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3 Einleitung

Chronisch-degenerative  und  posttraumatische  Gelenkknorpeldefekte  filhren im
Krankheitsverlauf oft zu Arthrose und somit zu Schmerzen und Funktionseinschrinkungen der
betroffenen Gelenke. Gelenkknorpel verfiigt hierbei nur {iber eine eingeschrankte Fahigkeit zur
Heilung entstandener Substanzdefekte (Boushell et al. 2017; CDC 2010).
Gelenkknorpeldefekte fiihren daher haufig zu einem vorzeitigen Gelenkverschleil und der
Notwendigkeit operativer Therapie.  Derzeitige operative Behandlungsmethoden sind
heutzutage entweder ausgerichtet auf die Erhaltung der Gelenkoberfldche (Lavage, Shaving,
Débridment), auf die Rekonstruktion der Gelenkoberfliche mittels Initiierung einer
Spontanheilung durch Regeneratknorpel (Mikrofrakturierung) oder auf die Transplantation von
osteochondralem Gewebe (OATS), bezichungsweise autologer Chondrozyten-Transplantate
(ACI, MACI). Derzeitige operative Behandlungsmethoden versagen jedoch immer noch oft bei
der Integration von eingebrachtem Knorpelgewebe in Gelenkknorpeldefekte (Boushell et al.
2017).

Bei Versagen dieser Methoden ist letztendlich die Implantation einer Endoprothese als
Gelenkersatz indiziert (Buckwalter 2002; Niemeyer et al. 2008). Die Indikation einer
gelenkersetzenden Operation sollte, vor allem bei jungen Patienten, aufgrund der Gefahr von
Revisionsoperationen im weiteren Verlauf, nicht zu friihzeitig gestellt werden. Die
Lebensdauer einer solchen Prothese liegt aktuell bei 15-20 Jahren und ein Prothesenwechsel
weist im Vergleich zur Erst-Operation eine erhohte Komplikationsrate auf und kann nur in
begrenztem AusmaB wiederholt werden (Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft
2008; Deutsche Gesellschaft fiir Orthopiddie und Orthopidische Chirurgie 2018). Die
Wiederherstellung der Gelenkoberfliche via Transfer von nativem oder mittels , Tissue
Engineering® angeziichtetem Knorpel in Knorpeldefekte ist aufgrund der limitierten Fahigkeit
der Integration des eingebrachten Knorpels in das native Knorpelgewebe des Defektes derzeit

noch immer Gegenstand der Forschung.

Kollagen ist mit bis zu 30% Anteil an der Gesamtmasse ein zelluldrer Hauptbestandteil des
Gelenkknorpelgewebes und zusammen mit dem Glykosaminoglykangehalt wichtig fiir die

biomechanischen Eigenschaften des Knorpels (Pearle et al. 2005).
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde zum besseren Verstindnis der Integrationprozesse von
nativem Knorpel in einen nativen Knorpeldefekt die Abhédngigkeit der mechanischen
Integration von der Kollagen- und Glykosaminoglykansynthese untersucht. Hierzu erfolgten
mechanische und histologische Untersuchungen des Einflusses von Ascorbinsdure, als
wichtiger Cofaktor der Kollagensynthese, und des Kollagensyntheseinhibitors Ethyl-3,4-
dihydroxybenzoat (EDHB) auf die Integrationsstirke, die Produktion von Kollagen und

extrazelluldrer Matrix.

3.1 Knorpelarten

Unterschieden werden die drei Knorpelarten elastischer Knorpel, Faserknorpel und hyaliner
Knorpel mit jeweils charakteristischer anatomischer Zusammensetzung. Die Grundsubstanz
aller Knorpelarten besteht histologisch hauptsidchlich aus Knorpelzellen (Chondrozyten),
Proteoglykanen und Kollagenfasern. Die Faserarten unterscheiden sich jedoch je nach

Knorpelart (Pearle et al. 2005).

Elastischer Knorpel:

Elastischer Knorpel besteht aus elastischen Fasern aus Elastin, Proteoglykanen, kollagenen
Fasern vom Typ 2 und Chondrozyten. Er dhnelt dem Aufbau des hyalinen Knorpels, jedoch
beinhaltet er weniger Chondrozyten. Er besitzt eine hohe Biegsamkeit und ist unter anderem

im dulleren Ohr, der Tuba auditiva und der Epiglottis zu finden (Pearle et al. 2005).

Faserknorpel:

Faserknorpel findet sich in den Ansdtzen von Sehnen und Béndern sowie in den Disci und
Menisci und besteht hauptsichlich aus Proteoglykanen und dichten Faserbiindeln aus Typ 1
Kollagen (Pearle et al. 2005).

Hyaliner Knorpel.:

Gelenkknorpel besteht hauptsidchlich aus hyalinem Knorpel. Er besitzt einen charakterstischen
histologischen Aufbau aus Typ 2 Kollagen, Proteoglykanen und Chondrozyten (Pearle et al.
2005).



Einleitung

3.2 Anatomie und Physiologie des hyalinen Gelenkknorpels

Knorpel ist ein wichtiger Bestandteil des Stiitz- und Bewegungsapparates und iiberzieht die
Enden der humanen Gelenkknochen in einem Gelenk. Dank seiner anatomischen Eigenschaften
sichert Knorpel ein nahezu reibungsfreies Gleiten zwischen zwei kommunizierenden
Gelenkflachen im Gelenk (Dell'accio und Vincent 2010; Rudert und Wirth 1998). Knorpel ist
hierbei in der Lage hohe mechanische Belastungen auszuhalten ohne Zeichen von Schéiden zu
zeigen (Aspberg 2012; Dell'accio und Vincent 2010; Erlebacher et al. 1995). Grund dieser
hohen Widerstandsfahigkeit ist das Zusammenspiel und die Zusammensetzung seiner
Komponenten (Buckwalter 1998; Pearle et al. 2005). Ein GroBteil des Gesamtgewichtes geht
auf Wasser (65-80%) zuriick, der zweite Hauptbestandteil ist die extrazellulire Matrix. Die
extrazelluldre Matrix (ECM) besteht hauptsiachlich aus Proteoglykanen (5-10%) und Kollagen
(15-30%) (Buckwalter und Mankin 1997; Mow et al. 1992; Schulz und Bader 2007). Die grof3e
Wasserbindungskapazitit der Proteoglykane in der extrazelluldren Matrix gewihrleistet eine
hohe Elastizitdt und Stabilitdt zugleich und ermdglicht dem Knorpelgewebe eine Verformung
durch Verschiebung der fliissigen Bestandteile bei relevanter Krafteinwirkung. Somit kdnnen
punktuelle Belastungen aufgenommen, auf die gesamte Knorpelfldche verteilt und punktuell
verringert auf den darunter liegenden Knochen iibertragen werden um die Wahrscheinlichkeit

potenzieller lokaler Schiden zu verringern (Messner und Gillquist 1996; Pearle et al. 2005).

Die Oberflache humaner Gelenke ist mit einer zwei bis vier Millimeter dicken Schicht hyalinem
Knorpels iiberzogen (Sophia Fox et al. 2009). Da Knorpel weder iiber eine vaskulére noch iiber
eine lymphatische oder nervale Versorgung verfiigt, erfolgt die Ernéhrung via Diffusion durch
die Synovialfliissigkeit (Sophia Fox et al. 2009; Pearle et al. 2005). Zusétzlich wird der Knorpel
ebenfalls iiber den subchondralen Knochen mitversorgt (Wang et al. 2013). Die
Synovialfliissigkeit enthilt unter anderem neu synthetisierte Molekiile und Wachstumsfaktoren
(Hunziker et al. 2001). Aufgrund der fehlenden Vaskularisation weisen Chondrozyten einen
vorwiegend anaeroben Stoffwechsel auf (Pearle et al. 2005). Knorpelzellen machen ca. 2% des
Gesamtvolumens von Knorpel aus und ihre Morphologie, Anzahl und Aktivitit variiert
abhingig von der Zone und damit von der umgebenden Matrix (Sophia Fox et al. 2009).
Chondrozyten haben eine limitierte Regenerationsfihigkeit. Dies ist ein Faktor fiir die schlechte

Heilungstendenz von Knorpelschéden (Pearle et al. 2005).

Im vertikalen Aufbau ldsst sich hyaliner Knorpel in folgende vier Zonen unterteilen:

»Superficial zone®, ,, Transitional zone*, ,,Deep zone* und ,,Calcified cartilage layer* (Pearle et

3
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al. 2005; Temenoff und Mikos 2000). Jede dieser Zonen unterscheidet sich in Dicke und
Anordnung des Kollagens sowie der Zellzahl, Zellaktivitit und damit auch Zusammensetzung
der extrazelluldren Matrix. Die verschiedenen Schichten unterscheiden sich daher zudem in
ihren biochemischen und biomechanischen Eigenschaften (Jahne et al. 2013; Temenoff und
Mikos 2000). Die Organisation innerhalb der verschiedenen vertikalen Schichten ist
verantwortlich fiir die Widerstandsfihigkeit des Knorpels, welcher neben Scherkriften an der
Oberfliche auch Druck-/ Kompressionkriften in den tieferen Zonen standhilt (Buckwalter und

Mankin 1998).

Innerhalb jeder Zone ldsst sich wiederum eine Einteilung aufgrund der Zusammensetzung der
extrazelluldren Matrix und ihres Abstandes zur Knorpelzelle vornehmen. Unterteilt wird hier,
um den Chondrozyten herum, in eine ,,pericellular region®, eine ,territorial region* und eine
winterterritorial region® zwischen den jeweiligen Knorpelzellen (Pearle et al. 2005; Temenoff

und Mikos 2000).

LSuperficial zone “:

Die oberfldchliche Zone ist die diinnste Schicht und macht circa 10-20% der Gesamtdicke aus.
Sie hat hauptsichlich eine Schutzfunktion. Bedeckt ist sie von der ,,Lamina splendens®, einer
azelluldren Hiille, welche vorwiegend aus Kollagenfibrillen besteht. Diese hat einen
Durchmesser im Mikrometerbereich und aufgrund ihrer speziellen Zusammensetzung ist sie fiir
die Verminderung der Reibung zwischen den Gelenkflichen verantwortlich (Ulrich-Vinther et
al. 2003). Die Kollagenfibrillen in dieser Zone bestehen vorwiegend aus Kollagen-Typ 2 und
9. Sie sind dicht gepackt und parallel angeordnet (Pearle et al. 2005). Die ECM in dieser Schicht
ist reich an Kollagen, Fibronektin und Wasser und besitzt im Vergleich zu den weiteren
Schichten einen geringeren Proteoglykangehalt. Anordnung und Dicke der Kollagenfibrillen
sowie die Zusammensetzung der ECM unterscheiden sich gegeniiber den tieferen Schichten
und sorgen fiir eine hohe mechanische Belastbarkeit in Bezug auf die Scherkréfte durch die
artikulierenden Gelenkflachen (Temenoff und Mikos 2000). Die Kollagenfibrillen sind mit 30
bis 32 nm Durchmesser deutlich diinner als in den mittleren und tiefen Schichten. Zudem steht
die superfizielle Zone in direktem Kontakt zur Synovialfliissigkeit (Johnson und Pedowitz

2006; Pearle et al. 2005).

., Transitional zone **:
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Sie schlieBt sich der ,,Superficial zone* direkt an, nimmt damit circa 40-60% der Gesamtdicke
des Knorpels ein und im Gegensatz zu den abgeflachten Chondrozyten der ,,Superficial zone*
zeigen sich hier rundliche Knorpelzellen (Sophia Fox et al. 2009; Pearle et al. 2005). Es finden
sich dickere Kollagenfibrillen von 40-100 nm im Durchmesser ohne spezielle Anordnung
(Johnson und Pedowitz 2006). Der Proteoglykangehalt ist hher im Vergleich zur ,,Superficial
zone“, der Kollagen- und Wassergehalt niedriger. Das fiihrt zu einem verstirkten Widerstand

gegen vertikale Krafteinwirkungen (Johnson und Pedowitz 2006; Temenoff und Mikos 2000).

., Deep zone“:

Die ,,Deep zone* weist von allen drei Schichten den hochsten Widerstand gegen vertikal auf
den Knorpel wirkende Krifte auf. Die Kollagenfibrillen dieser Schicht haben im Vergleich zu
den anderen Schichten den groften Durchmesser und machen ca. 30% der gesamten
Knorpeldicke aus (Johnson und Pedowitz 2006; Pearle et al. 2005). Die Kollagenfibrillen sind
radidar umgeben von Chondrozyten und senkrecht zur Knorpeloberfliche angeordnet. Die
Chondrozyten dieser Schicht haben eine zehnfach hohere Synthese-Produktivitdt als die der
superfiziellen Schicht (Temenoff und Mikos 2000). In Gewebekulturen zeigten sich die
Chondrozyten dieser Schicht zusdtzlich verantwortlich fiir die Bildung/ Proliferation von

,Neocartilage* (Bos et al. 2008).

., Calcified cartilage layer “:

Die ,, Tidemark* trennt den mineralisierten Knorpel des ,,Calcified cartilage layer von den
iibrigen Schichten (Pearle et al. 2005; Temenoff und Mikos 2000). Hauptaufgabe ist die
Stabilisierung durch die Verankerung des Knorpels am subchondralen Knochen. In dieser
Schicht zeigen sich vereinzelte hypotrophe Chondrozyten, welche teils komplett mit
kalzifizierter ECM umgeben sind. Dies deutet auf eine geringe metabolische Aktivitét hin (Eyre

et al. 2006; Sophia Fox et al. 2009; Temenoff und Mikos 2000).

3.3 Chondrogenese

Das Skelettsystem entwickelt sich widhrend der Embryogenese iiberwiegend aus dem
Mesoderm. Die Knochen der Extremitdten werden initial knorpelig angelegt und im Rahmen
der enchondralen Ossifikation durch Knochen ersetzt. Der Gelenkknorpel verbleibt als

mesenchymaler Uberrest des hyalinen Knorpels an den distalen Knochenenden (Erlebacher et
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al. 1995). Im Prozess der Chondrogenese entwickelt sich das Knorpelgewebe aus sich
verdichtenden mesenchymalen Stammzellen und sich zu Chondrozyten differenzierenden
Chondroprogenitorzellen (Lefebvre und Smits 2005; Lolli et al. 2017; Thorogood und
Hinchliffe 1975). Der Prozess der Chondrogenese wird durch Differenzierungs- und
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren und Proteasen gesteuert und modifiziert sowie
durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen reguliert (DeLise et al. 2000; Lolli et al. 2017).
Die undifferenzierten, mesenchymalen Zellen produzieren extrazelluldre Matrix, welche reich
an Kollagen Typ 1, Hyaluron, Tenascin und Fibronectin ist. Unter Einfluss von
Wachstumsfaktoren differenzieren sich die mesenchymalen Chondroprogenitorzellen in
proliferierende Chondrozyten. Diese trennen sich zunehmend rdumlich durch die gebildete
extrazellulire Matrix (ECM). Wihrend des Differenzierungsprozesses kommt es zu einer
Verdnderung der Zusammensetzung der ECM. Die Chondrozyten beginnen das
gewebespezifische Kollagen Typ 2 zu produzieren sowie Kollagen Typ 9 und 11, Aggrecan,
Gla- und Link-Proteine (DeLise et al. 2000; Lefebvre und Smits 2005; Thorogood und
Hinchliffe 1975). Die Produktion von Kollagen Typ 1 wird dabei zunehmend reduziert.
Umgeben von der ECM nehmen die Chondrozyten im Verlauf ihre charakteristische runde
Form an. Im Laufe der weiteren Differenzierung nimmt die Produktion von Typ 2 Kollagen
zunehmend ab, wihrend vermehrt Kollagen Typ 10 sezerniert wird. Nach der beginnenden
Vaskularisierung des Perichondriums werden Osteoblasten iiber das Blut in das angelegte
Knorpelgewebe transportiert und ersetzen den Knorpel durch mineralisierten Knochen. Dieser
Prozess aus Chondrogenese, Hypertrophie, Mineralisierung und Formation des kndchernen
Gewebes wird ,enchondrale Ossifikation genannt (DeLise et al. 2000). Der
Differenzierungsprozess der Chondrozyten stoppt mit dem Abschluss des skelettalen
Wachstums. Die metabolische Aktivitdt und die Matrixsynthese der Chondrozyten nehmen im
Verlauf der Differenzierungsphase ab. Nach Abschluss des skelettalen Wachstums dient die
kontinuierliche Aktivitdt der Chondrozyten lediglich dem Erhalt des Gewebes. Mit Ausnahme
der Chondrozyten der ,,Tidemark* hypertrophieren die Knorpelzellen nicht (Mankin 1963).

Durch die Produktion von Matrixbestandteilen riicken die Chondroblasten auseinander und
werden im Verlauf von Interzelluldrsubstanz umgeben. Ab diesem Stadium spricht man von
Chondrozyten. Im Laufe ihrer Differenzierung verlieren Chondrozyten die Fahigkeit sich stetig
zu teilen (Sophia Fox et al. 2009; Watanabe et al. 1998). Alter, hydrostatische Krifte, Dauer

und Intensitdt der mechanischen Belastung sowie weitere Faktoren, wie zum Beispiel die



Einleitung

Wirkung von Wachstumsfaktoren, beeinflussen die Aktivitit der Zellen (Buckwalter und

Mankin 1997; Pearle et al. 2005).

Die Funktionseinheiten des Knorpelgewebes werden als Chondrone bezeichnet und bestehen
aus mehreren Elementen. Die Knorpelzellen (Chondrozyten) liegen in einer Knorpelhdhle.
Diese wird von einer Knorpelkapsel (perizelluldre Matrix) umgeben, welche wiederum von
einem Knorpelhof (territorielle Matrix) umschlossen ist (SundarRaj et al. 1995; Vincent et al.

2007).

Die perizelluldire Matrix umgibt die Chondrozyten direkt und besteht aus verschiedenen
Komponenten, die von den Knorpelzellen produziert werden, unter anderem Proteoglykane,
Glykoproteine, Kollagen Typ 6 und Perlecan (SundarRaj et al. 1995; Vincent et al. 2007). Die
perizelluldre Matrix ist sowohl an biochemischen als auch biomechanischen Prozessen, der
Signaliibertragung und der damit einhergehenden Stimulierung der Chondrozyten beteiligt

(Temenoff und Mikos 2000; Vincent et al. 2007).

Die territoriale Matrix umgibt die perizellulire Matrix und besteht hauptséchlich aus einem
Gertist diinner Kollagenfibrillen sowie Proteoglykanen und hat mutmaBlich eine protektive
Funktion in Bezug auf mechanische Belastung (Muir 1995; Pearle et al. 2005; Szirmai et al.
1967). Die interterritoriale Matrix macht den grofSten Anteil an der extrazelluldren Matrix aus.
Sie besteht hauptsdchlich aus groBBen Kollagenbiindeln, deren Anordnung sich je nach Zone
unterscheidet. Sie hat entscheidenden Einfluss auf die biomechanischen Eigenschaften des
Knorpels (Pearle et al. 2005; Temenoff und Mikos 2000). In der ,,Superficial zone* sind die
Kollagenbiindel parallel zur Knorpeloberfldche angeordnet. In der ,,Middle zone* sind sie
schrig zur Oberfliche ausgerichtet und in der ,,Deep zone* haben sie eine horizontale
Ausrichtung beziiglich der Knorpeloberfliche. Des Weiteren ist ein hoher Proteoglykangehalt
nachzuweisen. Dieser stabilisiert die interterritoriale Matrix (Pearle et al. 2005; Temenoff und

Mikos 2000).

Die aggregierenden Proteoglykane der extrazelluliren Matrix sorgen aufgrund ihrer hohen
Wasserbindungskapazitit fiir eine raumfiillende Wirkung der Proteoglykane in dem Netzwerk
aus Kollagenfasern. Dies ist der Grund fiir die Kompressionsresistenz und Elastizitét des
Knorpelgewebes, wihrend die Kollagenfibrillen fiir die Resistenz gegeniiber Scher- und
Spannungskrifte verantwortlich sind (Buckwalter und Mankin 1997; Mow et al. 1992; Pearle
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et al. 2005; Schulz und Bader 2007). 80-95% der Kollagenfasern in hyalinem Gelenkknorpel
bestehen aus Typ 2 Kollagen. Der restliche Anteil wird aus Kollagen Typ 1, 6, 9, 10 und 11
gebildet (Muir 1995). Die anatomische Anordnung der Kollagenfasern in einer Triple-Helix-
Struktur ist verantwortlich fiir seine mechanische Funktion und variiert je nach Schicht (Pearle

et al. 2005).

Proteoglykane setzen sich aus Polysaccharidketten (95% der molaren Masse) gebunden an
Proteinen (5% der molaren Masse) zusammen. Die Polysaccharidketten bestehen aus
Glykosaminoglykanen (GAG). Dies sind sich wiederholende, lineare, lange
Kohlenhydratgruppen aus Disacchariden. Die Funktion der Proteoglykane ist die Fiillung des
interfibrilldren Platzes mit ECM durch Komplexbildung mit anderen Proteoglykanen sowie zu
Hyaluronsdure und den Faserproteinen (Muir 1995, Watanabe et al. 1998). Neben seiner
Bedeutung fiir die mechanischen Funktionen des Knorpels und der Protektion der
Knorpelzellen hat die extrazellulire Matrix auch eine Lagerfunktion fiir Zytokine,
Wachstumsfaktoren und andere Molekiile. Sie ist somit wichtiger Bestandteil der
Signaliibertragung und reguliert die Versorgung der Chondrozyten mit Néhrstoffen
(Buckwalter und Mankin 1997; Buckwalter und Mankin 1998). In hyalinem Gelenkknorpel ist
Aggrecan das am meisten vertretene Protein in den Proteoglykanverbindungen. Daneben finden
sich unter anderem ebenfalls die kleineren Proteoglykane um Decorin und Fibromodulin sowie
das Proteoglykan Biglycan mit jeweils geringerer Anzahl an GAG-Ketten (Vynios 2014).
Wihrend Aggrecan im hyalinen Gelenkknorpel zusammen mit Hyaluronsédure als Aggregat
vorliegt, eine hohe Wasserbindungskapazitit aufweist und so zur Elastizitit des Knorpels
beitrédgt, helfen Decorin, Fibromodulin und Biglycan dabei die ECM zu organisieren, indem sie
Kollagenfibrillen stabilisieren und den Metabolismus beeinflussen (Aspberg 2012; Pearle et al.
2005; Vynios 2014).

3.3.1 Kollagensynthese

Kollagen Typ 2 ist die Hauptkomponente der ECM und wichtig fiir die Zugfestigkeit und
Elastizitit des Knorpelgewebes (Pearle et al. 2005; Sato et al. 2017). Kollagen Typ 2 besteht
aus drei Molekiilketten gleicher GroB3e, welche helical angeordnet sind und eine sogenannte
Triplehelix bilden. Die Synthese der Kollagenfibrillen findet teils intrazelluldr, teilweise

extrazelluldr statt. Intrazelluldr gebildete Polypeptid-a-Ketten mit spezifischer Sequenz aus den
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Aminoséduren Prolin und Lysin werden durch die Enzyme Peptidyl-Prolin- und Peptidyl-Lysin-
Hydroxylase hydroxyliert. Der Schritt der Hydroxylierung benétigt als Cofaktor Ascorbinséure
(Vitamin C). Nach Glykosylierung des Hydroxylysins folgt die Verdrillung des Prokollagens
zu einer Triplehelix. Es folgt die Exozytose der triplehelikalen Protokollagenmolekiile.
Extrazelluldr werden die Propeptide an C- und N-Termini des Prokollagens durch spezielle
Enzyme, Endopeptidasen, abgespalten. Die nun entstandenen Tropokollagenmolekiile sind nun
wasserunloslich und es erfolgt die kovalente Quervernetzungen der Tropokollagene iiber
Hydroxylysinreste, welche die entstandene Kollagenfibrillen im Rahmen der Fibrillogenese
dauerhaft fixieren. Der letzte Schritt ist die Faserbildung, bei der sich mehrere Fibrillen mithilfe
zwischengelagerter matrixspezifischer Enzyme zu Kollagenfasern zusammenlagern (Grant und

Prockop 1972).

Die Stabilitdt des Kollagens hingt von den oben genannten posttranslationalen Modifikationen
ab. Eine der wichtigsten Schritte hierbei ist die Hydroxylierung des Kollagens durch die
,Kollagen Prolyl 4-Hydroxylase* (CP4H). CP4H katalysiert in diesem Schritt mit Hilfe des
wichtigen Cofaktors Ascorbinsdure die Umwandlung von Prolin in 4-Hydroxy-Prolin. Vitamin
C ist hierbei fiir die Reaktivierung von CP4H durch Reduzierung des Eisens im Zentrum des
Enzyms von Fe (III) auf Fe (II) notwendig (De Jong et al. 1982; Vasta et al. 2016; Vasta und
Raines 2018).

Der Kollagensyntheseinhibitor Ethyl-3,4-dihydroxybenzoat (EDHB) ist ein gebrduchlicher
Inhibitor des Enzyms Kollagen-Prolyl-4-Hydroxylase, welcher oft in Zellkulturen verwendet
wird, um die Kollagensynthese zu unterbinden bzw. zu reduzieren (Vasta et al. 2016; Vasta und
Raines 2018). EDHB verringert die Aktivitit der CP4H durch die kompetitive Hemmung an
der Bindungstelle des Cofaktors Vitamin C. Zudem induziert EDHB als starker Chelator einen
intrazelluldren Eisenmangel (Majamaa et al. 1986; Sasaki et al. 1987; Wang et al 2002).

3.4 Defekte des Gelenkknorpels

Unter physiologischen Umstédnden herrscht im Knorpel ein Gleichgewicht zwischen auf- und
abbauenden Prozessen (Pearle et al. 2005). Stérungen dieses metabolischen Gleichgewichts,

zum Beispiel durch traumatische Verletzungen oder entziindliche Prozesse, kdnnen zu
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Erkrankungen des Knorpelgewebes wie Arthritis oder Arthrose fiihren (Boushell et al. 2017;
Kim et al. 2010; Widuchowski et al. 2007).

Durch Gelenkknorpelverletzungen entsteht meist ein irreversibler Knorpeldefekt, da
postnataler Gelenkknorpel kaum spontane Regeneration zeigt. Ein Grund hierfiir ist unter
anderem die fehlende Vaskularisierung (Mankin 1982; Richter 2009; van der Kraan et al. 2009).
Man unterscheidet hierbei die primire Osteoarthrose aufgrund chronisch progressiver
Degeneration des Knorpelgewebes ohne eindeutige Ursache und umschriebene

Gelenkknorpeldefekte infolge von Traumata und/ oder Gelenkfehlbildungen.

Traumatische Knorpelverletzungen treten hiufig in Begleitung von komplexen
Binnenverletzungen und/ oder Nekrosen, wie zum Beispiel Osteochondrosis dissecans, auf
(Boushell et al. 2017; He et al. 2014; Rabenberg 2013). Die residenten Chondrozyten sind hier
zu keinem ausreichenden Reparaturprozess mehr in der Lage. Eine Rekrutierung vorhandener
Progenitorzellen aus der Superfizialzone oder der Synovia findet ebenfalls kaum statt (Mankin
1982; Richter 2009; van der Kraan et al. 2009). Aufgrund der fehlenden Regenerationsfahigkeit
werden umschriebene Defekte ab einer Lisionstiefe bis in den subchondralen Knochen
reichend durch faserknorpeliges, mechanisch minderwertiges Ersatzgewebe gedeckt (He et al.
2014). Die strukturelle Schiadigung der Knorpeloberflidche erhoht signifikant das Risiko fiir die
Entwicklung einer sekundidren Osteoarthrose (Boushell et al. 2017; Gomoll 2012). Die
Privalenz diagnostizierter Arthrose liegt laut Gesundheitsberichten des amerikanischen CDC
und des Robert Koch-Instituts in der Altersgruppe unter 65 Jahren durchschnittlich zwischen
15 und 27% und in der Altersgruppe iiber 65 Lebensjahren bei ca. 50%. Die Pravalenz Arthrose-
bedingter Funktionseinschrinkungen liegt hierbei bei Personen mit diagnostizierter Arthrose

bei 43.2% und bei 9.8% der Gesamtpopulation (CDC 2013; Rabenberg 2013).

3.5 Therapie von Gelenkknorpeldefekten

In der leitliniengerechten Behandlung von Knorpeldefekten erfolgt zunéchst eine konservative
Therapie. Nach maximaler, erfolgloser Ausschopfung der konservativen MaBnahmen folgt eine
operative Therapie. Hierbei sollte das Therapiekonzept individuell an das Krankheitsbild und

dessen Entwicklung angepasst werden (Michael et al. 2010).
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Im Verlauf der Erkrankung kommt es nach Ausschopfung der konservativen Maflnahmen meist
zu einer operativen Behandlung des betroffenen Gelenks. Hierbei unterscheidet man
gelenkerhaltende arthroskopische Operationen, = Methoden zur Wiederherstellung der

Gelenkoberfldche und gelenkersetzende Operationen (Rabenberg 2013).

3.5.1 Konservative Therapie

Die konservative Therapie hat drei Ziele. Neben Schmerzlinderung und Verbesserung der
Lebensqualitét versucht sie die Progredienz der Arthrose zu verzdgern. Die konservative
Therapie setzt sich aus Verdnderungen des Lebensstils des Patienten, therapeutischen
MaBnahmen  mit  Physiotherapie = und  physikalischen =~ Mallnahmen  sowie
Hilfsmittelverordnungen zusammen (Michael et al. 2010; Rabenberg 2013). Die
medikamentdse Schmerztherapie erfolgt mittels nicht-steroidaler Antirheumatika (NSAR) oder
bei progredienten Beschwerden in Kombination mit Opioiden. Als interventionelle
Schmerztherapie kommen Ultraschallanwendungen und/ oder die intraarterielle Gabe von
Glukokortikoiden und Hyaluronséure zum Einsatz (Michael et al. 2010; Pendleton et al. 2000,
Rabenberg 2013). Als ,Disease modifying osteoarthritis drugs*“ (DMOAD) konnen
Hyaluronsédure und Chondroitinsulfat oral oder intraartikuldr verabreicht werden. Die
Wirkungsweise dieser Medikamente ist derzeit noch unklar, der therapeutische Effekt in Bezug
auf die Schmerzlinderung und Funktionsverbesserung ist jedoch klinisch erwiesen (Michael et

al. 2010; Pendleton et al. 2000).

3.5.2 Operative Therapie

Methoden zur Evhaltung der Gelenkoberfliche:

Nach Ausschopfung der konservativen Therapie ist eine operative Behandlung indiziert.
Arthroskopische Verfahren wie die Lavage, das Shaving oder das Débridment dienen der
Erhaltung der Gelenkoberfliche und eignen sich zur symptomatischen Behandlung bei
Arthrose-bedingten Beschwerden (Burkart et al. 2001). Diesen Therapieverfahren wird ein
kurzfristiger schmerzlindernder Effekt zugeschrieben, der therapeutische Nutzen bei einer

generalisierten Arthrose ist jedoch umstritten. Keines dieser Verfahren fithrt zu einer
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Regeneration des defekten Knorpelgewebes oder zu einem Stopp des degenerativen Prozesses

(Bouillon et al. 2003; Kim et al. 1991).

Lavage:
Bei der Lavage wird das Gelenk mit Kochsalzlosung gespiilt. Hierbei wird das Gelenk

arthroskopisch inspiziert und dann mittels Spiilung von Entziindungszellen, lysosamalen

Enzymen, Knorpeldebris und Detritus befreit (Bouillon et al. 2003; Burkart et al. 2001).

Shaving:

Frei bewegliche, noch am Knochen haftende, Knorpelanteile kénnen im Rahmen einer
Arthroskopie entfernt werden. Das Entfernen und Gléitten von mechanisch instabilen
Knorpelanteilen und das Entfernen von hypertrophen Synovialisanteilen verbessert die
Funktion des betroffenen Gelenks und lindert die Beschwerden (Baumgaertner et al. 1990;
Bouillon et al. 2003).

Débridement:
Das Débridement umfasst die Verfahren der Lavage und des Shaving mit zusitzlicher Glittung
eingerissener Meniskusrdnder und Abtragung storender Osteophyten sowie der Moglichkeit

einer partiellen Synovektomie bei entziindlich verdnderter Synovia (Bouillon et al. 2003).

Methoden zur Wiederherstellung der Gelenkoberfliche:

Etablierte operative Verfahren zur Wiederherstellung der Gelenkoberfliche nutzen
,Regeneratknorpel (Mikrofrakturierung), die Moglichkeiten von Transplantationen von
Knorpel-/ Knochengewebe (OATS) und zellbasierte Therapien unter Verwendung von
autologen Chondrozyten (ACI/ MACI) (Burkart et al. 2001; Kraeutler et al. 2018; Riboh et al.
2016).

Zellbasierte Therapien mit Transplantation autologer Knorpelzellen (ACI/ MACI) oder
mesenchymaler Stammzellen (MSC) basieren auf der kiinstlichen Herstellung von
Chondrozyten. Hierbei werden im Rahmen des Tissue Engeneering Zellen geziichtet und
mittels verschiedener Zell-Trigermaterial-Konstrukte in die Knorpeldefekte implantiert.
Aktuelle experimentelle Therapieansitze im Bereich des Tissue Engeneering beschéftigen sich

unter anderem mit der Entwicklung von Tréigergeriisten (,,scaffolds) oder Tragermaterialien,
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zum Beispiel auf Basis von Hydrogelen, und der Untersuchung des Einflusses dieser

Materialien auf die integrativen Prozesse des Knorpelgewebes (Huang et al. 2016).

Drilling, Abrasionsarthroplastik und Mikrofrakturierung:

Knochenmarkstimulierende Techniken durch Penetration des subchondralen Knochens
induzieren eine Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen in den Defekt, welche sich
dann zu chondrogenen Zellen ausdifferenzieren und eine extrazellulire Matrix bilden.
Histologisch zeigt sich jedoch, dass der hyaline Gelenkknorpel durch neu gebildeten
minderwertigen Reparaturknorpel ersetzt wird, welcher sich aus hyalinem und aus
Faserknorpel zusammensetzt und somit eine signifikant geringere Menge Typ 2 Kollagen
besitzt (Alford und Cole 2005; Burkart et al. 2001; Gobbi et al. 2005). Der ,,Regeneratknorpel*
hat daher aufgrund seiner biochemischen Unterschiede nicht die gleichen biomechanischen
Eigenschaften wie der hyaline Gelenkknorpel (Gobbi et al. 2005). Die Mikrofrakturierung des
Knorpels im Bereich des Defektes und die Anbohrung des subchondralen Knochens mittels
Drilling oder Abrasionsarthroplastik sind hierbei die gingigen Verfahren (Burkart et al. 2001).
Die Mikrofrakturierung ist hierbei das aktuell klinisch relevanteste Verfahren und kann als
Weiterentwicklung des Drillings und der Abrasionsarthroplastik gesehen werden (Kraeutler et
al. 2018; Matsunaga et al. 2007). Bei der Mikrofrakturierung werden im Abstand von 3-4 mm
mit einer Ahle mehrere ca 4-5 mm tiefe Defekte im subchondralen Knochen gesetzt (Bernholt
2003). Ein Vorteil des Verfahrens ist, dass im Gegensatz zu den Methoden Drilling und
Abrasionsarthroplastik die Mikrofrakturierung nicht durch eine Bohrung geschieht und somit
die Gefahr einer hitzeinduzierten Nekrose minimiert werden kann (Burkart et al. 2001;
Matsunaga et al. 2007). Laut aktueller Studienlage bietet das Verfahren der Mikrofrakturierung
gute klinische Ergebnisse bei der Behandlung kleinerer Knorpelldsionen unter 400 mm? von
jungen Patienten unter 30 Jahren. Multiple Lédsionen und éltere Patienten zeigen in
Langzeitbeobachtungen nach 2 bis 5 Jahren eine klinische Verschlechterung und ein Progress

der degenerativen Verdnderungen des Knorpelgewebes (Gobbi et al. 2014; Riboh et al. 2016).

Osteochondrale Transplantation (OATS):

Die Transplantation von Knorpelgewebe und Knochengewebe (,,Osteochondral Allograft or
Autograft Transplantation® bzw. OATS) erfolgt entweder autolog aus den weniger belasteten
Zonen des Gelenkes oder allogen als Allograft (Burkart et al. 2001; Minas und Nehrer 1997).
Die Indikationen fiir diese Technik sind fokale Lisionen, traumatisch bedingt oder durch

aseptische Knochennekrosen entstanden, kontraindiziert ist sie bei Arthrose mit groflen
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Knorpeldefekten (Kish et al. 1999). Das Transplantat liegt in Form eines Knochen-Knorpel-
Zylinders vor. Zur Implantation wird die sogenannte ,,pressfit“-Methode verwendet. ,,Pressfit*
bedeutet, der Zylinder hat einen minimal groBeren Durchmesser als der Defekt. Dadurch
entsteht eine zirkuldre Kraft, welche das Transplantat fixieren soll (Burkart et al. 2001). Ein
Problem dieser Methode ist die mangelnde laterale Integration an der Knorpel-Knorpelgrenze
der Knorpelwundrinder. Es kommt zu Spaltbildungen. Die dadurch geringere biomechanische
Belastbarkeit kann zu weiteren Defekten fithren (Khan et al. 2008; Lane et al. 2001; Zarnett et
al 1987). Die Deckung eines fokalen Knorpeldefektes kann ebenfalls durch eine
Perichondrium- und Periostlappenplastik erfolgen. Fiir das Transplantat werden Perichondrium
aus den dem Sternum nahen Rippen oder dem Periost aus der medialen Tibiafliche gewonnen
(Reines 2004). Das Explantat wird dann in den Defekt eingendht oder mittels Fibrinkleber
eingeklebt und soll hyalinartigen Knorpel ausbilden, um den Defekt zu fiillen. Diese Methode
beruht auf der biologischen Potenz des implantierten periostalen/ perichondralen Gewebe zur
Chondrogenese (Freed et al. 1993; Reines 2004). Klinische Nachuntersuchungen zeigten
jedoch, dass es postoperativ zu Ossifikationen und arthrotischen Verdanderungen sowie klinisch

nicht zufriedenstellenden Ergebnissen kommt (Bouwmeester et al. 1997; Freed et al. 1993).

Zellbasierte Therapien bei Knorpeldefekten:

Autologe Chondrozyten-Implantation (ACI) und Matrix-assoziierte autologe Chondrozyten-

Implantation (MACI):

Die ACI ist in drei Teilschritte gegliedert. Zuerst wird Gelenkknorpel bioptisch extrahiert. Im
zweiten Schritt werden aus dem gewonnenen Material durch enzymatischen Verdau
Knorpelzellen von der extrazelluldren Matrix getrennt und in einer Zellkultur mit der Hilfe von
Wachstumsfaktoren zur Proliferation gebracht, bis eine ausreichende Anzahl an Zellen fiir die
Transplantation gewonnen werden konnte (Burkart et al. 2001; Marlovits et al 2006). Als dritter
Schritt folgt dann die Implantation der geziichteten Knorpelzellen in den Defekt. Nach der
Implantation beginnen die Zellen mit der Proliferation und Produktion von extrazelluldrer
Matrix und fiillen so den Defekt (Marlovits et al 2006). Bei der MACI wird das Transplantat
mittels ,,scaffold in den Defekt implantiert und durch Fibrinkleber fixiert. Das ,,scaffold*
besteht aus einem Biomaterial, zum Beispiel Kollagengel, und dient zunéchst als Platzhalter fiir
die Chondrozyten und die produzierte extrazelluldre Matrix. Es wird im Verlauf abgebaut und
durch ECM ersetzt (Dunkin und Lattermann 2013). In klinischen Studien konnte in
Nachuntersuchungen zwar hyalines Knorpelgewebe im Defekt nachgewiesen werden, jedoch

handelt es sich bei dem neu produzierten Gewebe mehrheitlich um Faserknorpel (Brittberg et
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al. 1994; Knutsen et al. 2004; Obradovic et al. 2001). In klinischen Vergleichsstudien zeigten
weder ACI/ MACI noch OATS ein signifikant besseres klinisches Outcome verglichen mit der
Mikrofrakturierung (Kraeutler et al. 2018; Lim et al. 2012).

Mesenchymale Stammzellen (MSC):

Eine Alternative zur Autologen Chondrozyten Transplantation ist die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen. Im Rahmen einer Knochenmarkspunktion werden multipotente
Stammzellen gewonnen, kultiviert und so eine chondrogene Ausdifferenzierung induziert. Die
Implantation des Zell-Transplantats erfolgt anschlieBend in Form eines festen Kollagengel-
Zell-Komposits oder mittels Injektion unter einen Periostlappen. Wakitani et al. fithrten 2002
die erste Transplantation mesenchymaler Stammzellen an 24 Patienten durch. Die Implantation
fiihrte arthroskopisch und histologisch zu einer Verbesserung im Gewebeautbau. Eine
Besserung der klinischen Symptomatik nach durchschnittlich 42 Wochen konnte jedoch im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht festgestellt werden (Wakitani et al. 2002). Klinisch zeigt
sich bisher im Gegensatz zu den etablierten Verfahren um Mikrofrakturierung, OATS und ACI/
MACI eine begrenzte Evidenz der Wirksamkeit dieser Therapieform (Ha et al. 2019).

3.6 Unzureichende Integration des Gelenkknorpels

Die laterale Integration stellt ein bis heute nicht gelostes Problem dar (Athens et al. 2013;
Boushell et al. 2017; Khan et al. 2008). Zur Behandlung von Gelenkknorpeldefekten werden,
wie unter 3.5.2 beschrieben, aktuell verschiedene operative Techniken eingesetzt. Technisch
und operativ sind Operationsverfahren wie die OATS oder ACI und MACI als
Standardverfahren etabliert. Der kritische Punkt fiir die langfristige klinische Entwicklung von
Patienten mit Knorpeldefekten ist die laterale Integration des eingebrachten
Knorpeltransplantats in den umliegenden Knorpeldefekt in der Einheilungsphase nach der
operativen Therapie. Nur wenn die Integrationszone zwischen Transplantat und Defektrand mit
funktionellem Knorpelgewebe gefiillt wird, kann eine stabile Bindung entstehen, die den
biomechanischen Anspriichen an die Knorpeloberfliche eines Gelenks gerecht wird. Jedoch
zeigen die aktuell etablierten Therapieoptionen oft inkonstante Langzeitergebnisse mit teils
schlechtem klinisch funktionellem ,,Outcome® (Bouwmeester et al. 1997; Freed et al. 1993;

Chen et al. 1999; Knutsen et al. 2004). Im Rahmen von in vivo Untersuchungen wurde als
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Grund hierfiir bereits Ofter die unvollstindige laterale Integration gegeniiberliegender

Knorpelwundfliachen beschrieben (Niemeyer et al. 2008; Petersen et al. 2008).

Experimentell jedoch konnte die laterale Integration von Knorpelgewebe bei in vitro
Untersuchungen im bovinen Modell fiir adulten und juvenilen Gelenkknorpel bereits friih
nachgewiesen werden (Reindel et al. 1995). Bekannt ist auch, dass die Integration von
Gelenkknorpel in vitro vor allem von der Kollagenquervernetzung abhéngt (Ahsan et al. 1999;
DiMicco und Sah 2001; Englert et al. 2005). Experimentell konnte dieser Zusammenhang unter
anderem durch die Inhibierung der Kollagenquervernetzung durch die Hemmung des Enzyms
Lysyloxidase und dessen negative Auswirkung auf die Integration gezeigt werden (Ahsan et al.

1999).

In einem Experiment aus 2005 zeigten McGowan und Sah daraufhin, dass eine reversible
Hemmung der Lysyloxidase zu einer Aufspeicherung von unreifem Kollagen vor dessen
Quervernetzung und Ausbildung der Kollagenfibrille als Quartdrstruktur fiihrte.
Gewebegruppen mit einer solchen Vorbehandlung zeigten nach Entfernung der Inhibierung
eine schnellere und mechanisch stabilere Integration im Vergleich zu unbehandelten Gruppen
(McGowan und Sah 2005). Durch die Modulation der Integration in diesen Arbeiten zeigten
sich Hinweise, dass die Integration von Gelenkknorpel nicht nur von der Menge und
mechanischen Qualitdt der Kollagenquervernetzungen, sondern auch direkt von der

Kollagensynthese abhdngt (DiMicco und Sah 2001; McGowan und Sah 2005).

Schliisselpunkte der Kollagensynthese als mogliche Modulationsschnittstellen fiir eine
integrationssteigernde Behandlung des Knorpels im Defektbereich des Patienten und des
autologen oder allogenen (Zell-)Transplantats zu identifizieren ist wissenschaftlich immer noch
von grofer Bedeutung fiir die Verbesserung der derzeitigen therapeutischen Malnahmen

(Boushell et al. 2017, Cohen 1985).

In dieser Arbeit wurde aus diesem Grund durch die Modulation der Kollagen Prolyl 4-
Hydroxylase die direkte Abhédngigkeit der Integration von der Neusynthese des Kollagens
untersucht. In anderen Geweben ist CP4H als therapeutischer Zielpunkt fiir die Modulation der
Kollagensynthese durch kompetitive Hemmung mittels EDHB bereits beforscht und etabliert
(Vasta et al. 2016; Vasta und Raines 2018). In dieser Arbeit erfolgte, wie unter 3.3.1

beschrieben, die Hemmung der Kollagensynthese, anders als in den vorherigen
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Untersuchungen von Ahsan et al. (1999), DiMicco und Sah (2001) sowie McGowan und Sah
(2005) deutlich vor Ausbildung der Kollagenquervernetzungen. Ferner wurde der Versuch
unternommen die Syntheseleistung der Prolyl 4-Hydroxylase durch Erhohung der
Ascorbinsdurekonzentration in vitro positiv zu beeinflussen, um die Kollagensynthese und

konsekutiv die laterale Integration des Knorpelgewebes zu verbessern.

3.7 Zielsetzung

Die laterale Integration stellt ein groBes Problem in der Knorpelintegration und damit in der
klinischen Behandlung von Knorpelschiden dar. Die ECM-Synthese im Defektbereich des
Knorpelgewebes spielt hierbei eine wesentliche Rolle. In der Literatur gibt es Hinweise darauf,
dass die Integration von Gelenkknorpel direkt von der Kollagensynthese abhéngig ist (Ahsan
et al. 1999; DiMicco und Sah 2001; Englert et al. 2005; McGowan und Sah 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte daher die bewusste Einflussnahme auf die Kollagensynthese
in vitro, um die Abhédngigkeit der Knorpelintegration von der Neusynthese des Kollagens zu
untersuchen. Ascorbinsdure ist ein wichtiger Cofaktor der Kollagen Prolyl 4-Hydroxylase
(CP4H), eines Schliisselenzymkomplexes der Kollagensynthese. Im Rahmen der Versuche
erfolgte daher die Modulation der Kollagensynthese auf zwei Arten: Variation der
Ascorbinsdurekonzentration im  Kulturmedium zur positiven Beeinflussung der
Kollagensynthese und Inhibierung der CP4H, um die Kollagensynthese negativ zu

beeinflussen.

Nach der Kultivierung erfolgten biomechanische und histologische Untersuchungen zur
genauen Analyse der ECM-Synthese und der Integrationsstirke, sowie von deren

Zusammenhang.

Das in dieser Arbeit hierfiir verwendete Disc-Ring-Modell ist ein etabliertes biomechanisches
Verfahren zur experimentellen Untersuchung der lateralen Integration in vitro (Obradovic et al.
2001; Theodoropoulos et al. 2011; van de Breevaart Bravenboer et al. 2004). Zur initialen
Fixierung des Knorpelzylinders im Defekt wurde in dieser Arbeit langzeitstabiler Fibrinkleber
verwendet. Fibrinkleber bietet hierbei ein optimales Milieu fiir die Proliferation von

Knorpelzellen sowie deren Matrixsynthese ohne Beeinflussung der biomechanisch messbaren
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Integrationswerte (Andjelkov et al. 2016; Eyrich et al. 2007; Lazarini et al. 2017; Scotti et al.
2010).
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4.1 Materialien

4 Material und Methoden

Substanz Artikelnummer Hersteller Ort/Land
Knorpelgewebe - Metzgerei Hollerbach Rimpar, Deutschland
Néhrmedium (DMEM-Dulbecco's | RNBF3518 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Modified Eagle's Medium)
Ascorbinsdure (L-Ascorbic acid 2- | A8960-5G Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
phosphate)
Ethyl 3,4-Dihydroxybenzoat (EDHB) E24859-5G Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Prolin (L-Proline) 120M0161V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
HEPES SLBK4457V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Penicillin/Streptomycin 15140-122 Gibco USA
Nicht essentielle Aminosduren (MEM | 11140-035 Gibco UK
NEAA-Non-Essential Amino Acids)
Phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS- | 14190-094 Gibco USA
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline)
Rinderserumalbumin SLBL0253V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Hematoxylin 031M0208V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Mayer's Hematoxylin Solution SLBG6495V Sigma-Aldirch Steinheim, Deutschland
Eosin (Eosin Solution Alcoholic with | 040M4352 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Phloxine)
Formalin - - -
Entellan® 1.07961.0500 Merck Darmstadt, Deutschland
2-Propanol SZBG1610V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Essigséaure 99,8% SZBC0270V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Salzsdure P074.1 Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Pikrinsdure A2520,0500 AppliChem Darmstadt, Deutschland
Salzsdure Standard-Losung SZBB0060V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Aqua ad iniectabilia 6724092.00.00 Bernd Braun Chemicals Rottweil, Deutschland
Ethanol vergillt 99,8% K928.4 Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Triton® X-100 8OMO11289V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Xylene SZBE2830V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Farbstoff zur Gewebemarkierung 500BL Richard-Allan Scientific USA
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium | MKBR4419V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Bromid)
Eisen (IIT) Chlorid SZBB3260V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

.. ® AUTH/2107/3/08 Baxter GmbH UnterschleiBheim,
Aprotinin (Trasylol )

Deutschland
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Proteinkinase K P6556 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Fibrinogen (bovine plasma) 9001-32-5 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Thrombin (TissuCol® Kit Immuno) VNT1P012 Baxter GmbH Unterschleiheim,

Deutschland

Histologischer Farbstoff (Fast Green) 120M1516V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Safranin O 090M0039V Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Col I -Antikorper (mAB, mouse abcam | ab6308 abcam USA

ab6308; Schwein)

Col II -Antikorper (pAB, rabbit abcam | ab34712 abcam USA

ab34712; Schwein)

Sekundérer Antikorper, goat-anti-rabbit | 111-165-003 Jackson Immuno Research | USA

Cy3 (rot) Lab.

Sekundérer Antikorper, donkey-anti- | 715-165-150 Jackson Immuno Research | USA

mouse Cy3 (rot) Lab.

Eindeckmedium (DAPI  Mounting | Ab104139 abcam USA

Medium)

Verdiinnungslosung  (Dako REAL | S202230-2 Agilent Technologies USA

Antibody Diulent)

Wérmebecken Typ 24900 Medax Nagel GmbH Kiel, Deutschland

Materialpriifmaschine BZ020/TH2A 176877 Zwick-Roell Ulm, Deutschland

Kraftaufnehmer Z6fD1 Hottinger Baldwin | Darmstadt, Deutschland
Messtechnik GmbH

Fetales Kélberserum (FCS-Fetal Calf | 10500-064 Gibco USA

Serum)

Vorrichtung zum Zurechtschneiden der | - Feinmechanik Sauer Wiirzburg, Deutschland

Knorpelkonstrukte

Vorrichtung zum Stanzen der - Feinmechanik Sauer Wiirzburg, Deutschland

Knorpelkonstrukte

Haltevorrichtungen zur - Feinmechanik Sauer Wiirzburg, Deutschland

biomechanischen Testung

Ausrichteeinheit zur biomechanischen | - Feinmechanik Sauer Wiirzburg, Deutschland

Testung der Knorpelkonstrukte

Spitzrohrchen (Falcon® Centrifuge | 352070 Corning USA

Tubes)

Zellkulturtestplatte 24F 92048 TPP Trasadingen, Schweiz

Kulturplatte (Nunclon Delta Surface) 144972 Thermo Scientific Roskilde, Danemark

Zellkulturschalen FALC3511178 Falcon Deutschland

Filterpapier, 240mm FF24 A. Hartenstein Wiirzburg, Deutschland

Verschlussfolie (Parafilm M®) P7793-1EA Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Terralin® 10200 Schiilke & Mayr UK Ltd UK

Skalpelle diverser Grofen 219AABZX00136000 Feather Japan

Skalpelle diverser Grofen - Braun Puchheim, Deutschland

Laborpipetten diverser Groflen Sml: 606180 Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen, Deutschland
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10ml: 607180
25ml: 760180
50ml: 768180

Rasierklingen (Single Edge Blades) 61-0117 Personna/GEM USA

Mikrotom Klingen Type N35 Feather Japan

Deckglaser - R. Langenbrinck Emmendingen, Deutschland
Histologieschnitte (Histoslide 2000 R) | 00721229 Leica Instruments GmbH Nussloch, Deutschland
Histologieschnitte (TRUBOND 380 | TRU-scientific 0380B Japan

Microscope Slides)

Biopsy Punch 3mm 5011091105036 Smithkline Beecham Ltd. UK

weil3

Biopsy Punch 6mm 5011091105005 Smithkline Beecham Ltd. UK

weil3

Biopsy Punch 3,5mm 48351 Kai medical GmbH Solingen, Deutschland
grin

Akupunkturnadeln mit Silbergriff ohne | MEG 148301 megro Wesel, Deutschland
Fithrungsrohrchen 0,2 x 15 mm

Priifsoftware TestXpert I1 - Zwick-Roell Ulm, Deutschland
Microsoft Word - Microsoft Corp. USA

Microsoft PowerPoint - Microsoft Corp. USA

IMP®, Version 12.1.0 SAS Institue Inc. USA

4.2 Probenpriparation

Um die Knorpelintegration zu untersuchen wurde ein Disc-Ring-Modell verwendet. Nach der
Herstellung der Konstrukte wurden diese in verschiedenen Gruppen kultiviert und anschlieend
mittels Push-out-Tests die mechanische Integrationsstirke gemessen. Zudem wurden
histologische Untersuchungen der Integrationszone durchgefiihrt, um die Abhdngigkeit der

Integration von der Kollagensynthese auf den Integrationsprozess zu beurteilen.

Die Herstellung der Knorpelkonstrukte folgte nach den Vorversuchen einem strengen

Algorithmus, um standardisierte Knorpelkonstrukte herzustellen.

Algorithmus zur Herstellung der ,, Push-out-Konstrukte *“:

1. Extrahieren des Knorpels aus dem Ferkelknie

2. Ausstanzen der Knorpelzylinder
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Zuschneiden der Knorpelzylinder
Markierung der Knorpelscheiben

Ausstanzen des Kern-Defekts

AN

Fixierung des Kernstiicks innerhalb des Defekts

1. Extrahieren des Knorpels aus dem Ferkelknie:

Der Knorpel fiir die Herstellung der Konstrukte stammt aus den Femurkondylen der Hinterldufe
von Spanferkeln im Alter zwischen 8 und 12 Wochen. Die Tiere wurden von einer regionalen
Metzgerei bezogen und standen unter der gesetzlich vorgeschriebenen tierdrztlichen Kontrolle.
Am Tag der Schlachtung erfolgte die Extrahierung des Knorpels iiber eine Kapsulotomie.
Wihrend des Vorgangs wurde das Kniegelenk mit einer Losung aus PBS mit 1 % Penicillin
und 1 % Streptomycin gespiilt.

2. Ausstanzen der Knorpelzylinder:

Nach Inzision und stumpfer Exzision einer Knorpelplatte folgte das Ausstanzen der
Knorpelzylinder via Biopsie Punch mit einem Durchmesser von 6 mm. Nach der Extraktion
wurden die Knorpelzylinder in einer 48-Well Mikrotiterplatte mit oben genannter Losung

feucht gehalten.

3. Zuschneiden der Knorpelzylinder:
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Das Zuschneiden der Zylinder auf eine Hohe von 1 mm wurde in einer speziell angefertigten

Schneidevorrichtung durchgefiihrt (Abb. 1).

Abb. 1: Schneidevorrichtung, einliegender Knorpelzylinder und eingebrachte Rasierklinge als
Anlagefliche

Die Schneidevorrichtung hat, wie auf Abbildung 1 und 2 ersichtlich, mehrere Einkerbungen fiir
Rasierklingen mit verschiedenen Abstéinden von 0,25 bis ca 1,75 mm. Das Zuschneiden erfolgte
in je drei Schritten. Der Knorpelzylinder wurde in die dafiir vorgesehene Auskerbung gelegt
und an beiden Enden jeweils ein 0,25 bis 0,55 mm grofes Stiick entfernt, je nach
Ausgangsdicke des initialen Knorpelzylinders. Hierflir wurde der Knorpel jeweils mit der zu
schneidenden Seite an eine Rasierklinge gedriickt, welche als Anlagefldche diente. Hierdurch
entstand eine planare Anlagefliche des Knorpelzylinders fiir den weiteren Schneideprozess.
Von der ostealen Seite wurde dann im nédchsten Schritt erneut ein ca. 0,5 mm grofles Stiick
abgeschnitten, damit moglichst die komplette subchondrale Platte und gelenkseitig die
superfizielle Zone entfernt werden konnte. Im dritten Schritt wurde der Zylinder dann in

Knorpelscheiben mit Héhe von 1 mm geschnitten (Abb. 1, 2).
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Rasierklinge Ausgeschnittener Bereich
—
}
1mm 1mm 1mm 1mm

W

Knorpelzylinder

Abb. 2: Schneidevorrichtung,; Schematische Zeichnung, Seitenansicht mit Knorpelzylinder

4. Markierung der Knorpelscheiben.:

Mithilfe von verdiinntem Methylenblau wurden die Knorpelscheiben dann mit einer Linie

markiert (Abb. 3).

Markierte Knorpelscheibe Kernstiick

6 mm 3mm
Abb. 3: ,, Push-out-Konstrukt“ nach dem Schneidevorgang mit Hohe von 1 mm mit

Knorpelring

Methylenblau markiert;, Markierter Knorpelring und Kernstiick nach dem Stanzvorgang;,

Zusammengesetztes Konstrukt mit ausgerichteter Markierung

5. Ausstanzen des Kern-Defekts:
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Danach wurden die Knorpelscheiben in die Haltevorrichtung der speziell angefertigten
Stanzvorrichtung gelegt, die Haltevorrichtung zusammengesteckt und auf das Stanzmodul
montiert. Hier wurde dann in Fiihrung durch das Modul das Kernstiick (,,Core) mit einem

Biopsie Punch ausgestanzt (Abb. 4).

Die vorher gesetzte Markierung diente nun als Orientierungshilfe zum identischen Einsetzen

und Ausrichten des ,,Cores* im Knorpelring (Abb. 3).

Abb. 4: Stanzvorrichtung, Stanzmodul mit montierter Haltevorrichtung, getrennte Teile der

Haltevorrichtung mit eingebrachter Probe

Durch die in Abbildung 1, 2 und 4 dargestellten, speziell angefertigten Vorrichtungen war es
moglich reproduzierbar einen mittigen, rechtwinklig zur Oberfldche verlaufenden Stanzkanal
des Kernstiicks zu garantieren und somit etwaige Fehlerquellen in der anschlieBenden

mechanischen Messung zu beseitigen.

Zur Herstellung der ,,Push-out-Konstrukte® innerhalb dieses Versuchsautbaus wurden jeweils

Kernstiicke mit dem Durchmesser 3 mm und via Biopsie Punch ausgestanzt.

6. Fixierung des Kernstiicks innerhalb des Defekts:

Die Kernstiicke mit dem Durchmesser 3 mm wurden in den 3 mm breiten Defekt der
Knorpelringe  eingesetzt und  mittels langzeitstabilem  Fibringel —mit einer

Fibrinogenkonzentration von 50 mg/ml geklebt (Eyrich et al. 2007).
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Die gestanzten Knorpelringe wurden zum Kleben in Ser Gruppen auf eine Teflonplatte gelegt.
Die nach dem Stanzen in PBS feucht gehaltenen Discs und Cores wurden zuvor getrocknet. In
einem Durchgang wurde nun jeweils 3,5 pl der angesetzten Fibrinkomponente (1024,8 mg
Fibrinogen (76,5 % Protein, 91,2 % clottable), 7,15 ml Aprotinin-Losung, 102,5 mg NaCl) in
den Defekt des Knorpelrings pipettiert. Nun wurde die Pipettenspitze getauscht. Anschlieend
wurden 3,5 pl Thrombinkomponente (Baxter thrombin dilution buffer: 4,44 mg/ml CaCl, (M
= 110,98 g/mol), 10 mg/ml NaCl (M = 58,44 g/mol), 3 mg/ml Glycin (CoHsNO,, M = 75,07
g/mol), 30 mg Thrombin S Lyophilisats aus TissuCol® Kit in 50 ml Puffer) in den mit Fibrin
gefiillten Defekt gegeben und per Pipette vermischt. Das Kernstliick wurde anschlieBend im
Defekt platziert. Der liberschiissige Fibrinkleber wurde dann mit einem Prézisionstuch entfernt.

Dieser Vorgang wurde im Anschluss fiir die restlichen 4 Discs wiederholt.

AbschlieBend wurden die geklebten Konstrukte auf der Teflonplatte aufliegend fiir 30 Minuten
in einer mit feuchtem Papier ausgelegte Zellkulturschale in einem Inkubator bei 37° C

inkubiert, um den Fibrinkleber aushérten zu lassen.

Vor der Gewebekultivierung wurden die Konstrukte in einer 48-well-Mikrotiterplatte dreimalig

mit PBS gewaschen.

4.3 Kultivierung

Zur In-vitro-Kultivierung wurde ein standardisiertes chondrogenes Néhrmedium benutzt. Das
Standardmedium bestand aus DMEM mit einem Glukosegehalt von 4500 mg/1, 0,1 % Prolin
(50 mg/ml), 0,1 % (50 mg/ml) Ascorbinsiure (L-Ascorbic acid 2-phosphate) (50 mg/ml), 1 %
Penicillin (100 U/ml), 1 % Streptomycin (0,1 mg/ml), 1 % NEAA (Non Essential Amino Acids)
(0,1 mM), 1 % 1 M HEPES-Puffer (2-(4- (2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsiure)
(10 mM) sowie 10 % FCS (Fetal Calf Serum).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 5 verschiedene Gruppen mit unterschiedlichen

Konzentrationen von Ascorbinsdure und Ethyl-3,4-dihydroxybenzoat (EDHB) im
Kulturmedium fiir jeweils 7, 14 und 21 Tage im Inkubator (37° C, 5 % CO2) kultiviert.
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Neben der Gruppe mit der Konzentration von 50 pg Ascorbinsdure/ml wurde eine Gruppe mit
einer Konzentration von 100 pg Ascorbinsdure/ml und 2 Gruppen mit jeweils 50 ug
Ascorbinsdure/ml und dem Zusatz des Kollagensyntheseinhibitors EDHB in verschiedener
Konzentration kultiviert und anschlieBend untersucht. Hierbei wurde EDHB in einer Gruppe
mit einer niedrigen Konzentration von 0,05 mM und in der zweiten Gruppe mit einer hohen

Konzentration von 0,2 mM zugesetzt.

Uberblick der unterschiedlichen Gruppen:

Gruppe ,, w/o Ascorbinsdure “ ohne den Zusatz von Ascorbinsdure zum Medium
Gruppe ,, 50 ug/ml Ascorbinsdure “

Gruppe ,, 100 ug/ml Ascorbinsdure *

Gruppe ,, 50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM EDHB “

Gruppe ,, 50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB *

Jedes Knorpelkonstrukt wurde in 1,5 ml Medium kultiviert, welches dreimal pro Woche

gewechselt wurde.

4.4 Biomechanisches Messverfahren

4.4.1 Materialpriifmaschine

Um die Integrationsstirke der unterschiedlichen Knorpelkonstrukte biomechanisch zu messen,
wurde eine Priifmaschine vom Typ Zwick-Roell-BZ020/TH2A (Werksnummer: 176877)
verwendet (Abb. 5).

4.4.2 Aufbau und Durchfithrung

Der Grundaufbau besteht aus einem Lastrahmen, welcher eine vertikale, bewegliche Traverse
trigt und aus einer Grundplatte mit Haltevorrichtung fiir die Probe (Abb. 5). An der
beweglichen Traverse wurde ein Kraftaufnehmer montiert. An diesem konnte die Halterung
des Messstiftes befestigt werden. Der Kraftaufnehmer der Firma HBM (Modellnummer:

Z6FD1) gehort zu der Genauigkeitsklasse D1 mit einer maximalen Last von 10 kg (Emax) bei
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einem Mindestteilungswert (Vmin) von 0,0360 %. Mit dieser Messvorrichtung konnen Krifte

bis zu 98,1 N gemessen werden.

Traverse —————»

Kraftaufnehmer

Halterung fiir Messstift

Messstift

Haltevorrichtung mit
Ausrichteeinheit

Abb. 5: Materialpriifmaschine mit Haltevorrichtung der Probe und Ausrichteeinheit nach

Abschluss der Kalibrierung

Der speziell angefertigte Messstift (Durchmesser 2 mm, Feinmechanik Sauer, Wiirzburg,

Deutschland) sollte in diesem Versuchsaufbau senkrecht auf das Kernstiick des kultivierten

Knopelkonstrukts (Durchmesser 3 mm) treffen, Druck auf dieses ausiiben, um somit die Kraft

zu ermitteln, welche bendtigt wird um den ,,Core™ des Konstruktes senkrecht gegen den

Knorpelring zu verschieben (Abb. 5, 6, 7).

28



Material und Methoden

Halterung
Messstift
Kernsttick
Knorpelring — 1mm
Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
Messstift
Integrationszone
Kernstiick

Konstrukt

Haltevorrichtung

Abb. 7: Schematische Darstellung des Messvorgangs

Auf die Grundplatte auf dem Boden der Priifmaschine wurde eine Haltevorrichtung zur

korrekten Ausrichtung der Konstrukte via Feststellschrauben fixiert. Durch die
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Haltevorrichtung konnte reproduzierbar eine Ausrichtung der Probe im 90° Winkel zur
Grundplatte gewihrleistet werden. Die fiir das Konstrukt eingearbeitete Vertiefung hatte einen
entsprechenden Durchmesser von 6 mm und eine Tiefe von 5 mm, sodass das Konstrukt
passgenau einlag. So konnte gewihrleistet werden, dass es wihrend des Priifvorganges zu
keiner Dislokation der Probe kam. Die Kalibrierung des Messstiftes in einer rechtwinkligen
Lage in der Haltevorrichtung erfolgte mittels einer speziell angefertigten Ausrichtungseinheit,
welche in Form einer ,,Kappe* auf die Haltevorrichtung der Probe aufgesetzt wurde. Exakt
mittig dieser Ausrichtungseinheit befand sich eine Offnung mit dem Durchmesser des

Messstiftes (Abb. 8).

Im Rahmen der Vorbereitungen des Messvorgangs und Kalibrierung der Messeinheit wurde
der Messstift in die Ausrichtungseinheit eingesetzt und die beweglichen Traverse an den
Messstift angefahren. Der Stift konnte so in der vorgegebenen 90° Ausrichtung fixiert und die

exakte Ausrichtung der Messvorrichtung eingestellt werden.

Die zusammengesetzte Haltevorrichtung wurde anschlieSend mittels Feststellschrauben auf der
Grundplatte der Priifmaschine fixiert und abschlieBend die Ausrichteeinheit von der

Haltevorrichtung der Probe entfernt.

Grundplatte

Abb. 8: Aufbau zur Kalibrierung im Rahmen der Vorbereitungen der Messvorgdnge

Die Daten wurden iiber die Priifsoftware TestXpertlI® ausgewertet. In der Priifvorschrift der

Software konnten unter anderem die Startposition und die Anfahrtsgeschwindigkeit
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programmiert werden. Die Geschwindigkeit, mit welcher der Messstift auf die Probe trifft, kann
hierbei zwischen 0,5 pm/min und 500 mm/min eingestellt werden. Die endgiiltig in der
Priifvorschrift festgelegte Anfahrtsgeschwindigkeit betrug 10 mm/min. Im Rahmen der
Vorversuche wurden unterschiedliche Anfahrtsgeschwindigkeiten verglichen. Diese zeigten
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Messwerte. Das Programm zeigte die im
Sinne eines ,,load to failure*“-Prinzips ermittelten Werte der maximalen Kraft zum ,,Push-out*
des Kernstiicks (Fmax) in Newton sowie die nominelle Verformung bei Fmax in Millimetern
mit der dazugehorigen Kurvengrafik (Abb. 9, 10). Vor jeder biomechanischen Messung wurde
individuell mittels Feinmessgerdt die Hohe der Proben ermittelt und in der Priifsoftware
eingetragen. Die ermittelten Werten, normiert auf die Fliche der Grenzflichen, sind

reprasentativ fiir die Integrationsstirke.
Die oben genannten Gruppen wurden jeweils nach einer Kultivierungsdauer von 7, 14 und 21

Tagen biomechanisch getestet. Zudem erfolgte die mechanische Testung von Bezugsgruppen

zur Untersuchung der Adhédsionskraft des Fibrinklebers.

4.4.3 Messkurve & Berechnung der Adhisionskraft

1.0

0.8

0.6

Kraft in N

0.4

0.2

0.0 : = ' ‘
0 2 4 6 8 10
Standardweg in mm

Abb.9: Messkurven einer Versuchsgruppe in der Auswertungssoftware TestXpertlI®
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Abbildung 9 veranschaulicht den Kurvenverlauf einer Messung in der Priifsoftware
TestXpertlI® wihrend eines Messvorgangs mit mehreren Proben. Die Kurven der einzelnen
Messdurchlaufe werden zur Differezierung in verschiedenen Farben dargestellt. Die
Kurvenverldufe zeigten jeweils einen dhnlichen, typischen Verlauf, welcher im Folgenden

genauer erldutert wird.

3
Fmax
e e

2 P
pd
=
=
d
4

Plateau
1 ,
Anfahrt
0 /
0 1 2 3
Standardweg in mm

Abb. 10: Schematische Messkurve in der Auswertungssoftware TestXpertlI® mit Beschriftung
der Kurvengrafik

Abbildung 10 zeigt schematisch den Kurvenverlauf einer Messung in der Priifsoftware
TestXpertlI® wihrend eines Messvorgangs. Auf der Y- Achse wurde die Kraft in Newton und
auf der X-Achse der Standardweg in mm angegeben.

Der typische Kurvenverlauf bestand aus dem Anfahrtsweg, einer aufsteigenden Kurve, welche
im Sinne einer ,,Joad to failure* in der maximal gemessenen Kraft Fmax gipfelt, sowie einer

hiernach folgenden gleichbleibenden Kraft (,,Plateau’).
Der, auf die Y-Achse bezogen, gemessene Wert Fmax entsprach der Kraft, welche benétigt
wurde, um die Adhésion, welche durch die Integration entstand, zu 16sen. Das in Abbildung 15

dargestellte Plateau entsprach der konstanten Kraft, die nach dem Losen der Integrationsstirke
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benoétigt wurde, um das Kernstiick komplett aus dem Knorpelring zu schieben. Die auf der X-
Achse angegebene Strecke in mm entsprach in den Versuchen dem Anfahrtsweg sowie dem
Weg, um das Kernstiick komplett aus dem Knorpelring zu driicken. Dieser Weg entsprach der
jeweiligen Probenhohe, welche vor jeder biomechanischen Messung individuell gemessen
wurde. Aus der jeweiligen Probenh6he wurde die Integrationsfliche berechnet. Diese entsprach

hierbei der Mantelfliche (M) des Knorpelkerns in mm?:

M=2rxrxh

Aus dem Wert Fmax, angegeben in Newton, wurde anschlieBend unter Einberechnung der
vorher berechneten Integrationsfliche die Adhisionskraft errechnet. Die Adhésionskraft wurde

in kPa angegeben.

Fmax (N)
Integrationsfliche (mm2) * 1000

Adhasionskraft (kPa) =

4.5 Uberpriifung der Vitalitit

Als Vitalitétstest wurde ein MTT-Tetrazolium Reduktions-Assay durchgefiihrt. Der MTT-Test
ermoglichte eine Einschidtzung der Vitalitit der Gewebekulturen im Anschluss an die

biomechanische Testung (Riss et al. 2004).

Hierzu wurde eine Stammldsung (,,staining solution®) angesetzt. Diese setzte sich aus 5 mg
MTT/ ml in destilliertem Wasser, welches durch 0,2 um Filterpapier steril filtriert wurde,
zusammen. Die biomechanisch getesteten Konstrukte wurden im Anschluss in einer
Mikrotiterplatte in 400 pl Ndhrmedium mit 40 pl ,MTT-staining-solution” auf einem

Orbitalshaker bei 37° C fiir mindestens zwei Stunden inkubiert.

Mit Hilfe des MTT-Tests wird die Aktivitit der Dehydrogenasen in den Mitochondrien getestet.
Nach Zugabe von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
nehmen die vitalen Zellen die Farbeldsung als Substrat auf und wandeln sie in das dunkelblaue
Formazan um. Vitale Konstrukte zeigen sich blau verférbt, avitale Konstrukte zeigen sich ohne

bzw. mit geringer blauer Farbung.
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Im Rahmen der Versuchsgruppe ,,D0“ wurde zur Qualitdtskontrolle des MTT-Assays im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe eine zweite Gruppe als Negativkontrolle (Tot-
CTRL) getestet. In der Negativkontrollgruppe wurden mehrere Knorpelscheiben dreimalig bei

-80° C eingefroren, um alle Knorpelzellen des Konstrukts abzutoten.

In den Vorversuchen wurde zudem eine photometrische Messung der optischen Dichte zur
genaueren Bestimmung der Zytotoxizitit durchgefiihrt. Hierzu wurden die Konstrukte in 400
pl Nahrmedium mit 40 pl ,,staining solution, wie bereits beschrieben, bei 37° C fiir zwei
Stunden inkubiert. Die ,,staining solution* wurde entfernt und eine ,,solubilization solution* (10
% Triton X-100 und 0,1 N HCL in 2-Propanol) hinzugegeben. Bei Raumtemperatur wurden
die Konstrukte tiber Nacht inkubiert. Die optische Dichte der Losung wurde durch eine
Absorptionsphotometrie bei einer Wellenldnge von 570 nm ermittelt, um die Menge des

herausgelosten Farbstoffes zu quantifizieren.

4.6 Histologie

Ein Teil der Proben wurde fiir histologische Untersuchungen préipariert. Die Stichproben
wurden hierfiir zundchst iiber Nacht in 3,7 % Formalin fixiert. Die formalinfixierten Proben
wurden dann in Paraffin eingebettet und im Mikrotom Querschnitte mit einer Schnittdicke von
2 um angefertigt. Die Schnitte wurden auf die Objekttrager aufgezogen, im warmen Wasserbad
geglattet und anschlieBend bis zu 12 Stunden in einem Ofen bei 45° C getrocknet.

Die Entparaffinierung erfolgte mittels absteigender Alkoholreihe. Die entparaffinierten
Schnitte wurden dann mit Safranin-O zur Darstellung des Proteoglykangehalts (Lillie und
Fullmer 1976) und mittels Antikorperfairbung zur Darstellung von Kollagen Typ I und II
angefarbt.

Safranin-0:
Wie bereits beschrieben sind Proteoglykane Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix und
lassen sich mittels Safranin-O-Firbung darstellen. Die Farbung erfolgte nach folgendem

Protokoll:

34



Material und Methoden

Protokoll ,, Safranin-O-Fdrbung ““:

X 2 N S AN~

~ o~ O~
N

Spiilung in destilliertem Wasser fiir 1 min
Weigert's Hematoxylin fiir 6 min
Eintauchen in destilliertes Wasser
Eintauchen in 0,5 % Salzsdure-Ethanol
Spiilung unter laufendem Leitungswasser fiir 5 min
0,02 % ,,Fast Green* fiir 4 min

3 x Eintauchen in 1 % Essigsdure

0,1 % Safranin-O fiir 6 min

10 x Eintauchen in 95 % Ethanol

20 x Eintauchen in 100 % Propanol
Xylol fiir 2 min

Aufkleben der Deckgliser auf die Objekttrdger mittels Entellan®

Immunohistochemische (IHC) Firbung fiir Kollagen I und Kollagen II:

Zur Darstellung von Kollagen I und 1I

in der

Integrationszone erfolgte eine

immunhistochemische Antikorper (AK)-Farbung. Auf die fixierten Gewebeschnitte wurde

zuerst der primire Antikdrper in entsprechender Verdiinnung in PBS auf die Schnitte pipettiert

und tiber Nacht bei 4° C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit

PBS wurde der entsprechende mit einem Fluoreszenzfarbstoft gekoppelte Sekundirantikorper

(IgG des Primér-Antikorpers) appliziert und fiir 1h in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach

wiederholtem Waschen erfolgte dann noch eine Kernfarbung und das Eindeckeln mit DAPI

Mounting Medium (1:1000). Zuletzt wurden die gefarbten Schnitte lichtgeschiitzt eingedeckt

und dunkel bei 4° C gelagert. Die Farbung erfolgte nach dem folgenden Protokoll:

Protokoll IHC- Férbung fiir Kollagen I und Kollagen 11:

1.
2.
3.

Andau in Proteinase K Losung fiir 10 min

1 % BSA in PBS fiir 20 min

Primdrer Antikorper fiir mind. 2h in feuchter Kammer inkubieren

Kollagen I:

1:800 Col I -AK (mAB, mouse abcam ab6308; Schwein) in Antibody Diluent (DAKO

52022)
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Kollagen II:
1:400 Col Il -AK (pAB, rabbit abcam ab34712; Schwein) in Antibody Diluent (DAKO

S$2022)
4. 3x3 min PBS
5. Sekunddirer Antikorper fiir 1 h in feuchter Kammer inkubieren

Kollagen I:
1:400 donkey-anti-mouse Cy3 (rot) (dianova, Jackson ImmunoResearch 715-165-150)

Kollagen II:
1:400 goat-anti-rabbit Cy3 (rot) (dianova, Jackson ImmunoResearch 111-585-008)

6. Eindeckeln mit DAPI Mounting Medium (1:1000)

4.7 Auswertung und Statistik

Die Auswertung der durch TestXpertlI® erstellten Messdaten erfolgte mit MicrosoftExcel®
und JMP®. Mit MicrosoftExcel® wurden Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie die
Integrationskraft in Bezug auf die Integrationsfldche errechnet. Zudem wurden mit diesem
Programm Diagramme und Grafiken erstellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
JIMP®, Version 12.1.0, SAS Institute Inc., Cary, NC. Die Signifikanzberechnung wurde mittels
,» Wilcoxon-Test fiir unabhéngige Stichproben‘ durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf

einen Wert von p < 0,05 festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Vorversuche

Im Rahmen der Vorversuche wurde der Algorithmus der Herstellung der ,,Push-out-

Konstrukte* etabliert.

Algorithmus zur Herstellung der ,, Push-out-Konstrukte *“:

Extrahieren des Knorpels aus dem Ferkelknie
Ausstanzen der Knorpelzylinder

Zuschneiden der Knorpelzylinder
Markierung der Knorpelscheiben

Ausstanzen des Kern-Defekts

AN N e

Fixierung des Kernstiicks innerhalb des Defekts

Die Fixierung des Kernstiicks (Schritt 6/6) im Disc-Ring-Modell stellte bei der Festlegung der
Standards im Algorithmus zunéchst ein Problem dar, welches im Laufe der Vorversuche gelost

werden konnte. Die Fixierung erfolgte im Rahmen der Vorversuche mit zwei unterschiedlichen

Methoden.

Neben der im endgiiltigen Versuchsaufbau gewéhlten Methode mittels Fibrinkleber wurde die
Moglichkeit einer manuellen Fixierung erprobt. Diese manuelle Fixierung erfolgte mit
Akkupunkturnadeln im ,,press-fit“-Modell (Obradovic et al. 2001).

Der Ablauf der Probenpréparation beider Methoden unterscheidet sich in den Schritten 5/6

(,,Ausstanzen des Kern-Defekts*) und Schritt 6/6 (,,Fixierung des Kernstiicks innerhalb des

Defekts*) wesentlich. Die Unterschiede werden im Folgenden jeweils beschrieben.

5.1.1 ,,Press-fit“-Modell

Im Rahmen der Vorversuche mit manueller Fixierung des Kernstiicks wurde das 3,5 mm

messende Kernstlick mittels 2 im 90° Winkel zueinander eingebrachten Akkupunkturnadeln im
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Knorpelring verankert. Die Akkupunkturnadeln bestanden aus sterilem, medizinischem

Edelstahl mit einem kupferhaltigen Griff (Abb. 10).

Wie in den Abbildungen 11 und 12 ersichtlich wurden die 3.5 mm Kernstiicke hierzu hindisch
in den Knorpelring gedriickt und in eine speziell hierfiir angefertigte Haltevorrichtung
eingebracht. Die U-formige Vorrichtung aus Polyethylen hatte eine Einkerbung mit der Hohe
von 1 mm und war flexibel, sodass eine voriibergehende Fixierung des Konstruktes gegeben

war. Die endgiiltige Fixation gelang dann durch die eingebrachten Akkupunkturnadeln.

Abb. 11: Foto der U-formigen Fixierungsvorrichtung aus Polyethylen mit voriibergehend

fixiertem ,, press-fit “-Konstrukt und Foto der manuellen Fixierung durch 2 Akkupunkturnadeln
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A 3,5mm B

3mm Kernstiick
Akkupunkturnadeln
Ohne Griff

1mm

Knorpelring

Abb. 12: Schematische Zeichnung des ,, press-fit “-Modells und der manuellen Fixierung durch
2 Akkupunkturnadeln

Im Rahmen der ersten Kultivierung wurden die Griffe der Akkupunkturnadeln noch nicht
entfernt. Es zeigte sich hier jedoch beim Wechsel des Nihrmediums an Tag 4, dass dies -
ersichtlich an seiner unverdnderten Farbe - nicht wie iiblich umgesetzt wurde. Angesichts des
Verdachts, dass die Konstrukte aufgrund einer Reaktion mit den nickelhaltigen Griffen nicht
mehr vital waren, fiihrten wir einen Versuch mit anschlieBender Vitalititskontrolle mittels

MTT-Assay durch.

Neben der 4 Tage mit Nickelgriffen kultivierten Gruppe (,,Griff), aus der 4 Stichproben
getestet wurden, wurden jeweils eine Kontrollgruppe ohne Fixierung (,,Ctrl*) und eine Gruppe
mit Fixierung mittels Akkupunkturnadeln nach Entfernung des Griffs (,,Nadel*) nach einem
Tag untersucht. Zudem wurde eine Gruppe mit den entfernten Griffen fiir einen Tag (n=4)

kultiviert und untersucht.

Es zeigte sich hier im Vergleich zu der Kontrollgruppe bei den Konstrukten, welche mittels
Akkupunkturnadel ohne Griff kultiviert wurden, zum Untersuchungszeitpunkt (,,d1*) keine
Abnahme der Zellvitalitit. Die mit dem nickelhaltigen Griff kultivierte Gruppe zeigte sich im
Vergleich zu der Kontrollgruppe und der ,,Nadel“-Gruppe jedoch mit einer deutlichen
Reduzierung der Absorption bzw. der Vitalitit.
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Die Unterschiede der ,,Nadel“-Gruppe und der Kontrollgruppe gegeniiber der ,,Griff*-Gruppe
erwiesen sich im MTT-Assay mit einem p-Wert von je < 0,001 als signifikant. Bei den Werten
der Kontrollgruppe zeigte sich gegeniiber der ,,Nadel“-Gruppe hingegen kein signifikanter
Unterschied (Abb. 13).

0,50 - MTT Assay Akkupunkturnadel

0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -

mdl
0,20 -

optische Dichte

0,15 -
0,10 -

0,05 -

0,00 -
CTRL Nadel Griff

Abb. 13: Untersuchung der Zellvitalitdt mittels MTT-Assay,; Gruppen: Kontrolle, Nadel und
Griff

Auch im weiteren Ablauf zeigten sich Probleme mit der manuellen Fixierungsmethode. Nach
der Kultivierung mussten die Nadeln zur Vorbereitung der biomechanischen Messung entfernt
werden. Hierbei kam es zu einer nicht zu standardisierenden Manipulation am Kernstiick. Teils
lockerte sich dies schon makroskopisch deutlich. Der Einfluss der Manipulation auf die
Adhésionswerte in der folgenden Push-out-Messung waren nicht objektivierbar oder

abschétzbar.
In Zusammenschau der Erkenntnisse aus diesen Vorversuchen entschieden wir uns fir eine

alternative Fixierungsmethode mittels Fibrinkleber, welche sich wéahrend der Vorversuche als

geeignet zeigte.
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5.1.2 Fibrinkleber

Ohne Fixierung durch die Akkupunkturnadeln driickte sich der Knorpelkern mit 3,5 mm
Durchmesser aufgrund der hohen zirkuldren Kraft aus dem Defekt. Aus diesem Grund wurde

schon im Rahmen der Vorversuche mit Fibrinkleber ein 3 mm messender ,,Core* verwendet.

Zuerst wurde eine Versuchsreihe mit, wie in 4.3 beschrieben, mittels Fibrinkleber behandelten
Konstrukten in 2 Gruppen fiir 28 Tage durchgefiihrt. Die erste Gruppe mit n=7 wurde ohne den
Zusatz von Ascorbinsdure im Ndhrmedium kultiviert, die zweite Gruppe (n=8) wurde mit
50pg/ml Ascorbinsdure im Ndhrmedium kultiviert. Die Gruppen wurden nach 28 Tagen
Kultivierungsdauer mittels MTT im Hinblick ihrer Vitalitdt untersucht. Der MTT-Assay zeigte
in beiden Gruppen gleich vitalen Knorpel.

Im Rahmen dieser Vorversuche zeigte sich, dass der Versuchsautbau mit Verwendung von
Fibrinkleber zur Fixierung des Kernstiicks im Disc-Ring-Modell dazu geeignet war eine
fehlerfreie und reproduzierbare Messung durchzufiihren. Nach 28 Tagen Kultivierung mit
Fibrinkleber waren die Konstrukte vital, sodass die geplante Kultivierung unter den in 4.4
genannten Kultivierungsbedingungen fiir die geplante Dauer von 7, 14 und 21 Tage

durchgefiihrt werden konnte.

Als Bezugsgruppen wurden zuerst die Gruppen ,,D0 Nativ* als native Gruppe und ,,DO Fibrin*
getestet. Die Gruppe ,,D0 Nativ* wurde ohne Kultivierung (Tag 0) und ohne Fixierung mittels
Fibrinkleber direkt nach der Probenpréparation als Bezugs-/ Kontrollgruppe biomechanisch
untersucht und Stichproben fiir die Histologie gewonnen. Die Gruppengrole der
biomechanischen Messung von ,,D0 Nativ* belief sich auf n=43. Die Gruppe ,,D0 Fibrin* mit
n= 8 wurde nach der Probenpriparation und Fixierung mit Fibrin ohne anschlieBende

Kultivierung (Tag 0) untersucht.
Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Adhéasionskraft beider Gruppen mit 3,17

kPa fiir die nativ gemessene Gruppe ,,D0 Nativ* und 12,32 kPa fiir die mit Fibrinkleber
behandelte Gruppe ,,D0 Fibrin“ mit p > 0,0001 (Abb. 14).

41



Ergebnisse

In die weiteren Versuche wurde die mit Fibrinkleber fixierte Gruppe als Referenz ohne weitere
Kultivierung (Tag 0) integriert und ist in der grafischen Darstellung ab 5.2.1 jeweils als

Bezugsgruppe ,,D0* abgebildet.

Bezugsgruppen

Adhésionskraft (kPa)
£ o S I~ IS & &

I

N

DO Fibrin DO Nativ

Abb. 14: Grafische Darstellungen der gemessenen Adhdsionskraft der Bezugsgruppen ,,D0
Fibrin“ und ,,D0 Nativ* in kPa

5.2 Kontrolle der Vitalitait

Die hergestellten Knorpelkonstrukte wurden zur Untersuchung der Vitalitit nach der
Kultivierung, wie schon im Material und Methoden Teil unter Kapitel 4.6 beschrieben, mittels
MTT-Assay untersucht. Die untersuchten ,,Push-out-Konstrukte* aller Gruppen waren nach
den Versuchen jeweils makroskopisch vital mit deutlicher blauen Anfirbung des kompletten
Knorpelrings und des Kernstiicks. Es zeigte sich kein Hinweis auf Toxizitdt der Zusatzsstoffe

Ascorbinsdure und EDHB in den verwendeten Konzentrationen.
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5.3 Biomechanische Untersuchung

In den Vorversuchen zeigte sich, dass Ascorbinsdure fiir die Integration essentiell ist. Ohne
Ascorbinsdure im Ndhrmedium blieb das Gewebe zwar vital, jedoch zeigte sich kaum messbare
mechanische Integration. Um eine Dosis-Wirkungsbeziehung der Ascorbinsdure- und EDHB-
Konzentration auf die Kollagensynthese und auf die Integration zu untersuchen, wurden die
unter 4.4 genannten 5 Gruppen jeweils in 3 unabhingigen biologischen Versuchen mit
unterschiedlichen Laufzeiten mit den Endpunkten von 7, 14 und 21 Tagen inkubiert. Die
biomechanischen Ergebnisse der einzelnen Versuche sind jeweils in den Abbildungen 15 bis
17 graphisch dargestellt. Aufgrund der Korrelation wurden die Ergebnisse aller Versuche in

Abbildung 18 zusammengefasst.

Um den Einfluss der Kollagensynthese auf die Integration in langzeitstabilem Fibrinkleber zu
untersuchen, erfolgten im Anschluss an die Kultivierung biomechanische Messungen. Die
Daten zeigten dabei den deutlichen Effekt von Ascorbinsdure auf die Integration von nativem
Gelenkknorpel auf zwei Weisen; durch die Abwesenheit von Ascorbinsidure im Kulturmedium
in der Gruppe ,,w/0 Ascorbinsdure® und durch die Blockierung der Kollagensynthese durch den

Kollagensyntheseinhibitor EDHB.

5.3.1 Einfluss der Ascorbinsaure- und EDHB-Konzentration auf die

Integration

In den Gruppen mit 7 Tagen Kulturdauer zeigten sich signifikant hohere Adhdsionswerte bei
den mit Ascorbinsdure kultivierten Gruppen im Vergleich zu der Gruppe ohne Zusatz von
Ascorbinsdure (,,w/o0 Ascorbinsiure*) mit p= 0,0024 fiir die Gruppe mit 50 pg/ml und p=
0,0122 fir 100 pg/ml. Die zwei Gruppen mit den differenten Ascorbinsdurekonzentrationen

zeigten keinen signifikanten Unterschied in den gemessenen Adhdsionswerten mit p= 0,3179.
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DO w/o Ascorbinsdure 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml
Ascorbinsiure Ascorbinsdure + 0,05 Ascorbinsiure + 0,2 Ascorbinsiure
mM EDHB mM EDHB

Abb. 15: Biomechanische Untersuchung der Adhdsionskraft in kPa an Tag 7; Gruppen:
Bezugsgruppe ,,D0*, Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure‘ ohne den Zusatz von Ascorbinsdure zum
Medium, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure”, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM
EDHB*, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsiure + 0,2 mM EDHB®, Gruppe , 100 ug/ml
Ascorbinsdure . Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen (p< 0.05) sind wie folgt
gekennzeichnet: x= signifikant zu den Werten von ,,D0*, A= signifikant zu den Werten von
., W/o Ascorbinsdure*, "= signifikant zu den Werten von ,,50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM

EDHB*, o= signifikant zu den Werten von 50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB

Im Vergleich der Adhisionswerte der Gruppen mit Ascorbinsiure zu der Bezugsgruppe ,,D0O*
zeigte sich kein signifikanter Unterschied, jedoch wiesen die mit Ascorbinsdure kultivierten
Gruppen mit je 16,28 und 14,17 kPa Adhésionskraft leicht erhdhte Durschnittswerte als ,,D0*
(12,32 kPa) auf. Die Gruppe ,,w/0 Ascorbinsdure (n=7) zeigte mit p=0,0428 im Vergleich zu
der Gruppe ,,D0* an Tag 7 signifikant niedrigere Adhdsionswerte.

Die Gruppen mit 50 pg/ml Ascorbinsiure und Zusatz von EDHB (0,05 mM mit n=12 und 0,2
mM mit n=8) zeigten zu der Gruppe ,,w/0 Ascorbinsdure* keine signifikanten Unterschiede. Im
Vergleich zu den Gruppen mit Ascorbinsdure, sowie zu der Bezugsgruppe ,,D0* jedoch zeigten
die beiden Gruppen mit Zusatz von EDHB jeweils signifikant niedrigere Mittelwerte in der

gemessenen Adhésionskraft mit je p <0,0001 (Abb. 17).
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Abb. 16: Biomechanische Untersuchung der Adhdsionskraft in kPa an Tag 14, Gruppen:
Bezugsgruppe ,,D0*, Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure‘ ohne den Zusatz von Ascorbinsdure zum
Medium, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure”, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM
EDHB*, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsiure + 0,2 mM EDHB®, Gruppe , 100 ug/ml
Ascorbinsdure . Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen (p< 0.05) sind wie folgt
gekennzeichnet: x= signifikant zu den Werten von ,,D0*, A= signifikant zu den Werten von
,, W/o Ascorbinsdure“, o= signifikant zu den Werten von 50 ug/ml Ascorbinsdiure + 0,2 mM

EDHB

An Tag 14 zeigte sich, wie in Abbildung 16 ersichtlich, weiterhin ein Unterschied zwischen
den mit Ascorbinsdure kultivierten Gruppen (je n=12) zu der Gruppe ,,w/0 Ascorbinsdure*
(n=16) und der Bezugsgruppen ,,D0“ bei, mit jeweils p< 0,0001, signifikant hoheren
Adhésionswerten der Ascorbinsduregruppen. Die beiden Gruppen mit Ascorbinsdurezusatz
zeigten erneut mit 28,77 kPa und 23,37 kPa und p= 0,2311 keine signifikante Differenz der

Integrationswerte.

Die Gruppen mit Zusatz von 0,2 und 0,05 mM EDHB zeigten mit p< 0,0001 an Tag 14 einen
signifikanten Unterschied der Integrationswerte zueinander, wobei die hoher konzentrierte
Gruppe mit 0,2 mM EDHB im Vergleich deutlich niedrigere Adhisionswerte zeigte. Die
Gruppe 0,05 mM Zusatz von EDHB zeigte zu der Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure signifikant
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hohere Werte mit p< 0,0001, jedoch zu ,,D0* und den beiden Ascorbinsduregruppen mit 50 und
100 pg/ml keine signifikante Differenz. Die Gruppe mit 0,2 mM EDHB zeigte mit p= 0,0002

signifikant niedrigere Adhisionswerte in Bezug auf die Bezugsgruppe ,,DO.

Die Gruppen ,,50 pg/ml Ascorbinsidure + 0,2 mM EDHB* und ,,w/o Ascorbinsdure® zeigten
weiterhin mit 3,52 kPa und 2,82 kPa untereinander dhnliche Adhésionswerte ohne signifikanten
Unterschied. Im Vergleich zu den Gruppen ,,50 pg/ml Ascorbinsdure” und ,,100 pg/ml
Ascorbinsdure® jedoch zeigten beide, jeweils mit p< 0,0001, signifikant niedrigere Werte in

Bezug auf die Integrationsstirke.
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Ascorbinsaure Ascorbinsdure + 0,05 Ascorbinsdure + 0,2 Ascorbinsdure

mM EDHB mM EDHB
Abb. 17: Biomechanische Untersuchung der Adhdsionskraft in kPa an Tag 21; Gruppen:
Bezugsgruppe ,,D0*, Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure‘ ohne den Zusatz von Ascorbinsdure zum
Medium, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure”, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM
EDHB*, Gruppe ,,50 ug/ml Ascorbinsiure + 0,2 mM EDHB®, Gruppe , 100 ug/ml
Ascorbinsdure . Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen (p< 0.05) sind wie folgt
gekennzeichnet: x= signifikant zu den Werten von ,,D0*, A= signifikant zu den Werten von

,, W/o Ascorbinsdure“, o= signifikant zu den Werten von 50 ug/ml Ascorbinsdiure + 0,2 mM

EDHB

An Tag 21 zeigten sich jeweils signifikant hohere Adhdsionswerte bei den Gruppen mit Zusatz

von Ascorbinsdure (50 pg/ml mit n= 10 und 100 pg/ml mit n=9) und der Gruppe ,,50 pg/ml
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Ascorbinsdure + 0,05 mM EDHB* im Vergleich sowohl zu der Bezugsgruppe ,,D0* (n=10), zu
der Gruppe ohne Zusatz von Ascorbinsdure ,,w/o Ascorbinsdure* (n=10) und zu der Gruppe
,»J0 ng/ml Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB*, jeweils mit einer Signifikanz von p> 0,0001. Die
Gruppen mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinsdure und mit Zusatz von 0,05 mM EDHB
zeigten mit Werten von 48,45 kPa, 45,37 kPa und 53,1 kPa gegeneinander keine signifikante

Differenz.

Die Gruppen ,,50 pg/ml Ascorbinsidure + 0,2 mM EDHB®, ,,w/o Ascorbinsdure® und ,, DO
zeigten sich an Tag 21, anders als an Tag 7 und 14, untereinander ohne signifikanten
Unterschied in der biomechanisch messbaren Integration (Abb. 19).
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Abb. 18: Zusammenfassende Darstellung der biomechanischen Untersuchungen der
Adhdsionskraft (kPa) aller Gruppen an Tag 0, 7, 14 und 21, Signifikanzunterschiede zwischen
den Gruppen (p< 0.05) sind wie folgt gekennzeichnet: x= signifikant zu den Werten von ,,D0*,
A= signifikant zu den Werten von ,,w/o Ascorbinsdure“, "= signifikant zu den Werten von ,,50
ug/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM EDHB®, o= signifikant zu den Werten von 50 ug/ml
Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB, #= signifikant zu dem Wert derselben Gruppe zum vorherigen
Zeitpunkt

Abbildung 18 zeigt noch einmal zusammenfassend die biomechanisch getesteten Gruppen an

Tag 7, 14 und 21. Die mit EDHB kultivierten Gruppen zeigten im Gesamtiiberblick im direkten
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Vergleich an Tag 7 noch keinen signifikanten Unterschied in der Adhésionsstirke. An Tag 14
und 21 zeigte sich jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit einer
Steigerung der Werte der Gruppe mit der niedrigeren Konzentration von 0,05 mM. Die Gruppen
mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinsdure zeigten sich an Tag 7 noch mit signifikantem
Unterschied zu der Gruppe mit niedrig dosiertem EDHB-Zusatz. Ab Tag 14 gibt es keine
signifikante Differenz der drei Gruppen untereinander. Jedoch zeigten sich ab Tag 14
signifikant hohere Werte dieser Gruppen im Vergleich zu der Gruppe mit hoch dosiertem
EDHB (0,2 mM). Die Gruppen ohne Ascorbinsdure und mit Zusatz von 0,2 mM EDHB zeigten

sich zu allen Testzeitpunkten ohne signifikanten Anstieg der Integrationswerte.

Als Bezugsgruppe wurde, wie unter 5.1.2 beschrieben, ,,D0 Fibrin“ als Bezugsgruppe in den
Abbildungen 15 bis 18 als ,,D0“ grafisch dargestellt. ,,DO Nativ* wurde als weitere
Referenzgruppe, welche weder geklebt noch kultiviert wurde, nicht grafisch dargestellt. An Tag
7, 14 und 21 zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen der ohne
Zusatz von Ascorbinsdure kultivierten Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure* und der Gruppe ,,DO

Nativ.
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5.3.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Integration

Dargestellt in Abbildung 19 ist der Mittelwert der gemessenen Adhésionskraft in kPa als Mal}

fiir die Integration in Abhingigkeit von der Dauer der Gewebekultivierung.
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Abb. 19: Grafische Darstellungen der gemessenen Adhdsionskraft (kPa) innerhalb der
getesteten Gruppen an Tag 0, 7, 14 und 21, Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen
(p< 0.05) sind wie folgt gekennzeichnet: #= signifikant zu dem Wert derselben Gruppe zum
vorherigen Zeitpunkt

Fiir die Gruppe ohne Ascorbinsdure im Ndhrmedium zeigte sich kein signifikanter Unterschied
der Werte an Tag 7, 14 und 21 zueinander. Fiir die Gruppe mit hohem Zusatz von EDHB im
Néhrmedium mit 0,2 mM zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied der Werte an Tag

7, 14 und 21 zueinander.
In der Gruppe mit dem niedrig dosierten Zusatz von EDHB (0,05 mM) im Nédhrmedium kommt

es zu einem signifikanten Anstieg der Adhésionswerte von Tag 7 mit 4,11 kPa auf 20,35 kPa
an Tag 14 und 48,45 kPa an Tag 21 mit jeweils p< 0,0001.
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Die Gruppen mit 50 pg/ml Ascorbinséure im Ndhrmedium zeigte einen signifikanten Anstieg
der Integrationswerte von Tag 7 auf Tag 14 (p=0,0274) und Tag 7 auf Tag 21 (p=0,0001). Die
Steigerung der Werte von Tag 14 auf Tag 21 war mit p< 0,07 nicht signifikant.

Die Gruppe mit 100 pg/ml Ascorbinséure im Nédhrmedium zeigte einen signifikanten Anstieg
der Integration von Tag 7 auf Tag 14 (p= 0,0347), von Tag 7 auf Tag 21 (p< 0,0001) und von
Tag 14 auf Tag 21 (p= 0,0003) (Abb. 19).

5.4 Histologische Untersuchung

Zur Untersuchung der Integrationszone zwischen Kernstiick und Knorpelring wurden zwei
verschiedene Férbungen durchgefiihrt. Um die kollagenen Fasern darzustellen, welche
hauptsédchlich aus Kollagen Typ II bestehen, wurde eine immunhistochemische Fiarbung auf
Kollagen Typ I und II durchgefiihrt. Zur histologischen Untersuchung der Proteoglykane als

Hauptbestandteil der gallertartigen extrazelluliren Matrix erfolgte eine Safranin-O-Farbung.
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5.4.1 Einfluss der Ascorbinsiaure- und EDHB-Konzentration auf die

Glykosaminoglykansynthese

D7

w/o Ascorbinséure 50 pg/ml Ascorbinséure 100 pg/ml Ascorbinséure

50 pg/ml Ascorbinsiure 50 pg/ml Ascorbinsiure
+ 0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB

Abb. 20: Histologische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und
Knorpelkern an Tag 7; Histologische Schnitte wurden auf Glykosaminoglykane mit Safranin-
O gefirbt. Grofsenmafistab 100um

Die Safranin-O-Fiarbungen an Tag 7 zeigten den unterschiedlichen Gehalt an
Glykosaminoglykanen (GAG) im Defektspalt zwischen Ring und Kern. Der Defekt war bei den
Gruppen ,,w/o Ascorbinsdure und ,,50 pg/ml Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB* nicht geférbt.
Hier zeigte sich lediglich der Fibrinkleber als blduliche Struktur im Spalt. Bei den Gruppen ,,50
pg/ml Ascorbinsdure, ,,100 pg/ml Ascorbinsiure* und ,,50 pg/ml Ascorbinsdure + 0,05 mM
EDHB* zeigte sich der Defekt nur noch rudimentir mit Kleber gefiillt. Bei diesen Gruppen war
zu diesem Zeitpunkt bereits eine Matrixbildung im Sinne einer Extrazelluldrmatrixsynthese zu

erkennen (Abb. 20).
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D14

w/o Ascorbinsiure 50 pug/ml Ascorbinsiure 100 pg/ml Ascorbinséure

50 pg/ml Ascorbinsiure 50 pg/ml Ascorbinsiure
+ 0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB
o e

7
-

Abb. 21: Histologische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und
Knorpelkern an Tag 14; Histologische Schnitte wurden auf Glykosaminoglykane mit Safranin-
O gefirbt. Grofsenmafistab 100um

An Tag 14 zeigte sich ebenfalls eine Anfarbung der Matrix im Defektbereich bei den Gruppen
mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinséure und 50 pg/ml Ascorbinsdure mit Zusatz von 0,05
mM EDHB im Sinne einer zunehmenden Matrixsynthese. Die Gruppen “w/o Ascorbinsiure*
und ,,50 pg/ml Ascorbinsdure + 0,2 mM EDHB® zeigten histologisch weiterhin keinen
Nachweis einer Proteoglykansynthese. Auch an Tag 14 zeigten sich bei diesen beiden Gruppen

rudimentére Fibrinkleberreste als blduliche Struktur im Defektspalt (Abb. 21).
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D21

w/o Ascorbinsiure 50 pug/ml Ascorbinsiure 100 pg/ml Ascorbinséure

50 pg/ml Ascorbinsiure 50 pg/ml Ascorbinsiure
+ 0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB

Abb. 22: Histologische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und
Knorpelkern an Tag 21; Histologische Schnitte wurden auf Glykosaminoglykane mit Safranin-
O gefirbt. Grofsenmafistab 100um

Abbildung 22 zeigt bei den Gruppen mit 50 und 100 pg/ml Ascorbinsdure eine kompakte
Matrixbildung im Defektspalt an Tag 21. Bei der Gruppe mit niedrig dosiertem EDHB zeigte
sich zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine eindeutige ECM-Synthese. Zudem zeigte sich bei
diesen drei Gruppen an Tag 21, wie auch schon an Tag 14, eine vermehrte Migration von
Knorpelzellen in den mit Extrazelluldrmatrix gefiillten Defektbereich. Bei den Gruppen ohne
Ascorbinsdure und mit hoch dosiertem EDHB zeigten sich auch nach 21 Tagen keine

histologisch nachweisbare Extrazelluldrmatrix im Defektspalt.

5.4.2 FEinfluss der Ascorbinsiaure- und EDHB-Konzentration auf die

Kollagensynthese

Die in Abbildungen 23 bis 25 dargestellten Bilder der histologischen Priparate der Kollagen
Typ II-Férbung zeigen den unterschiedlichen Gehalt an Kollagen im Defektspalt zwischen Ring

und Kernstruktur. Die Kollagen Typ II Immunhistochemie zeigte bei den beiden Gruppen mit
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Zusatz von Ascorbinsdure im Ndhrmedium eine starke Férbung, kennzeichnend fiir die Bildung

einer Kollagenmatrix im Bereich der Integrationszone.

w/o Ascorbinséure 50 pug/ml Ascorbinsiure 100 pg/ml Ascorbinséure
50 pg/ml Ascorbinsiure 50 pg/ml Ascorbinsédure
+ 0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB

- 100 pm

Abb. 23: Immunhistochemische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und

Knorpelkern mittels Kollagen-Typ II-Fdrbung an Tag 7; Groffenmafistab 100um

Nach 7 Tagen zeigte sich bei den mit 50 und 100 pg/ml Ascorbinsédure kultivierten Préparaten
der immunhistochemische Nachweis einer kollagenen Matrixbildung im Defektspalt. Im
Vergleich dazu zeigte sich bei den Priparaten der Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure” keine
Kollagenmatrix. Im Bereich der neu gebildeten Matrix im Defektspalt zeigten sich bei den
Gruppen mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinsdure Knorpelzellen, zu erkennen an den blau
gefidrbten Zellkernen.

Unter dem Einfluss von EDHB zeigte sich an Tag 7 bei einer hohen Konzentration des
Kollagensyntheseinhibitors (,,0,2 mM EDHB) histologisch keine eindeutige Kollagensynthese
im Defekt, vergleichbar mit der Gruppe ,,w/0 Ascorbinséure®. Unter dem Zusatz einer niedrigen
Konzentration EDHB (,,0,05 mM EDHB®) jedoch zeigte sich nach 7 Tagen eine
Kollagensynthese im Randbereich des Defektspalts (Abb. 23). Verglichen mit der
Matrixbildung der Gruppen mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinsdure zeigte sich diese eher
randstindig, im Defektspalt zeigte sich eine geringere Firbung, beziehungsweise

vergleichsweise weniger Kollagenmatrix.
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w/o Ascorbinsdure 50 pug/ml Ascorbinséure 100 pg/ml Ascorbinsdure
50 ug/ml Ascorbinséure 50 pg/ml Ascorbinsiure
+ 0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB

- 100 pm

Abb. 24: Immunhistochemische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und

Knorpelkern mittels Kollagen-Typ II-Fdrbung an Tag 14, Groffenmafistab 100um

In der Abbildung 24 ldsst sich bei den mit Ascorbinsidure sowie niedrig dosiertem EDHB-
Zusatz kultivierten Préparaten nach 14 Tagen eine kompakte Matrixbildung erkennen. Dies
zeigte sich in nahezu der gesamten Zirkumferenz des Defektspaltes. Im Bereich der neu
gebildeten Matrix im Defektspalt zeigten sich bei der Gruppe mit 50 pg/ml und 100 pg/ml
Ascorbinsdure Chondrozyten, zu erkennen an den blau gefarbten Zellkernen in der 20-fachen
VergroBerung. Im Vergleich dazu zeigte sich bei den Priparaten der Gruppe ,,w/o
Ascorbinsédure® und den Priparaten der hochdosierten EDHB-Gruppe keine Kollagenmatrix im

Defektbereich.
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w/o Ascorbinsiure 50 pug/ml Ascorbinsiure 100 pg/ml Ascorbinséure
50 ug/ml Ascorbinséure 50 pg/ml Ascorbinsdure
+0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB

Abb. 25: Immunhistochemische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und

Knorpelkern mittels Kollagen-Typ II-Fdrbung an Tag 21; Groffenmafistab 100um

Abbildung 25 zeigt ebenfalls eine kompakte Matrixbildung in nahezu der gesamten
Zirkumferenz des Defektspaltes an Tag 21 des Kultivierungsprozesses bei einer Konzentration
von 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinsdure im Néhrmedium. Im Vergleich dazu zeigen die
Abbildungen der histologisch untersuchten Gruppe ohne Ascorbinsdurezusatz auch an Tag 21
keine Matrixbildung. Im Bereich der neu gebildeten Matrix im Defektspalt zeigten sich auch
an Tag 21 bei der Gruppe mit 50 pg/ml und 100 pg/ml Ascorbinséure Chondrozyten in der 20-

fachen VergroBerung.

Auch an Tag 21 zeigte sich bei der Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure” und der Gruppe mit
hochdosiertem Zusatz von EDHB weiterhin keine suffiziente Kollagensynthese in der
histologischen Untersuchung. Die Gruppe mit Zusatz von 0,05 mM EDHB zeigte eine Farbung
im Bereich der Zirkumferenz des Defekts dhnlich der Gruppen mit 50 pg/ml und 100 pg/ml
Ascorbinsdure zu diesem Zeitpunkt. Zusitzlich zeigte sich auch hier eine Migration von

Knorpelzellen im Bereich der neu gebildeten Kollagenmatrix (Abb. 25).
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5.4.3 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Glykosaminoglykansynthese

Zwischen den Gruppen ,,50 pg/ml Ascorbinsiure®, ,,100 pg/ml Ascorbinsdure und ,,50 pg/ml
Ascorbinsdure + EDHB 0,05 mM* zeigte sich in der Safranin-O-Férbung im Vergleich
histologisch kein eindeutiger Unterschied in Bezug auf die Nachweisbarkeit der Synthese der
gallertartigen Extrazelluldrmatrix im Laufe der Kultivierung. Jedoch zeigte sich bei diesen
Gruppen im Zeitverlauf eine zunehmende Fiillung des Defektspalts im Bereich der kompletten
Zirkumferenz des Defekts. Die Gruppen ,,w/0 Ascorbinsiure* und ,,50 pg/ml Ascorbinséure +
EDHB 0,2 mM* zeigten in der histologischen Untersuchung weder an Tag 7, 14 und 21 eine
relevante Glykosaminoglykansynthese (Abb. 26).

50 pug/ml Ascorbinsiure 50 ug/ml Ascorbinsiure
w/o Ascorbinsdure 50 pg/ml Ascorbinsdure +0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB 100 pg/ml Ascorbinsdure

Abb. 26: Histologische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und
Knorpelkern an Tag 7, 14 und 21, Histologische Schnitte wurden auf Glykosaminoglykane mit
Safranin-O gefdrbt. Groflenmafsstab 100um

5.4.4 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Kollagensynthese

Zwischen den Gruppen mit 50 pg/ml Ascorbinsdure und 100 pg/ml Ascorbinsdure zeigte sich
im Vergleich kein konzentrationsabhidngiger Unterschied in Bezug auf die

immunhistochemische =~ Nachweisbarkeit  der  Kollagensynthese =~ wéhrend  der
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Kultivierungsdauer. Im Vergleich zu den beiden oben genannten Gruppen zeigte die Gruppe
mit Zusatz von 0,05 mM EDHB histologisch jedoch einen Unterschied an Tag 7 beziiglich der
Matrixmenge im Defektspalt. An Tag 14 und 21 zeigten sich keine Unterschiede im Vergleich
dieser drei Gruppen. Bei den Gruppen ,,w/0 Ascorbinsiure* und ,,50 pg/ml Ascorbinsiure +
EDHB 0,2 mM* zeigte sich histologisch weder an Tag 7, 14 und 21 eine nennenswerte
Kollagensynthese (Abb. 27).

50 pug/ml Ascorbinsiure 50 pug/ml Ascorbinsiure
w/o Ascorbinsdure 50 ug/ml Ascorbinséure +0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB 100 pg/ml Ascorbinsdure

Abb. 27: Immunhistochemische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und

00

Knorpelkern mittels Kollagen-Typ II-Fdrbung an Tag 7, 14 und 21; Groffenmafsstab 100um

In den immunhistochemischen Untersuchungen der Proben lie§3 sich in keiner der untersuchten

Gruppen an Tag 7, 14 oder 21 in der Integrationszone Kollagen Typ I nachweisen (Abb. 28).
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50 pug/ml Ascorbinsiure 50 pg/ml Ascorbinsiure
w/o Ascorbinsdure 50 pug/ml Ascorbinséure +0,05 mM EDHB +0,2 mM EDHB 100 pg/ml Ascorbinsdure

100 pm

Abb. 28: Immunhistochemische Darstellung der Integrationszone zwischen Knorpelring und

Knorpelkern mittels Kollagen-Typ I-Fdrbung an Tag 7, 14 und 21; Gréflenmafstab 100um



Diskussion

6 Diskussion

Knorpeldefekte chronisch degenerativer oder traumatischer Genese zeigen eine schlechte
Heilungstendenz (CDC 2010). In-vivo-Versuche zeigten zumeist eine unvollstindige
Integration gegeniiberliegender Knorpeloberflichen. Aus diesem Grund wurde begonnen die
Mechanismen der Gelenkknorpelintegration in vitro zu untersuchen. Hier zeigte sich, dass der
Grad der Integration von Gelenkknorpel in vitro hauptsidchlich durch zwei Faktoren bestimmt
wird: Zellvitalitdt und die Synthese, Ausrichtung und Quervernetzung von Kollagen (DiMicco
und Sah 2001; DiMicco et al. 2002; Gilbert et al. 2009; Reindel et al. 1995; Theodoropoulos et
al. 2016; Tognana et al. 2005). Zudem konnten Faktoren identifiziert werden, welche die
Integration sowohl positiv als auch negativ beeinflussen konnen. Unter anderem hemmen
bestimmte Bestandteile der Synovialfliissigkeit durch Bindung an die Knorpeloberfliache sowie
die Beeinflussung bestimmter zelluldrer Prozesse im Rahmen der Kollagensynthese, die
mechanische Quervenetzung der Kollagenfasern und schlussendlich die Integration (Englert et

al. 2005; Khan et al. 2011; Tognana et al. 2005; Vasta et al. 2016).

Da die Kollagensynthese und -quervernetzung essentiell fiir die Integration von Gelenkknorpel
zu sein scheinen, wurden in dieser Arbeit zur weiteren Analyse der Mechanismen der
Gelenkknorpelintegration mit Ascorbinsdure und EDHB der konzentrationsabhéngige Einfluss
kollagensynthesefordernder und -hemmender Substanzen biomechanisch und histologisch

untersucht.

6.1 Vorversuche

In den Vorversuchen wurden die optimalen Fixierungs- und Kulturbedingungen fiir die
Knorpelkonstrukte herausgearbeitet und an das Disc-Ring-Modell nach Obradovic angepasst
(Obradovic et al. 2001). Das vielfach verwendete und etablierte Push-out-Testverfahren zur
biomechanischen Messung der Adhésionskraft als Indikator fiir die Integration wurde im
Vorfeld in diesem Modell bereits von anderen Forschungsgruppen, u.a. Hunter und Levenston,
Moretti et al., sowie Sitterle et al. verwendet und jeweils modifiziert (Hunter und Levenston
2002; Hunter und Levenston 2004; Moretti et al. 2005; Sitterle et al. 2009; van de Breevaart

Bravenboer et al. 2004). Eine mogliche Fehlerquelle des Disc-Ring-Modells ist das
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Gewebewachstum {iber die Integrationszone hinaus (Moretti et al. 2005). Dies kann zu einer
konkaven Oberfliche und damit zu Ungenauigkeiten im Messverfahren sowie zu einer
Uberschitzung der gemessenen Integrationswerte durch den sogenannten ,,press-fit“-Effekt
filhren. Des Weiteren kann es durch eine mechanische Verkeilung des Knorpelzylinders im
Ring in diesem Versuchsmodell zu verzerrt hohen Ergebnissen in der biomechanischen Testung
kommen (Moretti et al. 2005; Obradovic et al. 2001). Um dies zu verhindern, muss in der
Probenvorbereitung (Ausstanzen von Disc und Ring) hochprizise gearbeitet werden. Dies war
in den vorliegenden Experimenten gewdhrleistet, was in vorangegangenen Untersuchungen
validiert wurde (Kossmann 2019). Daher ermdglichte das bereits etablierte ,,Disc-Ring®-
Modell eine aussagekriftige und vergleichbare Einordnung der in dieser Arbeit erzielten

Ergebnisse.

Bei den ersten Vorversuchen wurde das 3,5 mm messende Kernstiick in ,,press-fit“-Technik
und mittels Akkupunkturnadeln im 3 mm messenden Defekt fixiert. Die Prdparation des
Knorpelkonstrukts ist unter 4.2 ausfiihrlich erklédrt. Im Ablauf der Vorversuche zeigten sich
vielfdltige Probleme mit der manuellen Fixierungsmethode via Akkupunkturnadeln. Aufgrund
der unter 5.1.1 dargestellten nicht objektivierbaren Manipulation am Kernstiick im Rahmen der
Entfernung der Akkupunkturnadeln vor der biomechanischen Messung erfolgten die weiteren
Untersuchungen mit der Fixierungsmethode mittels Fibrinkleber, welche sich, wie unter 5.1.2
beschrieben, wihrend der Vorversuche als geeignet erwies. In den darauffolgenden Versuchen
wurde zur Fixierung des Kernstlicks im Knorpelring Fibrinkleber genutzt. Es zeigt sich an Tag
0 im Vergleich zu den nicht mit Fibrinkleber fixierten Konstrukten eine signifikante

Adhésionskraft durch den Kleber vor Beginn der Kultivierung (Abb. 14).

Eine Uberschitzung der mechanischen Quervernetzung durch die zu Anfang der
Kultivierungsphase gemessenen Konstrukte ist denkbar. Der Einfluss der Fixierung auf die
biomechanisch gemessene Integrationsstérke durch den noch nicht vollstindig stattgefundenen
Abbau des Fibrinklebers ist nicht sicher eruierbar. Jedoch zeigten sich im weiteren Verlauf in
den histologischen Schnitten schon zu Beginn der Kultivierung an Tag 7 lediglich Riickstéinde

des Fibrinklebers, teils mit eingewanderten Chondrozyten.

In fritheren Studien zeigte sich ebenfalls sowohl in vivo als auch in vitro ein friiher, extensiver
Abbau von Fibrin, bzw. Fibrinkleber in  Knorpelkonstrukten bereits vor

Knorpelgewebebildung, wenn diese nicht mit hohen Dosen antifibrinolytischer Substanzen
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stabilisiert wurden (Homminga et al. 1993; Meinhart et al. 1999; Ronziere et al. 1997; van
Susante et al. 1999). Fibrinkleber wird zudem bereits in der Literatur als nicht toxisch
beschrieben und unterstiitzt die Chondrozyten als Trigermedium bei der Organisation und
damit in Bezug auf den Reifeprozess hin zum hyalinen Gelenkknorpel. In diesen Studien
zeigten sich Knorpelzellen in Fibrin(-kleber) vital mit ausreichender Bildung einer
Extrazellulirmatrix sowie normaler Reifung (Homminga et al. 1993; Meinhart et al. 1999;
Tamer et al. 2008; van Susante et al. 1999). In-vitro- und in-vivo-Experimente haben gezeigt,
dass Fibrinkleber als Adhésionsmittel in Versuchen beziiglich integrativer Prozesse geeignet
ist und durch seine prochondrogenen Charakteristika die Invasion von Chondrozyten sowie
deren Syntheseleistung unterstiitzt (Chang et al. 2007; Kaplonyi et al. 1988; Kim et al. 2010;
Lazarini et al. 2017; Scotti et al. 2010; Tamer et al. 2008).

In unseren Versuchen zeigte sich eine deutliche Differenz zwischen der zu Beginn gemessenen
Adhisionskraft an Tag 0 mit Fibrinkleberbehandlung ,,D0 Fibrin* zu den weiteren gemessenen
Integrationswerten an Tag 7, 14 und 21 sowie zu der gemessenen Adhésionskraft der Gruppe
,DO0 Nativ“ an Tag 0, die vernachlissigbar geringe Werte aufwies. Die Integrationswerte der
nicht mit Ascorbinsdure kultivierten Gruppen an Tag 7, 14 und 21 zeigten sich signifikant
niedriger oder ohne signifikanten Unterschied zu denen der Referenzgruppe ,,D0* (Abb. 18).
Eine Uberschitzung der gemessenen Integrationswerte ist zusammenfassend daher auch

retrospektiv nicht gegeben.

In Zusammenschau der Ergebnisse war es durch die Préparation des Knorpelkonstruktes mit
Fibrinkleber im ,,Disc-Ring* Modell insgesamt moglich nach der Kultivierung reproduzierbare
biomechanische Integrationswerte durch das etablierte Push-out-Verfahren zu messen,

auszuwerten und zu interpretieren.

6.2 Einfluss von Ascorbinsiure auf die Integration von nativem

Knorpelgewebe in vitro

Ascorbinsdure wird als wichtiger Cofaktor bei der Hydroxylierung von Prolin in der
Kollagensynthese benotigt (Grant und Prockop 1972, Vasta et al. 2016). Zudem wirkt es

protektiv auf die Chondrozyten und wird aus diesen Griinden standardméBig in verschiedenen
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Konzentrationen in Knorpelzell- und gewebskulturen eingesetzt (Malicev et al. 2000; Murad et
al. 1981; Omata et al. 2012; Ronziere et al. 1997). Vitamin C kann in Zellkulturen in hoheren
Konzentrationen um 100 pM Chondrozyten vor oxidativem Stress schiitzen und die
Dedifferenzierung von Chondrozyten zu Typ I Faserknorpel inhibieren - dieser besitzt im
Vergleich zu hyalinem Knorpel nicht dieselben biomechanischen Eigenschaften. In hohen
Konzentrationen von iiber 150 pg/ml Ascorbinsdure im Serum wird in der Literatur jedoch
ebenfalls von der Induzierung einer Apoptose der Knorpelzellen berichtet (Chang et al. 2015,
Malicev et al. 2000).

In unseren Untersuchungen zeigten sich ohne die Anwesenheit von Ascorbinsidure wihrend des
Kulitivierungsprozesses biomechanisch keine Hinweise auf Integration. An Tag 7, 14 und 21
zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen der ohne Zusatz von
Ascorbinsédure kultivierten Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure* und der Bezugsgruppe ,,D0 Nativ*,
welche weder geklebt noch kultiviert wurde. Im Vergleich zur geklebten, nicht kultivierten
Gruppe ,,DO Fibrin®“, ab 5.1.2 als ,,DO* bezeichnet, zeigten sich signifikant niedrigere

Adhésionswerte an Tag 7 und 14 gemessenen Gruppen ohne Ascorbinsdurezusatz.

In Anwesenheit von Ascorbinsidure bei den kultivierten Gruppen zeigten sich zu jedem
Zeitpunkt signifikant hohere biomechanische Werte im Vergleich zu der Gruppe ,,w/o
Ascorbinsédure®, hinweisend fiir einen stattgefundenen integrativen Prozess (Abb. 18). An Tag
7 zeigte sich biomechanisch noch kein signifikanter Unterschied zwischen der mit
Ascorbinsdure kultivierten Gruppen und der nicht kultivierten, mit Fibrinkleber behandelten
Gruppe ,,D0 Fibrin®. Hier ist bezogen auf den Ausgangswert an Tag 0 von einem Verlust der
adhidsiven Krifte des Fibrinklebers in den ersten Tagen der Kultivierung auszugehen. Diese
messbare Minderung der Adhésionskraft ist, wie bereits beschrieben, an den Gruppen ,,Fibrin*
und ,,w/o Ascorbinsdure an Tag 7 zu sehen. Es ist daher anzunehmen, dass dieser Verlust der
Adhisionskraft durch den Abbau des Fibrinklebers durch die integrativen Prozesse mit
anhaltender Produktion von Extrazelluldrmatrix, d.h. Kollagen und GAG, in Anwesenheit von
Ascorbinsdure ausgeglichen wird (Kaplonyi et al. 1988; Meinhart et al. 1999; Pizzute et al.
2016; van Susante et al. 1999). Dies zeigt sich in dieser Arbeit auch histologisch mit bereits an
Tag 7 nachweisbarer GAG- und Kollagendeposition bei rudimentéren Fibrinkleberresten im
Defektspalt. Migrierte Chondrozyten zeigten sich hierbei sowohl in der neu synthetisierten

Matrix sowie in den Fibrinkleberresten (Abb. 26, 27).
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In den Abbildungen 23 bis 25 sowie 27 und 28 ist die immunhistochemische Farbung zum
qualitativen Nachweis von Kollagen Typ I und II in den verschiedenen Gruppen zu den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten an Tag 7, 14 und 21 zu sehen. Durch diese Farbungen
sollte die Qualitdt der Kollagene und deren Verteilung in der Integrationszone im Verlauf der
Gewebekultur dargestellt werden. Histologisch zeigte sich schon an Tag 7 und fortbestehend
auch an Tag 14 und 21 in der Kollagen Typ II-Farbung ein Unterschied an synthetisiertem
Kollagen im Defektspalt zwischen Ring und Kernstiick bei den Gruppen mit und ohne Zusatz
von Ascorbinsdure im Ndhrmedium. Hier zeigte sich an Tag 7, 14 und 21 bei den Gruppen mit
dem Zusatz von Ascorbinsdure eine starke Fiarbung, kennzeichnend fiir die Ausbildung einer
hyalinen Knorpelmatrix im Bereich der Integrationszone (Abb. 27). Bei der histologischen
Untersuchung der Proben lie sich jedoch in keiner der untersuchten Gruppen in der
Integrationszone die Synthese von Kollagen Typ I, als Marker fiir unerwiinschten Faserknorpel,
nachweisen (Abb. 28). Hinweise auf faserknorpeliges, mechanisch minderwertiges
Ersatzgewebe im Sinne einer chondrogenen Narbe zeigen sich somit in dieser Arbeit nicht. Die
histologischen Ergebnisse korrelieren mit unseren biomechanischen Ergebnissen und decken
sich mit den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen als histologische Zeichen einer lateralen

Integration bei Knorpeldefekten (He et al. 2014; Shapiro et al. 1993).

In der Safranin-O-Férbung zeigte sich an Tag 7, 14 und 21 eine Matrixbildung im Sinne einer
Glykosaminoglykansynthese bei den Gruppen, welche mit Vitamin C kultiviert wurden. Zudem
zeigte sich an Tag 14 und 21 eine vermehrte Migration von Knorpelzellen in den mit
Extrazelluldrmatrix gefiillten Defektspalt. Bei den Gruppen ohne Zusatz von Ascorbinsdure
zeigten sich sowohl an Tag 7, 14 und 21 lediglich teils rudimentire Reste des Fibrinklebers

ohne eindeutige Zeichen einer Matrixbildung (Abb. 26).

Es wurden Untersuchungen mit zwei verschiedenen Konzentrationen von Ascorbinséure als
Zusatz im Néhrmedium durchgefiihrt. Hierbei fand sich kein eindeutiger Hinweis auf eine
Verbesserung der Integration in Bezug auf eine der beiden Konzentrationen. Beide Gruppen
zeigten im Vergleich an Tag 7, 14 und 21 keinen signifikanten Unterschied in den
biomechanisch gemessenen Integrationswerten oder der histologischen Merkmale der

Integration.
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6.3 Einfluss der Kombination von Ascorbinsiure und EDHB auf die

Integration von nativem Knorpelgewebe in vitro

Es ist bekannt, dass EDHB die Kollagensynthese durch die Inhibition des Enzyms CP4H und
damit der posttranslationalen Modifikation von Protokollagen zu Prokollagen hemmit.
Reduzierte Ascorbinsdure reaktiviert CP4H und fungiert somit als wichtiger Cofaktor. Dieser
Schritt wird durch die ,,Fe(I1)- and AKG-dependent dioxygenase‘- Familie (,,FAKGD®), zu der
auch EDHB gehort, kompetetiv gehemmt. Dieser Effekt von CP4H als Zielpunkt fiir die
Modulation der Kollagensynthese durch kompetitive Hemmung mittels EDHB in anderen Zell-
und Gewebekulturen ist bereits in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen beschrieben (De Jong et al.
1982; Pizzute et al. 2016; Vasta et al. 2016; Vasta und Raines 2016; Vasta und Raines 2018;
Wang et al. 2002). Das ,,Crosslinking* der Kollagenfasern als beeinflussbarer Faktor fiir die
Integration von Knorpelgewebe wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten untersucht (Ahsan
et al. 1999; Clark et al. 2002; DiMicco und Sah 2001; Petersen et al. 2008). In dieser Arbeit
erfolgte die Hemmung der Kollagensynthese, anders als in den vorherigen Untersuchungen von
Ahsan et al. (1999), DiMicco und Sah (2001) sowie McGowan und Sah (2005), jedoch deutlich

vor Ausbildung der Kollagenquervernetzungen.

In den Untersuchungen zeigte sich bei hochdosiertem Zusatz von EDHB an Tag 7 kein
signifikanter Unterschied zu der Gruppe mit niedriger Dosierung von EDHB in Bezug auf die
gemessene Adhésionskraft. Histologisch zeigte sich im Vergleich zu der Gruppe mit 50 pg/ml
Ascorbinsdure eine verminderte Kollagensynthese im Defektspalt. Im Randbereich des
Defektes zeigte sich bei niedrigem EDHB-Zusatz jedoch neu gebildete Kollagenmatrix (Abb.
23, 27).

An Tag 14 und 21 zeigten sich signifikant niedrigere Adhésionswerte bei der Gruppe mit hoch
dosiertem EDHB Zusatz zu der niedrig dosierten Gruppe sowie zur Gruppe mit 50 pg/ml
Ascorbinsédure. Die Werte der Gruppe ,,D0 Fibrin“ waren im Vergleich ebenfalls signifikant
hoher. Kein signifikanter Unterschied zeigte sich zu der Gruppe ,,w/o Ascorbinsdure®.
Histologisch zeigte sich hier ebenfalls ein deutlicher Unterschied. Die niedrig dosierte EDHB-
Gruppe zeigte den immunohistologischen Nachweis einer Kollagensynthese vergleichbar mit
den Gruppen mit 50 und 100 pg/ml Ascorbinsdure zu diesem Zeitpunkt. Die Gruppe mit hoch
dosiertem EDHB zeigte histologisch keine Zeichen einer Kollagensynthese (Abb. 24, 25, 27).
In den Abbildungen 23-25 und 27 fiillt Kollagen Typ II konzentrationsunabhéngig in den
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Gruppen mit Ascorbinsdurezusatz sowie bei niedrig dosiertem EDHB im Kulturverlauf
zunehmend flachig grole Anteile des Defektspaltes. In der Defektzone sowohl der Gruppe ohne
Ascorbinséure als auch mit hoch dosiertem EDHB-Zusatz lésst sich dies nicht nachweisen. Im
Bereich der Integrationszone korreliert die Menge an GAG (Abb. 20, 21, 22, 26) sowie der
Nachweis von Chondrozyten in Bezug auf Kultivierungsbedingung und -dauer weitestgehend.
Knorpelzellen in der Integrationszone zeigten sich in beiden Farbungen vermehrt an Tag 14

und 21 (Abb. 26, 27).

Die Glykosaminoglykansynthese der niedrig dosierten EDHB-Gruppe, stellvertretend fiir die
Bildung der gallertartige Extrazelluldrmatrix, zeigte sich zu allen 3 Untersuchungszeitpunkten
ohne eindeutigen histologischen Unterschied zu den Gruppen mit 50 pg/ml Ascorbinsdure und
100 pg/ml Ascorbinséurezusatz. Die Gruppen ,,w/o Ascorbinsdure® und die hoch dosierte
Gruppe mit einer EDHB Konzentration von 0,2 mM zeigten keine GAG-Synthese (Abb. 26).
Der hiermit gezeigte positive Effekt von Ascorbinsdure auch auf die gallertartige ECM-
Synthese steht im Einklang mit in der Literatur beschriebenen Untersuchungen (Kao et al.

1990).

Die Extrazellulirmatrix ist ein komplexes Netzwerk, welche die Migration und
Syntheseleistung der umliegenden Knorpelzellen maBgeblich beeinflusst. Die verschiedenen
Bestandteile, wie u.a. die Glykosaminoglykane und Kollagene beeinflussen sich hier
gegenseitig in komplexen Abldufen quantitativ sowie qualitativ (Pizzute et al. 2016; Scotti et
al. 2010; Trappmann et al. 2012). Die dosisabhingige Hemmung der Synthese, sowohl der
gallertartigen als auch bindegewebigen Extrazelluldrmatrixanteile, fiihrte in dieser Arbeit zu
einer verminderten bzw. nicht vorhandenen Kollagen- und Glykosaminoglykandeposition im
Defektspalt bzw. in der Integrationszone. Eine hoch dosierte Hemmung der ECM-Synthese
durch EDHB fiihrte wie die Abwesenheit von Ascorbinsdure weder histologisch noch
biomechanisch zu Anzeichen von Integration. Interessant ist hierbei die Beobachtung, dass in
beiden Fillen der Defektspalt histologisch leer erschien. Histologisch lieBen sich wie hier
bereits beschrieben weder Kollagen, GAG noch Chondrozyten nachweisen. Aufgrund der nicht
vorhandenen Stiitzstruktur der ECM ist davon auszugehen, dass es aufgrund der nicht
moglichen Migration und Einnistung der Knorpelzellen zu keiner weiteren Matrixsynthese und
Fiillung des Defekts von auflen nach innen kommen kann. Bei der Beobachtung der niedrig
dosierten EDHB-Gruppe an Tag 7 kommt es sowohl histologisch als auch biomechanisch zu

einem verlangsamten ,,Anlaufen” der Syntheseleistung durch die kompetitive Hemmung. An
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Tag 14 und 21 zeigte sich dann kein Unterschied zu den nicht gehemmten Gruppen, da bei
ausreichender zelluldrer Infrastruktur eine weitere, stetig wachsende Migration und
Syntheseleistung der Knorpelzellen von auBBen moglich ist. Eine initiale Migration in das Fibrin
als Beginn dieser Kaskade zeigte sich histologisch bei den Gruppen ,,w/0 Ascorbinsiure* und
,»90 pg/ml Ascorbinsdure + EDHB 0,2 mM* nicht. Diese Beobachtungen der Abhingigkeit der
lateralen Integration des Knorpels vom Effekt der Ascorbinsdure auf die ECM-Synthese werden
unterstiitzt durch bisher in der Literatur beschriebene Ergebnisse weiterer Arbeitsgruppen.
Diese zeigten zum einen eine Forderung der ECM-Synthese von Chondrozyten durch die
Kultivierung mit Ascorbinsédure, sowie zum anderen eine Hemmung der Syntheseleistung unter
Einfluss von CP4H-Hemmern bzw. EDHB in Knorpel und weiteren Gewebearten (Clark et al.
1995; Pizzute et al. 2016; Vasta und Raines 2016).

In fritheren Arbeiten zeigte sich Integration nur bei Vitalitét des implantierten Knorpels (Gilbert
et al. 2009; Theodoropoulos et al. 2011). Fibrinkleber, EDHB und Ascorbinsdure hatten in der
vorliegenden Studie in den verwendeten Konzentrationen keinen toxischen Effekt. Auch
aufgrund der Migration der Chondrozyten in den Defektspalt sowie die im Verlauf zunehmende
Synthese ist von einer Vitalitidt der Knorpelzellen auszugehen. In den MTT-Farbungen der
untersuchten Knorpelkonstrukte zeigten sich diese, wie unter 5.2 beschrieben, vital. Dies zeigte
sich auch fiir die Gruppen ,,w/o0 Ascorbinsdure und ,,50 pg/ml Ascorbinsdure + EDHB 0,2
mM*, bei denen aufgrund der Abwesenheit oder Hemmung der Extrazelluldr-matrixsynthese,

keine Integration zu verzeichnen war.

6.4 Einfluss der Kultivierungsdauer unter Ascorbinsidure und EDHB auf

die Integration von nativem Knorpelgewebe in vitro

Bei vorherigen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen beziiglich der In-vitro-Integration von
Knorpelgewebe in Defekte hatte die Kultivierungsdauer gewichtigen FEinfluss auf die
histologisch und biomechanisch messbaren Integrationswerte (Obradovic et al. 2001;
Theodoropoulos et al. 2011; Tognana et al. 2005). Bei einer dieser Arbeiten zeigte sich eine
Zunahme des Gewebsvolumens bei verschlechterter mechanisch messbarer Integration durch
eine Verldngerung der Gewebekulturdauer (Obradovic et al. 2001). Eine Verldngerung der

Kulturdauer hatte in der vorliegenden Arbeit jedoch einen signifikant steigernden Effekt auf
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die mechanische Integration in den dargestellten Untersuchungen (Abb. 19). Diese
Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen, welche mit mittels Tissue Engeneering
hergestellten Knorpelkonstrukten ebenfalls in einem Disc-Ring-Modell durchgefiihrt wurden
(Theodoropoulos et al. 2011; Tognana et al. 2005). Bei den Gruppen ohne erkennbare
Integrationsprozesse zeigte sich kein Einfluss der Kulturdauer (Abb. 26, 27). Die histologische
Integration  korrelierte, wie bereits beschrieben, hierbei mit den mechanischen

Integrationswerten im Push-out-Testverfahren (Abb. 19).
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7 Zusammenfassung

Die unzureichende laterale Integration von Knorpel ist heutzutage in der operativen Versorgung
von Gelenkknorpel immer noch ein groBes Problem. Klinisch zeigen Patienten mit
posttraumatischen oder chronisch-degenerativen Gelenkknorpeldefekten oft unglinstige
Krankheitsverldufe =~ mit  anhaltender =~ Schmerzsymptomatik.  Etablierte = moderne
Operationsverfahren wie die OATS oder die ACI/ MACI zeigen bei unzureichender Integration
des Transplantas hédufig nicht zufriedenstellende postoperative Ergebnisse. Zur Optimierung
der Behandlungsmoglichkeiten ist ein besseres Verstindnis der Knorpelintegration und eine

mogliche Verbesserung der Integrationsprozesse von grofer klinischer Bedeutung.

Die Integration von Gelenkknorpel ist von verschiedenen Einflussfaktoren abhingig. Ein
Faktor ist die ECM-Synthese. Ein Schliisselenzym in der Kollagensynthese ist die Kollagen
Prolyl 4-Hydroxylase (CP4H). Ascorbinsdure stellt einen wichtigen Cofaktor dieses Enzyms

dar.

In dieser Arbeit wurde die Abhingigkeit der Knorpelintegration von der Neusynthese von
Kollagen im Defektbereich in vitro untersucht. Hierzu wurden native Knorpelexplantate mittels
langzeitstabilen Fibringels in einem Disc-Ring-Modell stabilisiert, in verschiedenen Gruppen
in vitro kultiviert und im Anschluss biomechanisch und histologisch untersucht. Im Rahmen
der Kultivierung wurde zur Analyse des Einflusses der Neusynthese von Kollagen auf die
Integration die Syntheseleistung auf zwei Wegen moduliert. Die positive Beeinflussung der
Synthese erfolgte iiber eine Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Ascorbinséure. Zur
Hemmung der Kollagensynthese wurde der kompetitive CP4H-Hemmer Ethyl 3,4-
dihydroxybenzoat (EDHB) verwendet.

Die Gruppen mit Ascorbinséure als Zusatz zum Medium und ohne, bzw. mit gering dosiertem
EDHB-Zusatz als Kollagensyntheseinhibitor lieferten nach der Kultivierung in diesem
Integrationsmodell biomechanisch die besten Adhédsionswerte. Auch histologisch und
immunhistochemisch zeigten diese Gruppen eine deutlich gesteigerte ECM-Synthese mit
zunehmender Fiillung der Defektzone mit Kollagen Typ II und einer Glykosaminoglykanmatrix
wihrend der Kultivierung. Bei den Gruppen ohne Ascorbinsdurezusatz oder mit hoch dosiertem

EDHB zeigten sich weder biomechanisch noch immunhistochemisch Zeichen -einer
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Kollagensynthese und/oder Integration. Ein konzentrationsabhéngiger Effekt zwischen 50 und

100 pg/ml Ascorbinsdure zeigte sich in unseren Untersuchungen nicht.

Auch die Kultivierungsdauer zeigte sich als wesentlicher Faktor fiir die Integration bei den
Gruppen, bei denen sich Integrationsprozesse zeigten. Eine steigende Kultivierungsdauer ging
einher mit steigenden Integrationswerten. Bei den Gruppen ohne Ascorbinsidure oder mit
hochdosierter Hemmung der Kollagensynthese zeigte sich auch bei zunehmender

Kultivierungsdauer keine messbare Integration.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass die Untersuchung der Integration von nativem Gelenkknorpel
in einem Setting mit Disc-Ring-Modell in Kombination mit langzeitstabilem Fibrinkleber unter
standardisierten Bedingungen mdglich ist. Ascorbinsdure als Cofaktor der CP4H zeigte sich in
der In-vitro-Kultur dabei als essentieller Zusatz fiir die Integration von Knorpelgewebe. Die
erzielten Ergebnisse unterstiitzen die bestehende Literatur und deuten darauf hin, dass bei
Verletzungen des Gelenkknorpels die Neusynthese von Kollagen Typ II im Defektbereich eine

wichtige Rolle in der lateralen Integration von Knorpelgewebe spielt.
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