel-
Knochen-Kombination davon ausgehen, dal} durch das reiche Substrat- und
Sauerstoffangebot aus den Markraumgefalen ein Milieu geschaffen wird,
welches demjenigen vor Ausbildung des subchondralen Knochens bei
Wachstumsabschluf gleicht [OUTERBRIDGE, 1995].

1.2.2.1 Autogene Transplantate

Die derzeit angewandte Therapie mit den groRten klinischen Erfolgen ist die
autogene osteochondrale Transplantation. Bei diesem erstmalig von Lexer
1908 [LEXER, 1908] vorgestellten Verfahren wird das defekte Gewebe durch
einen korpereigenen Knorpel-Knochenzylinder ersetzt. Hierzu wird das
geschadigte Knorpelareal mit dem darunterliegenden, meist mitgeschadigtem
Knochen ausgefrast. Der so entstandene Defekt wird durch einen intakten
Knorpel-Knochen-Zylinder, welcher aus einer wenig belasteten Gelenkzone, z.
B. dem patellaren Gleitlager, dem dorsalen Kondylenbereich oder aus dem
Rand der Notch enthommen wird, ausgefillt. Die Methode wurde von
Matsusue et al [MATSUSUE, 1993] 1993 erneut aufgegriffen.

1972 fuhrte Wagner [WAGNER, 1972] autogene Knorpel-
Knochentransplantationen durch, wobei er den Patienten mit einer Frase ein
Zylinder aus dem dorsalen Anteil des Femurkondylus enthahm und diesen in
den anterioren Defekt einsetzte. Bei 70% der so behandelten Patienten wurden
bezuglich Schmerzfreiheit und Beweglichkeit in den Nachuntersuchungen 2-5
Jahre nach der Operation gute Ergebnisse verzeichnet. Bei 30% der Patienten

traten keine Verbesserung auf. Wagner fuhrte dies auf die insuffiziente
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Befestigung der Implantate, Uberlastung oder die Inkongruenz der
Gelenkflachen zurlck.

In einer Studie konnte nach Durchfuhrung der Knorpelknochentransplantation
mit Hilfe eines diamantbesetzten und innengektihlten Frasensymstems (DBCS
= Diamond Bone-Cutting System) nach durchschnittlich 24 Monaten
postoperativ in 76,9 % sehr gute Ergebnisse erzielt werden [MEENEN, 1998].
Eine weitere Moglichkeit der osteochondralen Transplantation ist die von
Hangody [HANGODY, 1997] beschriebene autogene osteochondrale
Mosaikplastik. Mit einer Stanze werden hierbei 10-15 mm lange Zylinder aus
der suprakondylaren Gelenkflache des Femurs enthommen und in den zuvor
debridierten Defekt mosaikartig eingesetzt.

Der Unterschied zum DBCS ist, dald der Defekt nicht durch einen oder mehrere
groRe ineinander verzahnte Zylinder, sondern durch mehrere kleine
aneinandergestellte Zylinder gefullt wird. In dieser Studie von Hangody waren 8
Wochen nach der Operation die Zylinder durch Faserknorpel untereinander
und mit dem umgebenden Gewebe verbunden. Bei der klinischen
Nachuntersuchung konnten bei 91% der Patienten gute bis exzellente
Ergebnisse bezuglich der Schmerzfreiheit und Mobilitat festgestellt werden.

Die Indikation zur osteochondralen, autologen Transplantation sind lokalisierte
Knorpelschaden mit einer GréRe von 1 cm? bis 10 cm? in der Belastungszone,
Osteochondrossis dissecans- Herde sowie umschriebene Osteonekrosen.
GroRere Knorpeldefekte kdonnen, da hier die Gewinnung von geeigneten
Transplantaten zunehmend auf Schwierigkeiten stot, durch autogene
Transplantation nicht behandelt werden [BOBIC, 1996; IMHOFF, 1999;
BURKART, 2001].

Eine weitere Therapieoption stellt das Einbringen einer autogener Knorpel-
Knochen-Paste in die Defektzone, wie sie Stone [STONE, 1997] beschreibt,
dar. Es handelt sich hierbei um die Kombination aus subchondraler Stimulation
und Transplantation. Dabei wird eine arthroskopisch enthommene autogene
Kondylenstanze aus dem Notch-Eingang zu einer Paste verarbeitet und diese

in den mikrofrakturierten und debridierten Knorpeldefekt eingepreft.
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1.2.2.2 Knorpel-Knochen-Allografts

Diese im anglo-amerikanischen Raum verbreitete Methode bietet den Vorteil
der nahezu exakten anatomischen Rekonstruktion eines Defektes durch
Verwendung eines entsprechenden Gelenkareals von einem Spender
[GARRETT, 1993]. Es entsteht zwar kein Entnahmedefekt, aber die mittel- bis
langfristigen Verlaufsbeobachtungen sind in der Regel schlecht, da die
Chondrozyten die Konservierung (tiefgefroren oder bestrahlt) nicht Gberleben
[BOBIC, 1996; IMHOFF, 2000].

Zusétzlich besteht bei dieser Behandlungsmethode die Gefahr der Ubertragung
von lebensbedrohlichen Infektionen, wie zum Beispiel HIV, Hepatitis oder der
Creuzfeld-Jacob-Krankheit. Somit ist die Implantation von allogenem Gewebe

maoglichst zu vermeiden.

1.2.2.3 Periost und Perichondriumtransplantationen

Die Transplantation von Perichondrium in einen Knorpeldefekt wurde von
Homminga et al. [HOMMINGA, 1991] eingefuhrt.

O'Driscoll und Salter [O’'DRISCOLL, 1984; O’DRISCOLL, 1986 I;
O’DRISCOLL, 1986 II] beschreiben ein analoges Verfahren, nur verwenden sie
als Transplantat Periost. O Driscoll konnte nachweisen, dafl3 osteochondrale
Defekte in Kniegelenken bei Hasen, die mit autologen Periostlappen behandelt
wurden, ausheilten und dies mit zu 90% aus Typ Il Kollagen bestehendem
hyalinen Knorpel [O'DRISCOLL, 1986 I; O'DRISCOLL, 1986 II].

Beide Techniken basieren auf der Uberlegung, dal dedifferenzierte,
fibroblasten-ahnliche Zellen, die eine Potenz zur Chondrogenese besitzen und
in biologischer Matrix fixiert sind, an den Ort eines Korpeldefektes gebracht
werden konnen. Das Periost wird meistens von der Tibia, das Perichondrium
fast ausschlieBlich von Rippenknorpeln gewonnen. Die Transplantate werden
dann mittels Fibrinkleber auf den Defekt geklebt oder eingenaht. Im positiven
Fall findet dann ein Anwachsen des Transplantates auf dem debridierten
subchondralen Kochen und dem umgebenden gesunden Knorpel statt
[HOMMINGA, 1990; O'DRISCOLL, 1986 I1]. Vorteile dieser Methode liegen in

der Gewinnung von autologem, zellreichem Transplantationsmaterial.
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Nachteilig ist, da® nur relativ kleine Knorpeldefekte so behandelt werden
kénnen und der operative Aufwand im Vergleich zu subchondral stimulierenden
Verfahren deutlich hoher ist. In einigen Studien konnte gezeigt werden, daf
Periost und Perichondrium im Kniegelenk die Fahigkeit besitzen, hyalin-
ahnlichen Knorpel zu bilden [DELANEY, 1989; GALLAY, 1994].

Gute Ergebnisse beziglich der Funktion der Gelenke und der Symptome kurz
nach der Operation haben erste Studien belegt. Langzeitergebnisse stehen aus
[AMIEL, 1985; BULSTRA, 1990]. Perichondrium scheint dem Periost
unterlegen, weil es haufiger zur Ossifikation neigt. [ BRUNS, 1997]

1.2.24 Autologe Chondrozytentransplantation

Bei diesem von Peterson 1984 [PETERSON, 1984] erstmalig im Tierversuch
erprobten Verfahren wird zunachst aus einer unbelasteten Zone des verletzen
Gelenkes eine kleine Knorpelbiopsie enthommen. Nach Isolierung der
Chondrozyten aus diesem Gewebestiick werden die Zellen in Monolayerkultur
vermehrt. Die so entstandene Zellsuspension wird nun unter einen
Periostlappen, welcher zuvor Uber den zu therapierenden Defekt genaht wurde,
gespritzt. Der Periostlappen wird in der Regel von der Tibia entnommen.
Breinan veroéffentlichte 1997 [BREINAN, 1997] die Ergebnisse einer
experimentellen Studie, in der er im Kaninchen-Model Leerdefekte mit reinen
Periosttransplantationen und autogenen Chondrozytentransplantationen
verglich. Er konnte zeigen, dal keiner der Defekte mit hyalinem oder dem
hyalinen Knorpel ahnlichem Gewebe ausgefiillt war.

Das sich in den Defekten befindliche Gewebe enthielt aber in allen Fallen
reichlich Kollagen I, wie auch Mont zeigen konnte [MONT, 1999].

Peterson und Grande [GRANDE, 1987; GRANDE, 1989; PETERSON, 2000]
berichteten im Gegensatz dazu jedoch Uber gute Ergebnisse. Die Defekte
waren grofdtenteils durch eine dem hyalinem Knorpel-ahnliche Substanz
aufgefullt, Typ Il Kollagen konnte nachgewiesen werden.

Auch die von Brittberg 1994 im New England Journal of Medicine
veroffentlichten Ergebnisse [BRITTBERG, 1994] zeigten gute Erfolge der
autologen Chondrozytentransplantation. Er operierte 23 Patienten nach diesem

Verfahren. In den klinischen Nachuntersuchungen wurde bei 16 Patienten Uber
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gute bis exzellente Ergebnisse berichtet. In den im Rahmen einer Arthroskopie
entnommenen Biopsien zeigte sich in 12 von 22 Proben dem hyalinen Knorpel
ahnliches Gewebe. In der immunhistologischen Farbung konnte Kollagen Typ |

nachgewiesen werden.

1.3 Tissue Engineering

Die meisten bisher genannten Methoden zur Therapie von
Gelenkknorpeldefekten bieten keine befriedigenden Ergebnisse und die Folge
von Knorpelverletzungen, die Arthrose, bleibt in den meisten Fallen nicht aus.
Die einzigen Verfahren, welche den Defekt nachhaltig mit fir Gelenkflachen
typischem hyalinem oder hyalindhnlichem Knorpel auffillen, sind die autologe
Knorpel-Knochen-Transplantation in Form der Mosaic-Plastik oder der
Transplantation mit dem DBCS-Instrumentarium [HANGODY, 1997; MEENEN,
1998; BURKART, 2001] und die sehr teure und aufwendige autologe
Chondrozytentransplantation [BRITTBERG, 1994; PETERSON, 2000].

Ein groRer Nachteil der autologen Knorpel-Knochen-Transplantation besteht
darin, dal® der Entnahmedefekt ebenso gro} wie das zu flillende Areal ist und
damit objektiv ein zusatzlicher Gelenkdefekt in einem geringer belasteten
Gelenkbereich gesetzt wird, der allerdings durch die Verbesserung der
Situation in der zerstorten belasteten Gelenkregion teilweise kompensiert wird.
Zusatzlich wachst der eingesetzte Knorpel meist an den Randern nicht mit dem
umliegenden Gelenkknorpel zusammen, woraus sich wiederum ein
Knorpelverschleily entwickeln kann.

Bei der autogenen Chondrozytentransplantation, bei der die Chondrozyten aus
einer Biopsie in vitro expandiert und dann unter einen Uber den Defekt
genahten Periostlappen implantiert werden, treten Entnahmefolgen nicht auf.
Es entsteht lediglich ein sehr kleiner, rein chondraler Defekt. Der grofe
Nachteil bei diesem Verfahren ist jedoch, dal® kein differenziertes
Knorpelgewebe transplantiert wird, sondern nur dedifferenzierte

Bindegewebszellen, deren mogliche Redifferenzierung zu Zellen, die
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knorpelahnliche Matrix produzieren, unkontrolliert im Knorpeldefekt erfolgt
[TEMENOFF, 2000].

Die Kombination der unbestreitbaren Vorteile dieser beiden Verfahren, d.h. die
Transplantation von strukturiertem differenzierten Knorpelgewebes mit nur
minimaler Biopsieentnahme, wirde die entscheidenden Anforderungen an ein
ideales Therapieverfahren erfullen. Die Zuchtung von implantierbarem
Gelenkknorpel in-vitro, welches nur durch moderne Gewebekulturmethoden
madglich ist, da dabei die Erhaltung der phanotypischen Charakteristika der
Chondrozyten erhalten bleibt, ermdglicht die definitive Kontrolle Uber den
gesamten Prozel3 der Zellfreisetzung, Proliferation, Differenzierung und

Matrixproduktion.

14 Substitutionsmethoden

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse sowohl fur die Knorpelheilung als auch
fur die Knorpel-Knochen-Heilung wurden weitere Methoden entwickelt, welche
sich Ersatzmaterialien und Kombinationsmaterialien bedienten. So wurden eine
Vielzahl von Tragersubstanzen und Gerusten, die mit generierten
Knorpelzellen bestlickt wurden, zur Defektauffillung benutzt. Zum Beispiel
wurde mit Chondrocyten besiedeltes, sich spater auflésendes poroses Poly-
Lactat [CHU, 1995] eingesetzt, Polymere besiedelt [FREED, 1993; FREED,
1994; PUELACHER, 1994], Metallimplantate beschickt [KRKARAGIANES, 1975],
Kollagenschwamme bestlickt [CHVAPIL, 1977; SELLERS, 1997] oder
Polyglycan-Acetat-Stabe [RUUSKANEN, 1991] und Carbon-Stabe [KANG,
1991; BRITTBERG, 1994] in das Gelenk eingesetzt. Auch wurden Dacron oder
Teflon [MESSNER, 1993] benutzt sowie Menisken transplantiert [OCHI, 1995;
SUMEN, 1995].

Bei der histologischen Aufarbeitung der Praparate stellte sich jedoch heraus,
daf} sich diese Defekte auch nur mit bindegewebigen Regeneraten, jedoch nie
mit hyalinem Knorpel auffillten [GRANDE, 1997].
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Da Gelenkknorpel in vivo nur in sehr begrenztem Umfang in der Lage ist,
Schadigungen wie z.B. Risse, Schnitte oder Gewebeverluste hyalin verheilen

zu lassen, soll diese Arbeit klaren, ob

1) nativer Gelenkknorpel unter Zellkulturbedingungen verheilt.

Fur die Behandlung von Knorpeldefekten wurden von unserer Arbeitsgruppe
Knorpelsticke, die in die Defekte der Gelenkflache implantiert werden kénnen,
im Labor mit den Methoden des Tissue Engineering produziert. Um nun die
Eigenschaften dieses gezichteten Knorpels naher zu bestimmen, soll die

Arbeit weiter klaren, ob

2) in vitro hergestellter Knorpel auch in vitro verheilt.

Da der gezlichtete Knorpel in einen Defekt aus nativem Knorpel implantiert
wird, somit an den Randern mit diesem Knorpel in Kontakt kommt und hier

spaltlos verheilen mul3, soll die Arbeit schliel3lich klaren, ob

3) in vitro hergestellter Gelenkknorpel in vitro mit nativem Knorpel verheilt.

Damit wird ein in vitro Modell der Knorpelheilung vorgestellt. Von besonderer
Bedeutung ist die Tatsache, dal’ fir die Untersuchung Gewebe verwendet
werden kann, das mit dem Verfahren des Tissue Engineering erzeugt wurde.
Mit diesem Prozel3 wird man in Zukunft sicherlich eine breite Palette von
Gewebearten ersetzen konnen. Von entscheidender Bedeutung fur die zu
erreichende Funktionalitat ist aber der zu erreichende Kontakt mit dem
Lagergewebe. Einerseits muld das Eindringen von Gelenkflissigkeit in
verbliebene Spaltraume verhindert und andererseits die Krafteinleitung und

—vermittlung durch Uberbrickende Kollagenfasertexturen erreicht werden.

Die Heilung wird mit morphologischen Kriterien nachgewiesen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsgruppen

Zur Klarung der Frage, ob Knorpel verheilen kann, wurden 3 verschiedene
Versuchsgruppen durchgefuhrt. Hierbei wurde nicht nur untersucht, ob nativer
Gelenkknorpel unter Kulturbedingungen zusammenheilt, sondern auch ob in
Kultur geziichteter Knorpel die Kapazitat zur Heilung aufweist. Um eine Bricke
zur klinischen Anwendung zu schlagen, wurde zusatzlich die wichtige Frage
bearbeitet, ob in Kultur gewonnener Knorpel mit nativem Knorpel unter

Kulturbedingungen zusammenwachst.

2.1.1 Gruppe 1: Heilungsverhalten von nativem Knorpel

In dieser ersten Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob nativer
Gelenkknorpel in der Lage ist, ex vivo zusammen zu heilen. Hierzu wurden aus
den Kniegelenksflachen von Miniaturschweinen Knorpelflakes entnommen,
auseinandergeschnitten, zusammengenaht und wahrend der Heilungsphase
unter Kulturbedingungen gehalten. Nach 3 Wochen wurde eine histologische,
immunhistologische und rasterelektronenmikroskopische Auswertung der
Kontaktflache durchgeflhrt.

2.1.2 Gruppe 2: Heilungsverhalten von in Kultur geziichtetem Knorpel

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob in Kultur gezuchtetes
Knorpelgewebe in der Lage ist zu verheilen. Hierzu wurde aus der
Gelenkflache des Kniegelenkes eines Miniaturschweines Knorpel entnommen.
Die Chondrozyten wurden isoliert und in Kultur vermehrt. AnschlieRend erfolgte
die Redifferenzierung der Zellen sowie die Herstellung von Knorpelpellets.
Diese Pellets wurden durchtrennt, zusammengenaht und unter
Kulturbedingungen gehalten. Nach 3 Wochen wurde eine histologische,
immunhistologische und rasterelektronenmikroskopische Auswertung der
Schnittflache durchgeflnhrt.
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2.1.3 Gruppe 3: Heilungsverhalten von in Kultur geziichtetem Knorpel in

Kombination mit nativem Knorpel

In der letzten Versuchsreihe sollte nun untersucht werden, ob in Kultur
gezuchtetes Knorpelgewebe in der Lage ist mit nativem Gelenkknorpel
zusammenzuwachsen. Hierzu wurden wie in Gruppe 2 Chondrozyten aus der
Gelenkflache des Kniegelenkes eines Miniaturschweines entnommenen und
nach Dedifferenzierung, Vermehrung und anschlieRender Redifferenzierung
Pellets hergestellt.

Diese Pellets wurden mit nativem Knorpel, der aus der Gelenkflache desselben
Schweines, wie in Gruppe 1, entnommen wurde, zusammengenaht. Nach 3
Wochen unter Kulturbedingungen wurde eine histologische,
immunhistologische und rasterelektronenmikroskopische Auswertung der
Kontaktflache durchgefuhrt.

2.2 Methoden der Versuchsreihen

2.2.1 Knorpelgewinnung

Der Knorpel fir alle 3 Versuchsreihen wurde aus Kniegelenken und Ellenbogen
von mannlichen und weiblichen Gallinger Miniaturschweinen entnommen. Das
Alter lag im Mittel bei 25 Monaten, ihr Gewicht betrug im Mittel 60 kg. Die Tiere
befanden sich in Gemeinschaftsstallen in einer Gruppe von maximal zwei
Tieren.

12 Stunden vor der Operation erhielten die Schweine kein Futter und Wasser
mehr. Das Knorpelmaterial wurde unter sterilen Bedingungen entnommen.

Postoperativ erhielten die Versuchstiere Analgetika zur Schmerzbeseitigung.

2.2.1.1  Narkotisierung

Die Versuchstiere wurden mit 5 ml Stresnil (200 mg Azaperon) sowie 5 ml

Ketamin 10 (500 mg Ketaminhydrochlorid) i.m. sediert. AnschlieRend wurde ein
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peripherer Venenkatheter ins auRere Ohr gelegt, worliber die i.v. Narkose mit

Propofol Lipuro 1% (8-12 ml/Stunde) gegeben wurde.

2.2.1.2 Entnahmetechnik

Die Miniaturschweine wurden auf den Rucken gelagert und die Knieregion
rasiert und desinfiziert.

Nach sterilem Abdecken erfolgte eine ca. 3 cm lange Inzision antero-lateral der
Kniescheibe. Durch kleine Wundhaken wurde Haut und Unterhautgewebe zur
Seite gehalten. Nach Gelenker6ffnung wurden mittels eines Skalpells der
Grolke 11 ca. 0,5 x 0,5 cm grol3e Knorpelflakes von den Gelenkflachen
abgeschalt und in ein Probenréhrchen, geflllt mit steriler PBS-Lésung,
gegeben. Bei der Knorpelentnahme wurde streng darauf geachtet, daf® Blut-
oder andere Gewebebestandteile nicht entnommen wurden.

AnschlieRend wurde ein schichtweiser Wundverschlufld durchgeflhrt.
Intraoperativ wurde Elzogram 1,0 gewichtsadaptiert mit 1-2 g als single-shot
gegeben.

Postoperativ wurde eine Analgesie mit Tramal und Novalgin Tropfen p.o. sowie
Novalgin supp. verordnet, zusatzlich wurde eine Nulldiat fur finf Stunden
angesetzt. Es kam zu keinerlei Komplikationen intra- oder postoperativ, so dal}

keine weiteren Beschrankungen notwendig waren.

In der dritten Versuchsreihe wurden die Tiere acht Wochen nach der
Knorpelentnahme erneut sediert und anschlieRend mit einer Uberdosis T 61
getotet. Nach Hautschnitt und freipraparieren der Gelenkflache wurden
Knorpelflakes abschalt und in ein Probenréhrchen mit steriler PBS-L6sung

gegeben.

2.2.1.2.1 Materialien

Instrumente:
o Beatmungsgerat, Bennet, Respiration Unit Model MA-1B / SIMV / CPAP,
Hoyer, Bremen, Germany

e Perfusor ED 1-300, B. Braun-Melsungen AG, Melsungen, Germany
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e Pulsoxymeter Type F-CM.04, Firma Datex-Ohmeda-Division, Duisburg,
Germany

o Ethylenoxid-Sterilisator, DMB Apparatebau, Wiesbaden, Germany

Verbrauchsmaterialien:

e Probenrdhrchen steril 50 ml, Greiner Labortechnik

o Sterile Einmalskalpelle Nr. 15/21/11, Cutfix, B. Braun Dexon GmbH,
Spangenberg, Germany

e Steriles Nahtmaterial: Vicryl 3/0 (2 metric) JRB-1, 8x45 cm, Ethicon,
Johnson & Johnson Intl., Brussel, Belgien

o Steriles Nahtmaterial: Ethilon 3/0 (2 metric) PS-1, 24 mm, 3/8c, Ethicon,
Johnson & Johnson Intl., Brissel, Belgien

o Sterile periphere Venenverweilkatheter: Vasofix Braunule, Luer Lock, 20G,
61 ml/min, B. Braun-Melsungen AG, Melsungen, Germany

o Sterile Latex-OP-Handschuhe GroRRe 7, NuTEX, Ansell Malaysia Sdn. Bhd,
Melaka, Malaysia

o Sterile selbstklebende OP-Abdecktiucher, Foliodrape 75x90 cm, Paul

Hartmann AG, Heidenheim, Germany

Chemikalien:

e Stresnil (Azaperon; 40 mg/ml) 100 ml, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Germany

e T 61 fur Tiere (200 mg Embutramid/ml, 50 mg Mebzonium-Jodid/ml, 5 mg
Tetracainhydrochlorid/ml) 50 ml, Intervet Deutschland GmbH,
Unterschleilheim, Germany

o Ketamin 10 (Ketaminhydrochlorid; 100 mg/ml) 10 ml, Atarost GmbH & Co,
Twistringen, Germany

e Propofol Lipuro 1% (10 mg/ml) 20 ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Germany

e Elzogram 1,0 (Cefazolin-Natrium), 1g, Lilly Deutschland GmbH, Giel3en,
Germany

e Novaminsulfon-ratiopharm Tropfen (Metamizol-Natrium; 500 mg/ml), 50 ml,

ratiopharm GmbH, Ulm, Germany

34



e Novaminsulfon-ratiopharm Zapfchen 100 mg (Metamizol-Natrium),
ratiopharm GmbH, Ulm, Germany

e Tramal Tropfen (Tramadolhydrochlorid; 100 mg/ml), 48 ml, Grinenthal
GmbH, Aachen, Germany

2.2.1.3 Chondrozytenisolierung

Der Matrixverdauung zur Chondrozytenisolierung erfolgte in sechs Schritten.
Die jeweilige Verdauungslosung wurde dazu uber die in der Petrischale
befindlichen Knorpelstiickchen gegeben.

Der Abbau der extrazellularen Matrix erfolgte im Brutschrank bei 37 °C. Durch
intermittierendes Umrihren wurde gewahrleistet, dal® der Abbau an allen
Seiten der Knorpelstlickchen ansetzte. Nach den genannten Verdauungszeiten
mittels Kollagenase (Schritte 4-6, siehe Tabelle 1) wurden die jeweils
entstandenen Suspensionen abgesogen, in ein steriles Probenréhrchen
uberfahrt und bei 1500 U/min fir funf Minuten zentrifugiert. Nach dem
Abpipettieren des Uberstandes wurden die Zellen mit Nahrmedium zur

Dedifferenzierung versorgt und im Brutschrank aufbewahrt.

Tabelle 1
Schritt Verdauungslosung Dauer
1 25 mg Hyaluronidase Il in 50 ml PBS 25
Minuten
2 50 ml Trypsin-EDTA 45
Minuten
3 50 ml Nahrmedium + 10% FKS 5
(Waschvorgang) Minuten
4 25 mg Kollagenase la in 50 ml Dulbeccos 120
MEM + 10% FKS Minuten
5 25 mg Kollagenase la in 50 ml Dulbeccos 120
MEM + 10% FKS Minuten
6 25 mg Kollagenase la in 50 ml Dulbeccos 12
MEM + 10% FKS Stunden
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Nach Abschlul der Verdauung wurden die Zellsuspensionen aus den Schritten
4 bis 6 aufsuspendiert und jeweils 500 pl zur Zellzdhlung entnommen. Im
Verdauungsschritt 4 war eine durchschnittliche Zellzahl von 500 000 Zellen
erreicht, bei dem nachsten Verdauungsschritt 5 konnten im Schnitt 1,6
Millionen und im 6. Schritt im Schnitt 1,2 Millionen Zellen erreicht werden.

Schliel3lich wurden die Zellldsungen auf drei Kulturflaschen verteilt.

2.2.1.3.1 Materialien

Instrumente:

e Brutschrank Heraeus Begasungsschrank B5060 EC/CO,

e Ethylenoxid-Sterilisator, DMB Apparatebau, Wiesbaden, Germany

¢ Mikroskop Diavert, Serien-Nr.: 976099, Leica, Bensheim, Germany

e Casy 1 Model TT, Cell Counter and Analyser System, Scharfe System,
Germany

e Sterilbank, MDH, Microflow Safety Cabinet

o Waage, PM 460 Delta Range, Mettler, Germany

e Zentrifuge Universal 16, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany

o Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Pipetus-Stand, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Finnpipette, 0,5-10 pl, 5-40 pl, 40-200 ul, 200-1000 pl, Labsystems

Verbrauchsmaterialien:

¢ Kulturflaschen, Greiner, Volumen: 650 ml, Seitenflache: 182 cm_

e Petrischalen mit Deckel, Typ 100x15 mm, steril, Falcon, Decton Dickinson
Labware, New Jersey, USA

e Probenrdhrchen steril 50 ml und 15 ml, Greiner Labortechnik

o Sterilfilter, PorengroRe 45 um, Sartorius

e Steriles Einmalskalpell Nr. 11, Cutfix, B. Braun Dexon GmbH,
Spangenberg, Germany

o Pipettenspitzen 0,5-10 ul, 5-40 ul, 40-200 wul, 200-1000 ul, Greiner
Labortechnik
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Sterile Plastikpipetten, serological pipet, 5 ml, 10 ml, 25 ml, with plug,
Falcon Advantage, Decton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
France

Unsterile Handschuhe, GroRe M, satin plus, Safeskin Corp., San Diego,
USA

Sterile Latex-OP-Handschuhe Grofe 7, NUTEX, Ansell Malaysia Sdn. Bhd,
Melaka, Malaysia

Sterile Einmalspritzen 20 ml, B. Braun-Melsungen AG, Melsungen,
Germany

Spritzenvorsatzfilter, steril, 0,22 ym, CM-Membran, Qualilab fur Merck

Labor und Chemie Vertrieb GmbH, Bruchsal, Germany

Chemikalien:

Aqua dest., Apotheke UKE, Hamburg

Dulbeccos MEM Hepes, Gibco, Paisley, Scottland

Hyaluronidase lll, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany
Kollagenase la, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany
Recombinant Human Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Genzyme
Recombinant Human Epidermic Growth Factor (EGF), Genzyme
Trypsin-EDTA (1x) 100 ml, Gibco, Paisley, Scottland
Penicillin-Streptomycin-Solution, 100 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany

Fetal Bovine Serum, E.U. Approved Origin (South America), 500 ml,
Mycoplasma and Virus screened, Performance tested, Life Technologies,
Gibco, Paisley, Scottland

PBS Dulbecco’s, Phosphate Buffered Saline, 500 ml, Gibco, Paisley,
Scottland

Ethanol, Merck, Darmstadt

Anséatze:

Nahrmedium zur Dedifferenzierung der Zellen: Dulbeccos MEM Hepes,
Gibco + 10% fetales Kalberserum + 1% Penicillin-Streptomycin-Solution +
0,01 % FGF + 0,001% EGF
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2.2.1.4 Zellkultur

Die isolierten Chondrozyten wurden zusammen mit der Nahrlosung zur
Proliferation auf Kulturflaschen verteilt und in den Brustschrank Uberfuhrt. Die
Wachstumsfaktoren EGF und FGF wurden, um die Proliferation zu
beschleunigen, zugesetzt.

Taglich wurden die Kulturen unter dem Mikroskop kontrolliert. Anhand der
Zellmorphologie konnte festgestellt werden, ob sich die Zellen vermehrt sowie
dedifferenziert hatten und ob sie auf dem Flaschenboden angewachsen waren.
Nach Konfluenz der Zellen, durchschnittlich nach ca. 4 bis 5 Tagen, wurde der
erste Mediumwechsel durchgefuhrt.

Nach ca. 5 bis 7 Tagen war schliel3lich der Flaschenboden mit einem dichten
Zellrasen bewachsen. Das Nahrmedium wurde nun unter der Sterilbank
abgesogen, die Zellen mit steriler PBS-Losung gewaschen und mit 8 ml
Trypsin-EDTA umspult. Nach einer Inkubationszeit im Brutschrank von funf
Minuten wurden die Flaschen kraftig beklopft, wodurch sich der grofite Teil der
Chondrozyten von der Kulturflasche I6ste. Die Reaktion des Trypsins wurde
schlieBlich mittels der Zugabe von 10 ml Nahrmedium gestoppt. Nun wurden
die Zellen zu gleichen Teilen aus einer Flasche auf zwei Flaschen verteilt, mit
20 ml angereichertem Medium aufgeflllt und ca. 500 ul zur Zellzdhlung
entnommen. Bei der Zellzahlung ergab sich im Schnitt eine Verdreifachung der
Zellen innerhalb von sieben Tagen. Die Zellen wurden nun jeden vierten Tag

trypsiniert. Die Nahrlésung zur Dedifferenzierung wurde alle zwei Tage unter

sterilen Bedingungen gewechselt.

Abb. 9: Fibroblasten-ahnliche Zellen (Pfeil) Abb. 10: Fibroblasten-ahnliche Zellen in
und Chondrozyten (Stern) in vitro Kultur vitro Kultur 7 Tage nach Isolierung.

3 Tage nach Isolierung.
38



2.2.1.4.1 Materialien

Instrumente:

e Brutschrank Heraeus Begasungsschrank B5060 EC/CO;

¢ Mikroskop Diavert, Serien-Nr.: 976099, Leica, Bensheim, Germany

e Casy 1 Model TT, Cell Counter and Analyser System, Scharfe System,
Germany

e Sterilbank, MDH, Microflow Safety Cabinet

e Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Pipetus-Stand, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Finnpipette, 0,5-10 pl, 5-40 pl, 40-200 pl, 200-1000 pl, Labsystems

Verbrauchsmaterialien:

o Kulturflaschen, Greiner, Volumen: 650 ml, Seitenflache: 182 cm_

o Pipettenspitzen 0,5-10 ul, 5-40 ul, 40-200 wul, 200-1000 ul, Greiner
Labortechnik

e Sterile Plastikpipetten, serological pipet, 5 ml, 10 ml, 25 ml, with plug,
Falcon Advantage, Decton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
France

e Unsterile Handschuhe, GroRe M, satin plus, Safeskin Corp., San Diego,
USA

Chemikalien:

e Aqua dest., Apotheke UKE, Hamburg

e Dulbeccos MEM Hepes, Gibco, Paisley, Scottland

¢ Recombinant Human Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Genzyme

¢ Recombinant Human Epidermic Growth Factor (EGF), Genzyme

e Trypsin-EDTA (1x) 100 ml, Gibco, Paisley, Scottland

¢ Penicillin-Streptomycin-Solution, 100 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany

o Fetal Bovine Serum, E.U. Approved Origin (South America), 500 ml,
Mycoplasma and Virus screened, Performance tested, Life Technologies,
Gibco, Paisley, Scottland
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e PBS Dulbecco’s, Phosphate Buffered Saline, 500 ml, Gibco, Paisley,
Scottland

Ansatze:

e Nahrmedium zur Dedifferenzierung der Zellen: Dulbeccos MEM Hepes,
Gibco + 10% fetales Kalberserum + 1% Penicillin-Streptomycin-Solution +
0,01 % FGF + 0,001% EGF

2.2.1.5 Einbettung der Chondrozyten in Alginat

Nachdem eine ausreichende Anzahl von Chondrozyten gewachsen war, wurde
das Medium aus den Kulturflaschen abgezogen und die Zellen mit steriler PBS-
Losung gewaschen. Anschliefend wurde pro Flasche 8 ml Trypsin hinzu
gegeben und die Flaschen fur funf Minuten zurlck in den Brutschrank gelegt.
Nach Entnahme der Flaschen wurden diese, um die Zellen vom
Flaschenboden zu 16sen, kraftig beklopft. Die Wirkung des Trypsins wurde mit
10 ml Stopp-Medium neutralisiert. Die Zellen wurden gut aufsuspendiert und
schlieBlich auf 50 ml Probenréhrchen verteilt. Schlie3lich wurden jeweils 500
bl zur Zellzahlung entnommen und die Zellen bei 1500 U/min fur funf Minuten
abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen mit 1-fach Waschpuffer
gewaschen, im Mittel 1 ml pro 1 Millionen Zellen. Anschlieend wurden die
Zellen erneut bei 1500 U/min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Dann
wurde 2-fach Waschpuffer (0,5 ml/1 Mio. Zellen) und nachfolgend Alginat 2,4%
(0,5 ml/1 Mio. Zellen) hinzu gegeben und alles gut aufsuspendiert. Gleichzeitig
wurde ca. 200-250 ml Calcium-Puffer in einen Erlenmeyerkolben vorgelegt.

Die Zellen-Alginat-Suspension wurde nun mittels einer gangigen, sterilen 25 ml
fassenden Plastikpipette in den Calcium-Puffer getropft. Dabei wurde darauf
geachtet, dall die Mindung der Pipette maximal einen halben Zentimeter Uber
dem Puffer gehalten wurde.

So erhielt man gleichmalige runde Alginat-Beads, in denen sich die
Chondrozyten zwei Wochen in einer dreidimensionalen Anordnung

redifferenzieren sollten.
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Um ein Verklumpen der Beads zu vermeiden, wurde der Erlenmeyerkolben
wahrend des Tropfvorganges standig geschwenkt. Nach dem Tropfvorgang
harteten die Beads im Calcium-Puffer 20 bis 30 Minuten aus. Schliel3lich wurde
der Puffer abgesaugt und es folgten zwei Waschvorgange mittels 1-fach
Waschpuffer.

Als letztes wurde Medium zur Redifferenzierung hinzugegeben und die Beads

im Brutschrank bebrutet. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.

2.2.1.5.1 Materialien

Instrumente:

e Brutschrank Heraeus Begasungsschrank B5060 EC/CO;

¢ Mikroskop Diavert, Serien-Nr.: 976099, Leica, Bensheim, Germany

e Casy 1 Model TT, Cell Counter and Analyser System, Scharfe System,
Germany

e Sterilbank, MDH, Microflow Safety Cabinet

e Ethylenoxid-Sterilisator, DMB Apparatebau, Wiesbaden, Germany

o Waage, PM 460 Delta Range, Mettler, Germany

o Zentrifuge Universal 16, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen. Germany

e Erlenmeyerkolben 300 ml, Schott Duran, Germany

¢ Glasflasche, 500 ml, Biochrom KG, Berlin, Germany

o Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Pipetus-Stand, Hirschmann Laborgerate, Germany

e Finnpipette, 0,5-10 pl, 5-40 pl, 40-200 ul, 200-1000 pl, Labsystems

Verbrauchsmaterialien:

o Pipettenspitzen 0,5-10 ul, 5-40 ul, 40-200 ul, 200-1000 ul, Greiner
Labortechnik

o Sterile Plastikpipetten, serological pipet, 5 ml, 10 ml, 25 ml, with plug,

Falcon Advantage, Decton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
France

e Probenrdhrchen steril, 50 ml und 15 ml, Greiner Labortechnik

e Unsterile Handschuhe, GroRe M, satin plus, Safeskin Corp., San Diego,
USA
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Chemikalien:

Dulbeccos MEM Hepes, Gibco, Paisley, Scottland

Recombinant Human Tissue Growth Factor (TGF [31), Genzyme
Recombinant Human Insulin Growth Factor (IGF), Genzyme
Penicillin-Streptomycin-Solution, 100 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany

Porcine Serum, E.U. Approved Origin, 500 ml, Mycoplasma and Virus
screened, Performance tested, Life Technologies, Gibco, Paisley, Scottland
Alginic Acid, Sodium Salt, from Macrocystis pyrifera (Kelp), low viscosity,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure (HEPES)
Puffersubstanz, Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland
Calciumchlorid-Dihydrat, Merck, Darmstadt

PBS Dulbecco’s, Phosphate Buffered Saline, 500 ml, Gibco, Paisley,
Scottland

Ethanol, Merck, Darmstadt

L-Cystein, Merck, Darmstadt

Ascorbinsaure-2-Phophat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Germany

Ansatze:

Nahrmedium zur Redifferenzierung der Zellen: Dulbeccos MEM Hepes,
Gibco + 10% Schweineserum+ 1% Penicillin-Streptomycin-Solution + 0,1 %
IGF + 0,1% TGF + 1% ASAP/C

1-fach Waschpuffer:

8,766 g/l NaCl 150 mM, 5,957 g/l Hepes 25 mM, pH 7,4 mit Aqua dest.
2-fach Waschpuffer:

17,532 g/l NaCl 150 mM, 11,914 g/l Hepes 25 mM, pH 7,4 mit Aqua dest.
Alginat: 2,4% Alginat Acid in Aqua dest.

Calcium-Puffer:

14,702 g/l CaCl, 100 mM, 5,957 g/l Hepes 25 mM, pH 7,4 mit Aqua dest.
ASAP/C: Ascorbinsaure-2-Phosphat und L-Cystein 1:1
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2.2.1.6  Herstellung der Pellets

Dedifferenzierung und Vermehrung
3D-Anordnung zur

| Redifferentierung

,J in Alginat

Entnahme der
Knorpelzellen

]

|
| *
l Herstellung ‘ -
von p—s ; -
Pellets J —:4’*

Abb. 11: Schematische Darstellung der Herstellung von Pellets mit Knorpelentnahme,
Chondrozytenisolierung, Vermehrung, Dedifferenzierung und Redifferenzierung in Alginat .

Nachdem sich die Chondrozyten zwei Wochen im Alginat redifferenziert hatten,
wurden sie dem Brutschrank enthommen und das Medium abgesaugt. Danach
wurden die Alginat-Beads mit 1-fach Waschpuffer gewaschen und schliellich
in Citrat-Puffer (ca. 5 ml/ 1 Mio. Zellen) bei 37 °C eine halbe Stunde lang,
aufgelost. Die Losung wurde auf mehrere Probenrohrchen verteilt und bei 1500
U/min funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen
mit Medium zur Redifferenzierung aufsuspendiert und 500 pl zur Zellzahlung
entnommen.

Anschliel3end wurde die Zellsuspension auf verschiedene Probenrohrchen mit
1 Millionen Zellen/Rdhrchen verteilt und erneut bei 1500 U/min fur finf Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und zum
Zellhaufen 3 ml angereichertes Medium zur Redifferenzierung gefugt. Zuletzt

wurde erneut zentrifugiert und die Probenrohrchen wanderten fur zwei Tage in

43



den Brutschrank bei 37°C. Nach diesen zwei Tagen wurden die Pellets mittels

einer sterilen Pinzette aus den Probenrohrchen entnommen und in Wells, die

zuvor mit Agarose (1%) beschichtet wurden, gegeben.

Pro Pellet und Well wurde jeweils 3 ml Medium zur Redifferenzierung

hinzugeflgt. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.

2.2.1.6.1 Materialien

Instrumente:

Brutschrank Heraeus Begasungsschrank B5060 EC/CO;,

Mikroskop Diavert, Serien-Nr.: 976099, Leica, Bensheim, Germany

Casy 1 Model TT, Cell Counter and Analyser System, Scharfe System,
Germany

Ethylenoxid-Sterilisator, DMB Apparatebau, Wiesbaden, Germany
Zentrifuge Universal 16, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany
Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate, Germany

Pipetus-Stand, Hirschmann Laborgerate, Germany

Finnpipette, 0,5-10 pl, 5-40 pl, 40-200 ul, 200-1000 ul, Labsystems
Sterilbank, MDH, Microflow Safety Cabinet

Glasflaschen, 500 ml, Biochrom KG, Berlin, Germany

Verbrauchsmaterialien:

Corning cell wells, 12 well, flat bottom, Corning glass works, Corning, USA
Corning cell wells, 6 well, flat bottom, Corning glass works, Corning, USA
Pipettenspitzen 0,5-10 ul, 5-40 wl, 40-200 ul, 200-1000 ul, Greiner
Labortechnik

Sterile Plastikpipetten, serological pipet, 5 ml, 10 ml, 25 ml, with plug,
Falcon Advantage, Decton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
France

Probenréhrchen steril 50 und 15 ml, Greiner Labortechnik

Chemikalien:

Aqua dest., Apotheke UKE, Hamburg
Dulbeccos MEM Hepes, Gibco, Paisley, Scottland
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Recombinant Human Tissue Growth Factor (TGF 31), Genzyme
Recombinant Human Insulin Growth Factor (IGF), Genzyme
Penicillin-Streptomycin-Solution, 100 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany

Porcine Serum, E.U. Approved Origin, 500 ml, Mycoplasma and Virus
screened, Performance tested, Life Technologies, Gibco, Paisley, Scottland
PBS Dulbecco’s, Phosphate Buffered Saline, 500 ml, Gibco, Paisley,
Scottland

Ascorbinsaure-2-Phosphat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany

L-Cystein, Merck, Darmstadt, Germany
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure (HEPES)
Puffersubstanz, Merck, Darmstadt

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Merck, Darmstadt

Agarose Typ VII: Low Gelling, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Penicillin-Streptomycin-Solution, 100 ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany

Ethanol, Merck, Darmstadt

Ansatze:

Nahrmedium zur Redifferenzierung der Zellen: Dulbeccos MEM Hepes,
Gibco + 10% Schweineserum+ 1% Penicillin-Streptomycin-Solution + 0,1 %
IGF + 0,1% TGF + 1% ASAP/C

1-fach Waschpuffer:

8,766 g/l NaCl 150 mM, 5,957 g/l Hepes 25 mM, pH 7,4 mit Aqua dest.
Citrat-Puffer:

16,176 g/, tri-Natriumcitrat 55 mM, 5,957 g/l Hepes 25 mM. PH 7,4 mit Aqua
dest.

ASAP/C: Ascorbinsaure-2-Phosphat und L-Cystein 1:1
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2.2.2 Versuchsdurchfihrung

2.2.2.1  Gruppe 1: Naht von nativem mit nativem Knorpel

Die entnommenen Knorpelflakes wurden unter der Sterilbank auf ein steriles
Tuch gelegt. Mittels eines 11er Skalpells wurde zentral eine ca. 4 bis 6 mm
lange Inzision gesetzt. Nachfolgend wurde diese mittels Nahtmaterial der
Fadenstarke 6/0 verschlossen. AnschlieRend wurde je eines der genahten
Knorpelstickchen in ein Well (beschichtet mit 1% Agarose) gelegt und mit je 4
ml Nahrmedium zur Redifferenzierung versetzt und im Brutschrank inkubiert.
Das Medium mit den oben genannten Zusatzen wurde alle zwei Tage
gewechselt. Nach 21 Tagen wurden die genahten Knorpelstickchen in

Fixiermedium gelegt.

2.2.2.2 Gruppe 2: Naht von geziichtetem Knorpel (Pellet / Pellet)

Fur die zweite Versuchsreihe wurden Pellets erzeugt.

Abb. 12: Ein in vitro hergestelltes Pellet nach 14 Tagen. Unter Kulturbedingungen im
Brutschrank gehalten. Linkes Bild: nativ. Mittleres Bild: nach Schnitt mittels eines Skalpells der
Grofie 11. Rechtes Bild: nach Verschlull des gesetzten Schnittes mittels eines Fadens der
Starke 6/0.
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Die Nahrlosung wurde alle zwei Tage vorsichtig gewechselt.

Nach 14 Tagen wurde das Medium abgesaugt, die Beads mit Waschpuffer
gewaschen und mit Citrat-Puffer aufgel6st. Durch Zellzahlung wurde die Anzahl
der verbliebenen Chondrozyten eruiert. Diese wurden nun zu Pellets mit
entweder 500 000 Zellen/Pellet oder mit 1 Millionen Zellen/Pellet verarbeitet.
Die Pellets reiften und wuchsen 14 Tage im Brutschrank. Der Mediumwechsel

erfolgte alle zwei Tage unter sterilen Bedingungen.

Nach zwei Wochen wurde schlieBlich bei einem Teil der Pellets unter der
Sterilbank, mittels eines Skalpells der GrolRe 11, eine zentrale Inzision mit einer
Lange von 4 mm gesetzt und nachfolgend der Spalt mittels Nahtmaterial
verschlossen. Die restlichen Pellets wurden jeweils als Paar aneinander gelegt
und zusammengenaht. Die genahten Pellets wurden in mit Agarose
beschichtete Wells gegeben und mit jeweils 3 ml angereichertem Medium (10%
Schweineserum, 1% Penicillin-Streptomycin-Solution, 1% ASAP/C sowie 0,1%
IGF und TGF) versetzt. Das Medium wurde weiterhin alle zwei Tage
gewechselt. Nach 21 Tagen wurden die genahten Pellets enthommen und in 4
% Formalin bzw. in 3% Glutaraldehyd Uberfuhrt.

2.2.2.3 Gruppe 3: Naht von Pellet mit nativem Knorpel

Die Knorpelflakes, die aus den Versuchstieren der dritten Reihe stammten,
wurde die Matrix verdaut und die Chondrozyten isoliert. Sie dedifferenzierten
sich Uber zwei Wochen. Die Kulturflaschen wurden alle vier Tage trypsiniert,
das Medium alle zwei Tage gewechselt. Zuletzt wurden die Zellen zur
Redifferenzierung in Alginat eingebettet.

Nach zwei Wochen, in denen alle zwei Tage ein Mediumwechsel durchgefuhrt
wurde, erfolgte die Elution der Chondrozyten aus dem Alginat mittels Citrat-
Puffer. Die Zellen wurden zu Pellets von 1 Mio. Zellen/Pellet weiter verarbeitet.
Unter sterilen Bedingungen erfolgte die Entnahme mehrerer Knorpelflakes aus
den Knie- und Ellenbogengelenken der Tiere. Diese Knorpelstickchen wurden
in sterile PBS-Losung gegeben und unter der Sterilbank von Gewebe- sowie
Blutresten befreit. SchlieRBlich wurden sie halbiert und mit den ebenfalls

halbierten Pellets vernaht. Jeweils ein so entstandenes Paar wurde in ein mit
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Agarose beschichtetes Well Uberfuhrt und mit angereichertem Medium
versorgt. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.
Nach 21 Tagen wurden diese in-vitro/ex-vivo- Verbunde enthommen und in 4%

Formalin bzw. in 3% Glutaraldehyd Gbergeben.

23 Auswertungsverfahren

2.3.1 Material der Auswertungsverfahren

2.3.1.1 Instrumente

¢ Autotechnikon, Enno Vieth, Mikrotome GmbH, Wiesmoor, Germany

e Schlittenmikrotom, Mikrotome GmbH, Wiesmoor, Germany

¢ Rasterelektronenmikroskop, Digital Scanning Microscope DSM 940, Carl
Zeiss

e MetallguRform fur Paraffinschnitte

o Warmepinzette, Shandon GmbH, Berlin, Germany

o Warmeplatte, Medax Nagel KG, Kiel, Germany

¢ Warmebad, Gesellschaft flr Labortechnik mbH, Burgwedel, Germany

e Spattercoater, SEM coating system, Bio-Rad Microsience Division,
Hertfordshire, United Kingdom

o Kritisch-Punkt-Trockner, Balzers Union, Schweiz

¢ Mikroskop Zeiss Axioskop 2, Carl Zeiss

e Kamera Axio Cam color, Ser. Nr.: 232000963, Carl Zeiss

e Glaskuvetten fur 10 und 20 fir Objekttrager

o Feuchtkammer aus Plastik mit 5 Fachern und durchsichtigem Deckel, 26,5
x55x11cm

e Brutschrank Heraeus Warmeschrank, B 5042 E

o Paraffinspender, Parafix, Medax Nagel GmbH, Kiel, Germany

e Warmebad fur Paraffin, Medax Nagel GmbH, Kiel, Germany
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2.3.1.2 Verbrauchsmaterial

o Plastikgitter, Tissue-Tek, Biopsy Cassette 4090, Miles Inc. Diagnostics
Division, Elkhart, IN 46515, USA

e Mikrotomdl, Mikrotome GmbH, Wiesmoor, Germany

o Einwegmesser fur Mikrotome R35, Mikrotome GmbH, Wiesmoor, Germany

o Objekttrager fur Standartfarbungen fur Paraffinschnitte

e Super Frost Plus Objekttrager fir Immunhistologien, Menzel Glaser,
Germany

o Deckglaser 24x60 mm und 24x32 mm No. 1, Marienfeld, Germany

o Pipettenspitzen 0,5-10 ul, 5-40 ul, 40-200 wul, 200-1000 ul, Greiner
Labortechnik

e Fettstift: DAKO Pen, Code No. 52002, DAKO A/S, Denmark

e Unsterile Einweg-Tropfpipetten: Pasteur Pipette, Code No. 202C, graduated
up to 1 ml, Copan ltalia, Brescia, Italy

e Linsenpapier, ca. 90x75 mm, 500 Blatt, No. 1019, Assistant, Germany

2.3.1.3 Chemikalien

o Eiweill-Glycerol 85% konserviert, Apotheke, UKE

e Toluidine Blue O, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

¢ DPX (Mountant for Histologie, Fluka Chemie AG, Budes, Schweiz

o Xylene (Melange D’lsomeres), Lot. 04040203, 2,5 Liter, SDS Peypin,
France

e Formalin, Merck, Darmstadt

e Ethanol, Merck, Darmstadt

o Gewebeeinbettmittel: Paraffin Histo. Comp., Fogel Medizinische Technik
und Elektronik, Giel3en, Deutschland

e Aqua dest., hergestellt mit Seralpur Pro 90 CN, Seral

e Mayer Hamalaun Merck, Darmstadt

¢ HCL, Merck, Darmstadt

e 0,1% Salzsaure, Apotheke, UKE

e Eosin gelblich, Merck, Darmstadt
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o Methanol reinst, Merck, Darmstadt

o Wasserstoffperoxid 30%, Merck, Darmstadt

e Pepsin Solution, Neo Markers, Fremont, Canada

¢ Kollagen - | und Collagen Il - Antikérper, Abcam LTD., Cambridge, England

e Albumin Fraktion V (aus Rinderserum) fur biochemische Zwecke, Merck,
Darmstadt

e DAKO Liquid DAB (Diaminobenzidin) + Substrate, Chromogen System 15
ml, DAKO Corporation, Carpirteria, USA

e Tris Base, ultra pure, 1 kg, Cat. No. 15504-802, Life Technologies, Gibco
BRL, Paisley, Scottland

e Trizma Hydrochloride, 1 kg, Lot. 100K5452, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany

e Sodium Chloride, crystal, ,Baker analyzed®, 54,44 g/mol, Mallinckrodt Baker
B.V., Deventer, Holland

e Streptavidin / HRP, Code No. PO398, 1 ml, Lot. 119(202), DAKO A/S,
Denmark

e Mouse Immunoglobulins / biotinylated, Code No. E0464, Lot 079(301),
DAKO A/S, Denmark

e Schweineserum: Swine Serum (normal), Code No. X0901, Lot 110(101),
DAKO A/S, Denmark

e Glutaraldehyd Grade I: 50% Aqueous Solution, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany

2.3.1.4 Ansatze

o TBS-Puffer fur Immunhistologien 20fach:
16 g Tris Base, 137 g Trizma Hydrochloride, 15,6 g Sodium Chloride auf 1L
Aqua dest.

e Glutaraldehyd 3% in 0,1 molarem Phosphatpuffer fur REM

¢ 0,1 molare Saccharoselosung in 0,1 molarem Phosphatpuffer fir REM

o Osmiumtetroxyd in 0,1 molarem Phosphatpuffer fur REM

50



2.3.2 Methoden der Auswertungsverfahren

2.3.2.1 Einbettung der Praparate in Paraffin

Die in 4% Formalin fixierten Praparate wurden unter den Abzug gelegt. Das
Nahtmaterial wurde, wahrend die Praparate bis zur Weiterverarbeitung in 70%
Ethanol feucht gehalten wurden, entfernt. Schlie3lich fuhrten wir die Proben der
Entwasserung, durch eine aufsteigenden Alkoholreihe im Autotechnikon, zu.

Zur Dauer und Durchwanderung der einzelnen Schritte siehe Tabelle 2.

Tabelle 2

Schritt Ldsung Dauer

1 Ethanol 70% | 1 Stunde
2 Ethanol 70% I 1 Stunde
3 Ethanol 80% 1 Stunde
4 Ethanol 96% | 1 Stunde
5 Ethanol 96% Il 1 Stunde
6 Ethanol 100% | 1 Stunde
7 Ethanol 100% Il 1 Stunde
8 Xylol | 1 Stunde
9 Xylol Il 1 Stunde
10 Paraffin | 1 Stunde
11 Paraffin 11 1 Stunde
12 Paraffin 1ll 12-13 Stunden

Nach Durchwanderung im Autotechnikon wurden die Proben enthommen und
in einen Topf mit erwarmtem Paraffin gelegt. Dort wurden sie entnommen, in
eine MetallguRform gelegt, mit warmem Paraffin Ubergossen und auf einer
Kalteplatte gekuhlt. Das so mit den Proben erstarrte Paraffin wurde Uber Nacht
in einem Kuhlschrank bei 7°C gelagert und am nachsten Tag mit dem

Schlittenmikrotom geschnitten. Fur jedes Praparat wurden mehrere Schnitte
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angefertigt: 5um dicke Schnitte fur die HE-, Toluidin-Blau und die

Immunhistologie sowie 10 und 20 ym dicke Schnitte fur die Polarisation.

2.3.2.2  Farbung der Schnitte

2.3.2.2.1 Toluidin-Blau-Farbung

Dieser basische Farbstoff farbt saure Strukturen, also z.B. Glycosaminoglycane
in verschiedenen Abstufungen von blau an. Manche Zellbestandteile verandern
sich von blau zu rot. Der Farbwechsel wird als Metachromasie bezeichnet. Bei

der Farbung von Knorpel kann man so die extrazellulare Matrix identifizieren.

Nach Schneiden der Praparate wurden sie im Brutschrank fir 30 Minuten
fixiert.

Anschliel3end folgte die Entparaffinisierung der Schnitte fur 15 Minuten mit
Xylol und die Rehydratation in einer absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 3).
Dann wurden die Praparate, nach Einstellung der Toluidin-Farbe auf pH 4,5
mittels 0,1% Salzsaure, 60 Minuten in der Toluidin-Farbe belassen. Danach
durchliefen die einen dreimaliger Waschgang mit Aqua dest. und anschliel3end
eine aufsteigende Alkoholreihe (Tabelle 4). Zuletzt wurden die Objekttrager

getrocknet und mittels eines Deckglases bestuckt.

2.3.2.2.2 HE-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist die meist benutzte Farbung in der
Histologie und Routinepathologie. Der basische Farbstoff farbt basische
Strukturen lila-blau. Auf der anderen Seite ist Eosin ein saurer Farbstoff der
basische Strukturen rot oder rosa farbt. Allgemein kann man sagen, bei der
HE-Farbung menschlicher oder tierischer Zellen sind die Zellkerne blau und

das Zytoplasma rosa bis rot. Kollagenfasern werden rosa bis rot angefarbt.

Nach Schneiden der Praparate erfolgte die Fixierung derselben im Brutschrank
fur 30 Minuten. Anschlie3end erfolgte die Entparaffinisierung der Schnitte fir

15 Minuten mit Xylol und die Rehydratation in einer absteigenden Alkoholreihe
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(Tabelle 3). Dann wurden die Schnitte fir 6 Minuten in Hamalaun belassen.
Danach Spulung mit Leitungswasser fur zwei Minuten, kurzes Eintauchen in
HCL-Alkohol und Belassen der Schnitte fur acht Minuten in frischem
Leitungswasser. Es folgte eine erneute Spulung mit Aqua dest. und ein
zweiminutiges Eintauchen in Eosin. Nach einer erneuten Spullung mit Aqua
dest. wurden die Praparate der Entwasserung in einer aufsteigenden

Alkoholreihe zugefuhrt (Tabelle 4). Zuletzt wurden sie getrocknet und

eingedeckelt.

Tabelle 3
Schritt Lésung Dauer
1 Ethanol 100% 2 Minuten
2 Ethanol 100% 2 Minuten
3 Ethanol 96% 2 Minuten
4 Ethanol 80% 2 Minuten
5 Ethanol 70% 2 Minuten
6 Ethanol 50% 2 Minuten
7 Aqua dest. 2-4 Minuten
Tabelle 4
Schritt Ldsung Dauer
1 Ethanol 50% 3x eintauchen
2 Ethanol 70% 3x eintauchen
3 Ethanol 80% 3x eintauchen
4 Ethanol 96% 3x eintauchen
5 Ethanol 100% 5 Minuten
6 Ethanol 100% 3x eintauchen
7 Xylol | 2 Minuten
8 Xylol Il 2 Minuten
9 Xylol 1l 2 Minuten
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2.3.2.3 Bearbeitung der Praparate zur Immunhistologie

Die Immunhistologie dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen.
Ausgegangen ist die Immunhistologie von der Beobachtung, dal der
Organismus in der Lage ist, gegen koérperfremde Proteine (Antigene)
Antikdrper zu bilden und dal} die Antigene spezifisch durch Antikdrper in einer
Antigen-Antikorper-Reaktion gebunden werden.

Dies wird in der Immunhistologie dadurch ausgenutzt, da® das zu
untersuchende Material mit einer Losung beschichtet wird, die einen Antikorper
gegen das im Praparat vorhandene nachzuweisende Protein enthalt. Der
Antikorper stammt aus dem Serum eines Tieres, das vorher mit der im
histologischen Praparat nachzuweisenden Substanz immunisiert (,geimpft®)
wurde. Dort hat die Substanz als Antigen gewirkt.

Um den bei der Antikorper-Antigen-Reaktion im Praparat neu entstandenen
Komplex sichtbar zu machen koénnen, wird der Antikbrper vor seiner

Verwendung mit einer histologisch nachweisbaren Markierung versehen.

Nach Schneiden der Paraffinblécke wurden die Praparate auf spezielle
Objekttrager fur Immunhistologien gelegt.

Zur Erwarmung des Paraffins sowie zur Fixierung der Praparate wurden die
Schnitte flr zwei Stunden im Brutschrank bei 60°C belassen. Anschlie3end
erfolgte die Entparaffinisierung fur 12 Minuten in Xylol und die Rehydratation in
einer absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 3). Schliel3lich wurden die
Objekttrager in die Feuchtkammer gelegt, die Uberschussige Flissigkeit um die
Praparate vorsichtig mit Zellstoff abgesaugt und die Schnitte mit einem Fettstift
(Abstand ca. 2-4 mm) eingekreist. Nun wurde die Schnitte mit Pepsin fur 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, danach mit Puffer gewaschen und fur
10 Minuten darin belassen. Erneut wurde die Uberschussige Flussigkeit
vorsichtig mit Zellstoff abgenommen.

Nun erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 1% Wasserstoffperoxid in Methanol
far fUnf Minuten bei Raumtemperatur. Hiernach wurden die Praparate erneut
mit Puffer gewaschen und 10 Minuten darin belassen. Anschliel3end wurde die
Uberschissige Flussigkeit vorsichtig mit Zellstoff um die Praparate herum

entfernt.
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Als letzter Schritt wurde der primare Antikdrper Kollagen | oder Il in einer
Verdinnung von 1:200 auf die Schnitte getropft und bei 4°C Uber Nacht in der
Feuchtkammer inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Praparate als erstes mit Puffer gewaschen und
10 Minuten darin belassen.

Die uUberschussige Flussigkeit wurde abgesaugt und die Schnitte mit dem
sekundarem biotinyliertem Antikorper fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgte ein erneutes Waschen mit Puffer und ein zehnminutiges
Belassen der Schnitte darin.

Nachfolgend wurde die Flussigkeit um die Praparate abgesaugt und
Streptavidin (Avidin / biotinylierter Enzym Komplex) auf die Schnitte getropft
und far 30 Minuten inkubiert. Es folgte ein erneutes Waschen mit Puffer und
Belassen der Objekttrager darin.

Nach Absaugen der Flussigkeit wurde nun Diaminobenzidin mit
Wasserstoffperoxid (kommerzielle, fertige Chromogenldsung) hinzu gegeben
und fir sieben Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die L6ésung wurde
anschlieRend auf Zellstoff dekantiert und die Objekttrager kurz in Aqua dest.
getaucht.

Dann erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun (1:4 mit Aqua dest. verdunnt)
fur eine Minute und das ,blauen” unter laufendem Leitungswasser fur zehn
Minuten.

Schlieldlich wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 6)
dehydriert und zuletzt wie normale Paraffinschnitte eingedeckelt.

Zwischen all diesen Schritten wurden die Praparate immer wieder in die
Feuchtkammer gelegt. Auch wurden darin alle Inkubationen, um ein

Austrocknen der Praparate zu verhindern, durchgefuhrt.

2.3.2.4 Bearbeitung der Préparate zur Polarisation

Bei der Polarisations-Mikroskopie wird zwischen Substanzen unterschieden,
die einerseits Licht in allen Schwingungsebenen mit gleicher Geschwindigkeit
hindurchtreten lassen und andererseits einen Lichtstrahl in zwei Strahlen

zerlegen, deren Schwingungsebenen senkrecht zueinander stehen. Die
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Aufteilung des Lichtes in zwei Strahlen verschiedener Schwingungsebenen
bezeichnet man als Polarisation.

Licht, welches nur in einer Ebene schwingt, ist polarisiertes Licht. Substanzen
oder Strukturen, die keinen Einflu} auf einen Lichtstrahl nehmen, nennt man
isotrop oder einfachbrechend, solche, die einen Lichtstrahl zerlegen bzw. die
Schwingungsebene eines Lichtstrahls drehen, doppelbrechend oder anisotrop.
Die Untersuchung der Praparate im Polarisationsmikroskop erfolgt mit nur
einachsig-schwingendem Licht. Erreicht wird dies dadurch, da® sich im
Strahlengang des einfallenden Lichtes ein Polarisator befindet, d.h. ein
optisches System, das Licht in einen ordentlichen und einen auRerordentlichen
Strahl zerlegt. Der ordentliche (Haupt-) Strahl wird durch totale Reflexion
eliminiert, hindurchgelassen wird nur der auerordentliche Strahl.

Im Polarisations-Mikroskop sind Kollagenfasern einachsig doppelbrechend
(anisotrop), dies weist auf ihren Aufbau aus langen, in Faserrichtung parallel
verlaufenden Kollagenmolekulen hin. Die Doppelbrechung von Kollagenfasern
ist veranderlich, zum Beispiel wird sie beim Trocknen und Erhitzen meist
irreversibel gesenkt, bei Dehnung verstarkt. Doppelbrechung kann dazu
benutzt werden, ,maskierte“, d.h. in Grundsubstanz eingebettete

Kollagenfasern polarisations-mikroskopisch sichtbar zu machen.

Zur Polarisations-Mikroskopie wurden 10 und 20 um dicke Schnitte verwendet.
Diese wurden nach Fixation der Praparate fur 30 Minuten im Warmeschrank
mittels Xylol (2x10 Minuten) entparaffiniert und anschlielend eingedeckelt.
Ohne weitere spezielle Vorbehandlung wurden die Objekttrager nach dem

Trocknen unter ein Polarisations-Mikroskop gelegt.

2.3.2.5 Bearbeitung der Priaparate zur Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie dient der Abbildung von Oberflachen und der
Darstellung der Ultrastruktur. Im Rasterelektronenmikroskop wird der
Elektronenstrahl, bevor er auf das Objekt trifft, gebeugt und tastet dann in einer
bestimmten Zeitfolge die Objektoberflache Punkt fur Punkt ab. Die
Objektoberflache wird vorher mit einer Schwermetallschicht, z.B. mit Gold

bedeckt. Alle Punkte der Oberflache imitieren dann zeitlich nacheinander

56



Sekundarelektronen. Diese werden durch einen Detektor aufgefangen, liefern
einen Strom, der sich verstarken und zu einem Fernsehbild zusammensetzen
lalkt. Die Bilder sind auBerordentlich plastisch und ermdglichen eine
dreidimensionale Analyse von Oberflachen. Leider ist die Untersuchung
lebenden Materials im Elektronenmikroskop nicht moglich, da alle zur
Untersuchung gelangenden Praparate in das Hochvakuum des

Elektronenmikroskops eingebracht werden mussen.

Die Fixation der Praparate erfolgte durch 3 % Glutaraldehyd in 0,1 molarem
Phosphatpuffer. Anschlieend wurde das Fixans Uber 24 Stunden mittels 0,1
molarer Phosphatsaccarose entfernt. Es folgte die Osmierung der Praparate
mit 1% Osmiumtetraxyt in 0,1 molarem Phosphatpuffer.

Danach wurden die Praparate mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe in
unvergalltem Alkohol (35%-50%-75%-96%-100%) entwassert. Schliel3lich
erfolgte eine kritische Punkttrocknung mit CO,. Bevor die Praparate bereit zur
Betrachtung durch das Elektronenmikroskop waren, wurden sie mit Leitsilber

auf den Objekttrager gelegt und mit Gold bespattert.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchungen der Praparate wurde an allen 3 Gruppen vergleichbar
durchgefuhrt. Nach Aufbereitung der jeweiligen Praparate wurden Histologien,
rasterelektronenmikroskopische und polarisationsmikroskopische Aufnahmen
gefertigt, um festzustellen, in wie weit die Schnittflache der einzelnen Praparate
zusammengewachsen waren.

Die von uns angewendeten Farbemethoden zur Identifizierung von
spezifischem Knorpelgewebe (Hyaliner-, Faserknorpel) werden als
Standardfarbungen in der histologischen Auswertung von experimentellen
Arbeiten im Rahmen der Knorpelforschung ubiquitar eingesetzt.

Zusatzlich wurden noch immunhistologische Nachweisverfahren angewendet,
um eine qualitative Aussage uber den defektiuberbrickenden Knorpel treffen zu
koénnen.

Es zeigte sich in allen Praparaten, in allen angewendeten Untersuchungs- und
Nachweisverfahren eine Heilung der Schnittstellen in jeder der drei
Versuchsreihen.

Der Kontakt zwischen beiden Geweben, der ex vivo-, der in vitro- und der
Kombinationspraparate (Co-Kulturen), war im Bereich des ehemaligen
Schnittes gleichmafig und vollstandig.

Immunbhistologisch konnte in den ex vivo Praparaten Kollagen Typ Il und in den

in vitro Praparaten Kollagen Typ | sowie Typ Il nachgewiesen werden.
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3.1 Ergebnisse Gruppe 1: Heilungsverhalten von nativem Knorpel

3.1.1 Toluidin-Blau-Farbung

* Farbung mit Toluidin-Blau, 40fache Vergrofierung

Abb. 13: Praparat eines nativen Knorpelflakes, das nach Schnitt und Naht weitere 21 Tage
unter Kulturbedingungen gehalten wurde. Als Nahrmedium wurde das beschriebene Medium

zur Redifferenzierung verwendet.

In dieser Abbildung ist deutlich zu erkennen, da® es im Bereich des
ehemaligen Schnittes des nativen Knorpels zu einer vollstandigen und
gleichméaBigen Uberbriickung des gesetzten Defektes gekommen ist (Pfeile).
Es zeigt sich keine HoOhlenbildung und keine Demarkierung. Desweiteren
lassen sich keine Matrixschaden feststellen.
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3.1.2 HE-Farbung

e HE-Farbung, 40fache VergroRerung

Abb. 14: Ehemaliger Schnittbereich nach 21 Tagen unter Kulturbedingungen eines nativen

Knorpel-Praparates.

In dieser Abbildung kann man einen vollstdndigen Verschlul3 des ehemals
gesetzten Defektes erkennen (Pfeile). Er stellt sich als heller angefarbte Zone
dar. Am rechten Bildrand kann man Chondrozyten, die besonders nah am

friheren Schnittbereich liegen, erkennen.
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313 Immunhistologie

3.1.3.1 Kollagen-I-Nachweisverfahren
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. Nachweisverfahren von Kollagen | in der Immunhistologie,

40fach vergroRert

Abb. 15: Praparat eines nativen Knorpelflakes, geschnitten, wieder zusammengenaht und 21
Tage unter Kulturbedingungen gehalten.

Man erkennt deutlich einen kompletten Verschlul3 des ehemaligen
Schnittbereiches. An der fehlenden braunen Farbung erkennt man, daf} weder
im Bereich des nativen Knorpels noch im Schnittbereich Kollagen | vorhanden
ist.
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3.1.3.2 Kollagen-lI-Nachweisverfahren

. Nachweisverfahren von Kollagen Il in der Immunhistologie,

40fach vergroRert

Abb. 16: Immunhistologischer Schnitt eines nativen Knorpel-Praparates nach Schnitt und Naht

weitere 21 Tage unter Kulturbedingungen gehalten.

Hier kann man sehr gut eine vollstandige Uberbriickung des ehemaligen
Schnittbereiches (Pfeile) erkennen. Die braune Anfarbung, besonders
ausgepragt im Schnittbereich erkennbar, aber auch in der extrazellularen

Matrix, weist auf die Anwesenheit von Kollagen Il Fasern hin.
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3.14 Polarisation

* Polarisations-Mikroskopie, 20fache VergroRerung

Abb. 17: Polarisations-Mikroskopie eines geschnittenen und genahten nativen Knorpelflakes.

Man erkennt hier eine zarte Uberbriickung des friineren Defektes (Pfeile) mit

Fasern.
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3.1.5 Rasterelektronenmikroskopie

Abb. 18: REM 20fache Vergroferung

Abb. 20: REM 200fache VergroRerung Abb. 21: REM 500fache VergroRerung

Abb. 18-21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines nativen Knorpels.
Die Pfeilmarkierungen weisen auf den ehemaligen Schnittbereich hin, der sich

als komplett verschlossen darstellt. Man kann Fasern erkennen, die

gleichmaliig den friheren Defekt Gberbricken.
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3.2 Ergebnisse Gruppe 2: Heilungsverhalten von in Kultur

geziuchtetem Knorpel

3.2.1 Toluidin-Blau-Farbung

e Toluidin-Blau-Farbung, 25fache Vergroflerung

Abb. 22: Praparat eines in vitro hergestellten Knorpelpellets, in das nach erfolgter

Redifferenzierung der Zellen ein Defekt gesetzt wurde und der nachfolgend wieder

verschlossen wurde.

Nach weiteren 21 Tagen unter Kulturbedingungen kann man im vorliegenden

Praparat eine vollstandige Heilung des ehemaligen Schnittes (Pfeile) erkennen.
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3.2.2 HE-Farbung

. HE-Farbung, 25fache VergréfRerung

Abb. 23: Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines in Kultur gezlichteten Knorpelpellets, welches nach
Redifferenzierung der Zellen zerschnitten, zusammengenaht und weitere 21 Tage unter

Kulturbedingungen gehalten wurde.

Im Bereich des ehemaligen Schnittkanals (Pfeilmarkierung) kann man eine

vollstandige Defektheilung mit einer Uberbriickung durch Fasern erkennen.
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3.23 Immunhistologie

3.2.3.1 Kollagen-I-Nachweisverfahren

. Nachweisverfahren von Kollagen | in der Immunhistologie, 25fach vergrofert.

Abb. 24: Immunhistologisch aufbereitetes Praparat eines in Kultur geziichteten Knorpelpellets,

welches nach Redifferenzierung, Schnitt und Naht weitere 21 Tage unter Kulturbedingungen
gehalten wurde.

Im Bereich des ehemaligen Schnittbereiches sieht man eine vollstandige

Heilung und Uberbriickung des friiheren Defektes mit Fasern. Diese sind braun
angefarbt und gehéren somit zum Kollagenfaser-Typ |I.
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3.2.3.2 Kollagen-lI-Nachweisverfahren

. Nachweisverfahren von Kollagen Il in der Immunbhistologie, 40fache

Vergrofierung

Abb. 25: Nach dem immunhistologischen Verfahren angefarbtes, in vitro hergestelltes
Knorpelpellet.

Nach Redifferenzierung der Zellen wurde ein Defekt gesetzt, wieder
verschlossen und das Pellet weitere 21 Tage unter Kulturbedingungen
gehalten.

Der ehemalige Schnittbereich (Pfeilmarkierung) stellt sich als komplett mit
Fasern durchzogen dar. Die braune Anfarbung weist auf das Vorhandensein

von Kollagenfasern des Typs Il hin.
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3.24 Polarisation

* Polarisations-Mikroskopie, 10fache VergréRerung

Abb. 26: Polarisationsmikroskopische Aufnahme eines in Kultur geziichteten, nach
Redifferenzierung geschnittenen und genahten Pellets.

Entnahme des Pellets nach 21 Tagen aus den Kulturbedingungen. Im friiheren

Schnittbereich (Pfeile) sieht man eine gleichmaliige Durchflechtung und somit

Uberbriickung mit Fasern.
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3.25 Rasterelektronenmikroskopie

Abb. 27: REM 19fach vergréfRert Abb. 28: REM 50fach vergroRert

Abb. 29: REM 200fach vergrofert Abb. 30: REM 500fach vergrofert

Abb. 27-30: In den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen eines in vitro
gezuchteten Knorpelpellets, welcher nach Redifferenzierung der Zellen,
zerschnitten und genaht wurde, erkennt man deutlich eine komplette Verheilung
der Schnittflache (Pfeilmarkierung) sowie die Uberbriickung derselben mittels

Fasern. Letzteres wird vor allem in der 500fachen VergroRerung deutlich.
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3.3 Ergebnisse Gruppe 3: Heilungsverhalten von in Kultur

geziuchtetem Knorpel in Kombination mit nativem Knorpel

3.3.1 Toluidin-Blau-Farbung

e  Toluidin-Blau-Farbung, 25fache Vergroflerung

Abb. 31: Abbildung eines Kombinationspraparates von nativem Knorpel mit in vitro

hergestelltem Knorpel, welche geschnitten und zusammen genaht wurden.

Man erkennt deutlich das vollstandige Verheilen des ehemaligen
Schnittbereiches (Pfeilmarkierung) und das Uberbriicken des Defektes mit
Fasern. Nach dem Zusammenbringen weilte das Praparat fur weitere 21 Tage
unter Kulturbedingungen. Im unteren Anteil erkennt man anhand des typischen
Aussehens den hyalinen Knorpel, der obere Anteil stellt den in vitro
hergestellten Knorpel dar.
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3.3.2 HE-Farbung

e HE-Farbung, 25fach vergréRert

Abb. 32: HE-Farbung eines Schnittes des Kombinationspraparates in vitro-ex vivo Knorpel.

Der in Kultur hergestellte Knorpel wurde nach Redifferenzierung mit dem
nativen Knorpel vernaht und weitere 21 Tage unter Kulturbedingungen
gehalten. Im vorliegenden Praparat kann man das komplette Verheilen des
ehemaligen Defektes erkennen. Der untere Anteil des Bildes wird von dem

nativen Knorpel und der obere von dem in vitro hergestellten Knorpel gebildet.
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3.33 Immunhistologie

3.3.3.1 Kollagen-I-Nachweisverfahren
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. Nachweisverfahren von Kollagen | in der Immunhistologie, 25fache

Vergrofierung

Abb. 33: Immunhistologische Auswertung des Kombinationspraparates eines in vitro

hergestellten Knorpels mit einem nativen Knorpelflake.

Man sieht ein komplettes Verheilen der ehemaligen Schnittstelle (Pfeile). Der
untere Anteil wird von dem nativen Knorpel, der obere von dem in Kultur
gezuchteten Knorpel eingenommen. Man erkennt eine deutliche braune
Anfarbung des in vitro Knorpels, welches das Vorhandensein von Kollagen Typ
| nachweist. Im Gegensatz dazu weist der native Knorpel keinerlei Anfarbung

auf.
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3.3.3.2 Kollagen-lI-Nachweisverfahren

*  Nachweisverfahren von Kollagen Il in der Immunhistologie, 40fach vergrofert

Abb. 34: Kombinationspraparat von in vitro hergestelltem Knorpel mit nativem Knorpel.

Das in Kultur gezichtete Pellet wurde nach Redifferenzierung mit dem
entnommenen Knorpel vernaht und weitere 21 Tage unter Kulturbedingungen
gehalten. Man erkennt in dem vorliegenden Bild deutlich das vollstandige
Verheilen der ehemaligen Schnittstelle (Pfeile). Der untere Anteil des Bildes
besteht aus nativem Knorpel, der obere Anteil aus in vitro Knorpel. Beide
Knorpelarten weisen eine deutliche Anfarbung auf, was den Nachweis von

Kollagen Typ Il erbringt.

74



3.34 Polarisation

* Polarisations-Mikroskopie, 10fache VergréRerung

Abb. 35: Schnitt eines Kombinationspraparates von hergestelltem und nativen Knorpel.

Im vorliegenden Schnitt eines Kombinationspraparates, bei dem in vitro
hergestellter Knorpel mit nativem Knorpel vernaht und anschlieRend 21 Tage
unter Kulturbedingungen gehalten wurde, kann man einen vollstandigen
Defektverschlufd (Pfeilmarkierung) bzw. eine komplette Defektuberbrickung mit
Fasern erkennen. Der untere Anteil stellt den nativem Knorpel dar, der obere

den in vitro hergestellten Knorpel.
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3.3.5 Rasterelektronenmikroskopie

Abb. 36: REM 50fach vergroRert

Abb. 38: REM 200fach vergrofert Abb. 39: REM 500fach vergrofert

Abb. 36-39: In den vorliegenden rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
eines Kombinationspraparates von nativem Knorpel mit in vitro hergestelltem
Knorpel kann man in der Ubersichtsaufnahme deutlich das Zusammenheilen
der beiden Knorpelarten auf der gesamten Lange des Schnittes erkennen
(Pfeilmarkierung). Zusatzlich wird in den VergroRerungen deutlich, dall der
ehemalige Defekt durch Fasern vollstandig Uberbrickt wird.

Der obere Anteil des Praparates wird von nativem, der untere Anteil von in vitro

kultiviertem Knorpel eingenommen.
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4 Diskussion

Unser Ergebnis besagt, da® nativer Knorpel unter Kulturbedingungen heilt.
Warum dies in vivo nicht geschieht, sollte in weiteren experimentellen Studien
untersucht werden. Ein moglicher Ansatz ware die detaillierte Aufschlisselung
der Synovialflussigkeit. Hierbei kdonnte herausgefunden werden, welche
Komponenten das Heilungsverhalten von Knorpel fordern, welche es negativ

beeinflussen und wie man diese Effekte unterdriicken bzw. unterstitzen kann.

Die fehlende Spontanheilung von hyalinem Gelenkknorpel ist das Kernproblem
bei Patienten mit einer traumatisch oder degenerativ bedingten
Knorpelschadigung [PAP, 1961; CALANDRUCCIO, 1962; FURUKAWA, 1980;
HANGODY, 1997; NEWMAN, 1998; O'DRISCOLL, 1998; GRANDE, 1999;
HUNZIKER, 1999; CHEN, 1999].

Da immer mehr junge Menschen einen Knorpelschaden erleiden [SPINDLER,
1993; SCHIEBER, 1994; HILGERT, 1996; DE LOES, 2000; WEISE, 2000],
gewinnt das Verstandnis der Knorpelheilung zunehmend an Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit war es daher eine grundsatzliche Aussage daruber zu treffen,
ob natives Knorpelgewebe in Gewebekultur die Kapazitat besitzt, nach dem
Setzen eines Defektes wieder zusammenzuheilen und ob dies auch fir in
Kultur gezuchteten Knorpel gilt.

Zusatzlich wurde die Frage, ob diese beiden verschiedenen Knorpelarten unter
Kulturbedingungen die Fahigkeit haben, miteinander grofRflachig zu
verwachsen, bearbeitet.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind fur die weitere Entwicklung von
Therapiemodellen von Bedeutung [GRANDE, 1987; GRANDE 1989;
BRITTBERG, 1994, BRITTBERG, 1996; PETERSON, 2000].

Zur Beantwortung der Frage, ob Knorpelgewebe prinzipiell unter den
Bedingungen der Gewebekultur heilt, wurden in dieser Arbeit drei
Versuchsreihen durchgefuhrt:

Zunachst wurde untersucht, ob nativer Knorpel, am Stlick aus dem Gelenk
enthommen, nach Inzision und Zusammennahen unter den Bedingungen der

Zellkultur heilt. Dazu wurden die genahten Knorpelflakes in mit fetalem
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Kalberserum und Wachstumsfaktoren angereichertem Medium fir 21 Tage
kultiviert. Hier konnte mit den angewendeten Nachweisverfahren gezeigt
werden, dal} es zu einem flachigen und vollstandigen Verheilen der gesamten
Schnittflache gekommen war.

In der Immunhistologie zeigte sich im ehemaligen Schnittbereich das, fur
hyalinen Knorpel typische Kollagen Typ Il und nicht, wie im Faserknorpel
ublich, Kollagen Typ |. Somit konnte gezeigt werden, dal3 nativer Knorpel in der

Zellkultur mit den Defekt Uberbriickenden Kollagen Typ Il Fasern verheilt.

Im zweiten Schritt wurden Knorpelzellen, isoliert aus einem Knorpelflake, in der
Zellkultur proliferiert. SchlieRlich wurden sie in einem 3D-Verfahren in Alginat-
Beads zur Redifferenzierung fir zwei Wochen eingebettet. Nach erfolgter
Redifferenzierung wurden die so entstandenen Pellets mittels eines Skalpells
geteilt und nachfolgend wieder aneinander genaht. Der Nachweis eines auch
hier stattfindenden flachigen und kompletten Zusammenwachsens erfolgte
durch die angewendeten histologischen Untersuchungen.

In den immunhistologischen Auswertungen zeigte sich im ehemaligen
Schnittbereich sowohl die Anwesenheit von Kollagen Typ | als auch von

Kollagen Typ II.

Bei der dritten Versuchsreihe, dem ex vivo/in vitro Kombinationsversuch, wurde
die Situation, die im Rahmen einer von uns experimentell konstruierten
Defektauffullung mit autogenem Transplantat entsteht, nachgestellt.
Knorpelgewebe wurde aus dem Knie- bzw. Ellenbogengelenk eines Mini-Pigs
entnommen. Die extrazellulare Matrix wurde verdaut und die Chondrozyten
isoliert. In Zellkultur wurden die Zellen vermehrt und schliel3lich bei
ausreichender Zellzahl in Alginat-Beads fur 14 Tage redifferenziert.
Anschlief’end wurden die Chondrozyten mitsamt der gebildeten extrazellularen
Matrix aus dem Alginat gelost und zu Pellets weiter verarbeitet. Nun wurde aus
demselben Tier, welches den Knorpel fur die Zellkultur geliefert hatte, Knorpel
gewonnen und mit dem Pellet vernaht. Diese Verbindung wurde 21 Tage unter
Zellkultur-Bedingungen gehalten.

Auch hier zeigte sich in den verwendeten Analyseverfahren ein flachiges und

komplettes Zusammenwachsen der unterschiedlichen Gewebearten. Somit
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konnten wir beweisen, da® zur autologen Knorpeltransplantation in vitro
produzierter Knorpel mit dem umliegenden Gelenkknorpel in der Zellkultur

zusammenwachst.

So kann festgestellt werden, dal’ eine Kapazitat zur Heilung von kultiviertem
Knorpel mit nativem Gelenkknorpel, ebenso wie das Vorhandensein der
Heilungskapazitat von nativem Knorpel in der Zellkultur besteht. Die Festigung

dieser These war Kernbestand dieser Arbeit.

Nun mufd jedoch konstatiert werden, dal} die Heilung des Gewebes unter
Bedingungen der Zellkultur stattfand und es resultiert die Frage, warum diese

Eigenschaft nicht im Gelenk fortbesteht.

Einerseits zeigt sich der normale Heilungsvorgang von Gewebe mit
Einwachsen von GefalRen, Zell-Migration und Entzindungsreaktionen nur
ansatzweise in Knorpeldefekten, die bis in den subchondralen Knochen reichen
[MEACHIM, 1971; COLETTI, 1972; HURTIG, 1988; CHEN, 1992; SHAPIRO,
1993], jedoch nicht in oberflachlichen Knorpelverletzungen [GHADIALLY, 1977;
MANKIN, 1982; BUCKWALTER, 1988; CHEN, 1992]. Dies |aRt sich durch die
Abwesenheit von Blutgefalien im Knorpel erklaren [MANKIN, 1974; MANKIN,
1982; SILVER, 1991].

Allerdings widerspricht das unseren Ergebnissen, die gezeigt haben, dal
nativer Knorpel auch ohne Anwesenheit von BlutgefalRen, namlich in der

Zellkultur, heilen kann.

So stellt sich nun eine weitere Frage: wird eventuell die Heilungskapazitat von
nativem Knorpel durch das Fehlen von Synovialflussigkeit in der Zellkultur
positiv beeinflul3t, da Gelenkknorpel alle Nahrstoffe in vivo durch Diffusion aus
der GelenkflUssigkeit erhalt? Gesucht werden demnach Substanzen in der
Synovialflissigkeit, die die Heilung von geschadigtem Knorpel negativ

beeinflussen oder sogar vollstandig unterdrucken.

Eine Studie von Lee et. al. zeigte, dal® Chondrozyten, die in Synovialflissigkeit

kultiviert wurden, eine deutlich niedrigere Teilungsrate aufwiesen als Zellen, die
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in Medium, angereichert mit fetalem Kalberserum, gehalten wurden [LEE,
1997].

Dies deutet auf das Vorhandensein von Komponenten hin, die das Wachstum
der Chondrozyten unterdriicken. Als Beispiel hierflr sind Fibronektin-
Fragmente zu nennen, die auf Chondrozyten-Kulturen gegeben, zu einer
Schadigung der Zellen fuhrten [HOMANDBERG, 1998]. Fibronektin findet sich
in normaler Gelenkflissigkeit, Fibronektin-Fragmente werden insbesondere in
der Synovialflissigkeit von Patienten mit Osteoarthritis und rheumatoider
Arthritis gefunden. Auch liegen Erkenntnisse vor, daf® neutrophile Elastase-
Komplexe in der Synovialflussigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis
gefunden, zu einer Zerstorung von Knorpelmatrix in vitro fuhrt [MOORE, 1999].
Es befinden sich demnach in der menschlichen Synovialflissigkeit Matrix-
abbauende Proteinasen und deren Inhibitoren. Aullerdem gibt es in der
Synovialflissigkeit Mediatoren, die die Knorpelmatrix-Synthese hemmen (z.B.
IL-1, TNF-a) und matrixabbauende Proteinasen. Deren Wirkung wiederum
kann jedoch von Antagonisten, Inhibitoren und Ioslichen Rezeptoren moduliert
werden.

Neidel [NEIDEL, 2000] versuchte herauszufinden, wie bedeutend die
Zusammensetzung der Synovialflissigkeit fur die Prognose der Matrixsynthese
der Chondrozyten ist. Dazu untersuchte er die Synovialflussigkeit von 115
Patienten mit verschiedenen Kniegelenkserkrankungen (Gonarthrose,
Meniskusverletzung, rheumatoide Arthritis, reaktive Arthritiden) auf
verschiedene Parameter (Interleukin-1R, IL-6, IL-8, IL-1-RA, TNF-a, IGF-I, IGF-
Il, IGF-Bindungsprotein-2, IGFBP-3). Zusatzlich wurde noch die
Gesamtaktivitat von Proteinasen bzw. Kollagenasen bestimmt. Zur
Bestimmung des Effekts der einzelnen Proben von Synovialflissigkeit auf die
Matrixsynthese artikularer Chondrozyten wurde boviner Gelenkknorpel in
Anwesenheit von Synovialflussigkeit inkubiert und anschlielfend die
Proteoglykan-Syntheserate bestimmit.

Dabei fand er heraus, dall die Synovialflissigkeit von Patienten mit
traumatischen und arthrotischen Kniegelenksveranderungen die
Proteoglykansynthese mehr stimulierte, als die Synovialflissigkeit der

Patienten mit rheumatoider Arthritis.
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Auch andere Studien belegten, dall sich die Zusammensetzung der
Synovialflussigkeit im Falle einer Schadigung des Gelenkes, abhangig von der
Art der Schadigung verandert [BELLO, 1997; HOMANDBERG, 1998; FULLER,
2001]. Zum Beispiel missen als sekundare Schadigungsfaktoren fir die
Heilung von Knorpel, bei bereits gestorter Integritat der Gelenkoberflache,
eindringende Komponenten der Gelenkflissigkeit (Makromoleklle und
Zytokine: IL-1, IL-6, TNF-a, PG E2) gesehen werden. Nur bei spezifischer
Proteoglycan- und Kollagenproduktion genugt das Gewebe den
biomechanischen Anforderungen [MAIOTTI, 2000].

Den besten Vorhersagewert flr die Effekte einer Synovialflissigkeits-Probe auf
die Proteoglykansynthese hatte dabei der Anteil an freiem IGF-I, gefolgt von
der IGF-I-Konzentration sowie den Konzentrationen von IGFBP-3, IL-1 und
TNF-a. Keinen ersichtlichen Einflu hatte das Alter der Patienten.

Somit kbénnen niedrige Spiegel an freiem IGF-I in der Synovialflissigkeit als
moglicher Risikofaktor fur eine suboptimale Proteoglykansynthese von
Chondrozyten, ortsstandig oder transplantiert, die diesem synovialen Milieu
ausgesetzt sind, angesehen werden.

Deshalb ist davon auszugehen, dal} sich pathologische Zustande, die mit einer
niedrigen Konzentration an freiem IGF-I im Gelenk einhergehen, negative
Auswirkungen auf das Heilungsverhalten von nativem Knorpel und somit auch
auf den Erfolg einer Chondrozytentransplantation haben. Hierunter fallen
verschiedene Arthritiden, aber auch IGF-Mangelzustande anderer Ursachen.
Weiterhin bewirkt die Anwesenheit von Interleukin-13, vorwiegend vorhanden
in der Gelenkflussigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis, einige
metabolische Veranderungen in der Biologie der Chondrozyten. So
verschlechtert sich z.B. die Produktion von Nitridoxid und 92-kDA-Gelatinase.
Allerdings scheinen diese Veranderungen abhangig vom Differenzierungsgrad
der Chondrozyten zu sein. Lemare [LEMARE, 1998] konnte verdeutlichen, dal’
sich diese Veranderungen in Chondrozyten, die fur zwei Wochen in einer
Alginatkultur gehalten wurden, vollstandig zurtckbildeten.

Es wurde also ermittelt, dal} sich insbesondere eine hohe IGF-I-Konzentration
in der Synovialflussigkeit positiv auf das Heilungsverhalten von Chondrozyten
auswirkt. Dies haben wir in unserer Arbeit durch die Zugabe von IGF in die

Nahrlosung nachgestellt.
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Wie kann man aber nun die Konzentration dieses Wachstumsfaktors im Gelenk
sinnvoll erhéhen?

Die Wirkung der intraartikulare Injektion von Wachstumsfaktoren, wie z.B. TGF-
31, IGF-I oder BMP-2 auf die Knorpelstimulation sind auf der Basis zahlreicher
in vitro-Studien untersucht worden [CUEVAS, 1988; ELFORD, 1992, DUNN,
1994; VAN BEUNINGEN, 1994; VAN DEN BERG, 1995].

Neidel [NEIDEL, 1992] fand heraus, dal} die intraartikulare Gabe von IGF, FGF
oder TGF keine Wirkung auf die Heilung von normalen Knorpeldefekten hat.
Trotz der Tatsache, dal’ die erhobenen Daten noch sparlich sind, kann davon
ausgegangen werden, dal® die Bildung von osteophytaren Anbauten in
Zusammenhang mit der intraartikularen Gabe von TGF-R1 den Einsatz der
Wachstumsfaktoren limitieren [ELFORD, 1992; VAN BEUNINGEN, 1993;
HSIEH, 1997]. Fir das effektive Einbringen von Wachstumsfaktoren oder
anderen bioaktiven Wirkstoffen ist die lokale Implantation von
Wachstumsfaktoren mit Hilfe eines Tragers in den Defekt der Gelenkoberflache
ein weitaus attraktiveres Konzept [HUNZIKER, 1996]. Diese ldee wird
momentan untersucht und die bisher erhobenen Daten sind vielversprechend,

mussen jedoch noch weiter unterlegt werden.

Weiterhin wird in einer Beobachtung von Van den Hoogen et al. [VAN DEN
HOOGEN, 1998; VAN DE LEST, 2000] deutlich, dal3 die bekannte positive
Wirkung von Bewegung und Belastung auf den Proteoglykanstoffwechsel des
Knorpels zumindest teilweise Uber eine Erhdhung des IGF-I-Spiegels in der
Synovialflissigkeit vermittelt wird. Immobilisation bzw. ein statischer Druck
hemmt nachweislich die Bildung von Matrixproteinen [GRAY, 1988; WONG,
1997]. Dagegen bewirkt eine zyklische Belastung (Bewegung/CPM) eine
Stimulation der Synthese [HALL, 1991]. Der Grad der Stimulation ist dabei
jedoch abhangig von der Starke und der Position des Druckes. Zusatzlich
variiert der Stimulationsgrad im Versuch zwischen verschiedenen Tieren.
Druckwerte im physiologischen Bereich (5-15 Mpa), anhaltend fur jeweils 2
Sekunden uber 5 Minuten, stimulierten die Synthese verschiedener
Matrixbestandteile fur etwa zwei Stunden. So ist bei einer Einwirkung von
zyklischen hydrostatischen Drucken ein Anstieg der Proteoglykansynthese in
Chondrozyten nachweisbar [LEE, 1981; CHEN, 1997; CHEN, 1998].
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Somit kénnte sich eine, dem Ausmal} des Defektes angepalite, intermittierende
Bewegung bzw. Belastung des betroffenen Gelenkes, positiv auf die

Heilungskapazitat des geschadigten Knorpels auswirken.

Eine weitere haufige Begrindung weshalb Knorpel in vivo nicht heilt, ist, dal
die Chondrozyten, die sprichwortlich in der extrazellularen Matrix gefangen
sind, nicht zu dem verletzten Areal migrieren [MANKIN, 1967; CAMPBELL,
1969; DEPALMA, 1969; FULLER, 1972; NEWMAN, 1998] oder sich nicht an
die verletzte Knorpeloberflache heften kdnnen [HUNZIKER, 1996; HUNZIKER,
1998]. Dieser Punkt ist durch unsere Arbeit anzuzweifeln, da auch der, unter
Kulturbedingungen gehaltene, typisch native Knorpel die Fahigkeit zur

Migration und Heilung gezeigt hat.

Als nachstes stellt sich die Frage, ob in den Seren (fetales Kalberserum,
Schweineserum), die in der Zellkultur verwendet werden, Substanzen enthalten
sind, die die Heilung von Knorpel nachweislich unterstutzen.

Schulze [SCHULZE, 2000] zeigte hierbei, dal} stabile zellassoziierte Matrix im
Alginattropfen in Medien, die bovines Serum enthielten, als auch in serumfreien
Medien nachgewiesen werden konnte. Wichtig hierbei war nur die Anwesenheit

von IGF-| in unterschiedlichen Konzentrationen.

Wenn man nun die Ergebnisse der dritte Versuchsreihe unserer Arbeit
betrachtet, welche sich mit dem Zusammenheilen von nativem Knorpel mit in
vitro gezlichtetem Knorpel beschaftigt hat, stellt sich die Frage, warum die
heute angewendeten Verfahren haufig mit dem Niedergang der eingebrachten
Zellen einher geht bzw. die eingebrachten Zellen oft nicht in den gegebenen
Defekt einheilt [TEMENOFF, 2000] oder sich schlieBlich in Faserknorpel
umwandelt [BREINAN, 1997; MONT, 1999].

Dies beruht wahrscheinlich vor allem darauf, dall die gezlchteten
Gewebekonstrukte biochemische und biomechanische Eigenschaften
aufweisen, die bei weitem nicht den Langzeitbeanspruchungen von hyalinem
Gelenkknorpel genugen kdnnen [SCHULZE, 2000].

Demgegenuber stehen jedoch auch Transplantationen mit guten bis
exzellenten Ergebnisse von Peterson et. al. [PETERSON, 2000] und Brittberg
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et. al. [BRITTBERG, 1994; BRITTBERG, 1996]. Was ist also die Ursache der

unterschiedlichen Ergebnisse?

Knorpelgewebe eignet sich besonders gut flr die Gewebezlchtung in vitro. So
besteht der Gelenkknorpel lediglich aus einer Zellart, den Chondrozyten.
Gefalde und Nerven sind im Gelenknorpel nicht angelegt. Die Ernahrung der
Knorpelzellen erfolgt auch in vivo per diffusionem. Knorpelzellen kénnen
samtliche Matrixproteine in ausreichender Qualitat und Menge produzieren.

Carranza [CARRANZA, 1999] versucht Knorpelzellen aus unterschiedlichen
Geweben zu zltchten. So wurden bei Kaninchen Zellen aus Periostlappen aus
der Tibia und aus dem Rippenperichondrium entnommen. Das hieraus

gezichtete Knorpelgewebe bestand jedoch ausschlielich aus Faserknorpel.

Es ist also bekannt, dal® Knorpelzellen in der Zellkultur innerhalb kurzester Zeit
deutliche Veranderungen mit dem Auftreten von fibriblastenahnlichen
Zellformen und dem Verlust der knorpelspezifischen Kollagentypen aufzeigen.
Die molekularbiologischen Untersuchungen bestatigen die Dedifferenzierung
humaner artikularer Chondrozyten in Monolayerkultur mit deutlicher
Veranderung der Genexpression zwischen Chondrozyten und dedifferenzierten
fibriblastenahnlichen Zellen [SCHNABEL, 2002]. In der klinischen Anwendung
der autologen Chondrozytentransplantation zeigen die histologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen des gebildeten Reparaturgewebes die
Ausbildung eines faserknorpeligen Mischgewebes, welches sich deutlich vom
angrenzenden hyalinen Gelenkknorpel unterscheidet [BREINAN, 1997; MONT,
1999].

Des Weiteren steht eine ausreichende Ausgangsdichte der Zellzahl oft nicht
zur Verfugung [LEMARE, 1998]. Daher wird von einigen Autoren eine
Dedifferenzierung in vitro zugunsten einer gesteigerten Zellproliferation in Kauf
genommen oder sogar erwlnscht. Dedifferenzierung bedeutet, dal} anstelle
des knorpelspezifischen Kollagens Typ Il vermehrt Kollagen | produziert wird.
Diese Dedifferenzierung soll sich spater bei der Transplantation auf ein
dreidimensionales Tragermaterial in vitro oder in vivo [SITTINGER, 1994;
VACANTI, 1994; RUDERT, 1998] in eine Redifferenzierung umkehren.
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Da nur eine stabile und vor allem gewebetypische extrazellulare Matrix eine
Garantie fur ein funktionstlichtiges Gewebekonstrukt geben kann, sollte den
Chondrozyten die Maoglichkeit gegeben werden, eine stabile und
knorpelspezifische extrazellulare Matrix aufzubauen. Dies wurde in unserer
Arbeit gezeigt. Das System, das dafir sehr gut geeignet scheint, ist das
Alginatsystem als 3-D-Kultursystem [RAHFOTH, 1998; SCHULZE, 2000]. Nach
diesem Grundkonzept fur die Gewebezuchtung wurde bisher in
unterschiedlichen Arbeitsgruppen verfahren. Wegweisende Arbeit leisteten
Bostoner Arbeitsgruppen um die Bruder Joseph und Charles Vacanti, Robert
Langer und Freed [VACANTI, 1991; VACANTI, 1993; FREED, 1993; LANGER,
1993]. Vacanti entnahm Knorpel aus den Schultergelenken neugeborener
Kalber, isolierte die Chondrozyten und beimpfte verschieden PGA- bzw. PLLA-
Polymertrager. Nach in vitro Kultivierung auf den Polymeren wurden die
Chondrozyten-Polymer-Komplexe unter die Haut von Nackmausen implantiert.
Nach Explantation zeigte sich ein dem hyalinen Knorpel dahnliches Gewebe.
Dieses enthielt Glycosaminoglycane und Kollagen als typische Bestandteile der
extrazellularen Matrix von Gelenkknorpel [VACANTI, 1991; VACANTI, 1993;
PUELACHER, 1994].

Sittinger und Bujia [SITTINGER, 1994] verwendeten als Spendermaterial
humanen Knorpel des Femurkopfes. Nach Vermehrung in Monolayerkulturen
wurden die Zellen Uber die Polymere gegeben. Dieser Zell-Polymer-Komplex
wurde nun mit Agarose umgeben und in einem automatischen Kultursystem
weiter kultiviert. Eine Implantation erfolgte nicht. Auch hier zeigten die
anschlieRenden Analysen den Gehalt von Glycosaminoglycanen und Kollagen
[SITTINGER, 1994; BUJIA, 1995].

Es gibt noch eine Zahl weiterer Autoren, die die oben genannten Ansatze
beschreiben. Sie unterscheiden sich vor allem in der Art des Spenderknorpels
[Kaninchen: O'DRISCOLL, 1984; O'DRISCOLL, 1986; WAKITANI, 1989;
Huhn: ITAY, 1987; KLOMPMAKER, 1992], dem Alter der Tiere, der
Kultivierungsdauer oder dem Tragermaterial.

Allen oben genannten Arbeiten ist gemein, da® dem hyalinen Knorpel

ahnliches Gewebe in vitro produziert wird.

85



Schulze konnte nachweisen, da® humane Chondrozyten wahrend einer in-vitro
Kultuvierungsphase in Alginatkultur eine knorpelspezifische extrazellulare
Matrix, die in ihrem Aufbau der nativen Matrix ahnelt, produzieren. Die Bildung
dieser knorpelspezifischen extrazellularen Matrix mit Kollagen Typ |l beginnt
ca. 3-4 Tage nach Uberflihrung in Alginat-Beads [SHAKIBAEI, 1997]. Es dauert
jedoch ca. 14 Tage, um die Synthese von Kollagen | und Ill, Indikatoren flr
einen veranderten Phenotyp, vollstandig zu unterdriacken [LEMARE, 1998]. So
werden die Chondrozyten ab dem 14. Tag von einer zellassoziierten Matrix, die
eine biochemische Stabilitat aufweist, umgeben. Sowohl im Hinblick auf eine
Akkumulation von Kollagenen als auch von Proteoglykanen [MOK, 1994]. Eine
ausreichende und knorpelspezifische Anhaufung von Kollagenen und
Proteoglykanen in der zellularen Matrix wird bereits nach einem Zeitraum von
sieben Tagen in der Alginatkultur angetroffen [SCHULZE, 2000]. Wenn die
Chondrozyten jedoch zu lange, dall heif3t langer als zwei Monate in der
Alginatkultur verbleiben, wird die Genexpression von Kollagen Typ II
supprimiert [CHUBINSKAYA, 2001]. Dies koénnte daran liegen, dal® die
Chondrozyten dann bereits eine ausreichend stabile extrazellulare Matrix

produziert haben.

Mit diesen Aussagen wird deutlich, dass Chondrozyten, wie in unserer Arbeit
behandelt, vor einer Transplantation in einem dreidimensionalen Kultursystem
redifferenziert werden sollten. Hierbei wird ihnen die Mdglichkeit, eine
ausreichend stabile und dem hyalinen Knorpel ahnliche, extrazellulare Matrix

aufzubauen, gegeben.

Ein wie von uns vorgestellter Versuchsaufbau fand sich in den
Veroffentlichungen nicht. Keine Arbeitsgruppe hat bisher die Durchfuhrung von
Co-Kulturen mit in vitro produziertem Knorpelgewebe und in vivo gewonnenem
Knorpelgewebe verodffentlicht. Obwohl diese Co-Kulturen eine wichtige
Aussage Uuber das prinzipielle Heilungsverhalten und die prinzipielle
Heilungskapazitat von Knorpel bieten.

Im Rahmen der Fertigstellung dieser Arbeit wurde in der Augustausgabe des
Journal of Bone and Mineral Research 2002 eine Arbeit der Arbeitsgruppe von
U. Anderer und J. Libera [ANDERER, 2002] vorgestellt, in der u.a. Co-Kulturen
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von in vitro produziertem Knorpelgewebe (human) mit in vivo gewonnenem
Knorpel aus osteoarthritischen Kniegelenken durchgefuhrt wurden. Die Autoren
konnten nachweisen, dal® es zwischen den beiden Knorpelgeweben zu einem
engen Kontakt kam. Zellen des in vitro generierten Gewebes integrierten gut in
den in vivo gewonnen Knorpel, so dal} hier eine Bestatigung der von uns
gewonnen Ergebnisse erfolgt ist. Die histologischen Analyseverfahren (HE-
Farbung) zeigten vergleichbare Resultate wie die in unserer Arbeit

vorgestellten.
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5 Zusammenfassung

Verletzter Gelenkknopel zeigt in vivo keine Tendenz zur hyalinen Reparatur.
Um zu untersuchen, ob erstens hyaliner Knorpel generell die Fahigkeit zur
Heilung unter Kulturbedingungen besitzt und ob es dabei zu einer
Defektaufflllung mit einer, dem hyalinem Knorpel ahnlichen Substanz kommt
und ob zweitens in vitro hergestellter Knorpel diese Eigenschaften ebenfalls
aufweist sowie mit nativem Knorpel zusammen heilen kann, wurde in der hier
vorgestellten Arbeit die Heilungskapazitat dieser zwei Knorpelarten einzeln und
in Kombination untersucht.

Daflr wurden drei Versuchsreihen konzipiert. In der ersten Gruppe wurden
Knorpelchips entnommen, zerschnitten und zusammengenaht. Im zweiten
Versuch wurden Knorpelpellets in vitro hergestellt, der Lange nach zerschnitten
und zusammengenadht. In der dritten Versuchsreihe erfolgte das
Zusammennahen von in vitro hergestelltem Knorpel mit nativem Knorpel.
Wichtig dabei war es die Chondrozyten flr den in vitro hergestellten Knorpel
nach Isolierung und Dedifferenzierung in eine dreidimensionale Anordnung,
mittels Alginat-Beads, zur Redifferenzierung zu bringen. In den nachfolgenden
14 Tagen hatten die Zellen Zeit, den fur hyalinen Knorpel typischen Kollagen |l
Typ zu produzieren.

Nach histologischer, immunhistologischer und rasterelektronenmikroskopischer
Auswertung konnten wir beweisen, dal® nativer Knorpel unter
Kulturbedingungen heilt. Weiter zeigte sich auch eine Heilungskapazitat bei in
vitro hergestelltem Knorpel und eine komplette Uberbriickung des gesetzten
Schnittes bei den Kombinationspraparaten. Alle Schnitte waren vollstandig und
fehlerlos zusammengeheilt. In der immunhistologischen Auswertung zeigte sich
im Schnittbereich des nativen Knorpels eine Prasenz von flur hyalinen Knorpel
typischen Kollagen Il. Bei den in vitro Praparaten zeigte sich an den
Schnittflachen Kollagen I, bei gleichzeitiger Anwesenheit von Kollagen II.

Mit den durchgefihrten Versuchsreihen konnten wir zeigen, dal frisch
durchtrennte Knorpelflachen, ex vivo wie auch in vitro unter Kulturbedingungen
heilen kbnnen.

Damit bestehen grundsatzlich gute Voraussetzungen fir das Einheilen von

JLlissue engineertem*“ Gelenkknorpel.
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