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Zusammenfassung

Die Degeneration des Gelenkknorpels ist Hauptursache fiir chronische Schmerzen und
eine  dadurch  bedingte Einschrankung der Lebensqualitat. Fir die
Sozialversicherungssysteme ist dies mit steigenden Kosten verbunden. Gegenwartige
Behandlungsoptionen wie die Mikrofrakturierung oder die (matrix-assoziierte) Autologe
Chondrozytentransplantation (M-) ACT fihren zu einem minderwertigen
Reparaturgewebe aus Faserknorpel mit unzureichenden mechanischen Eigenschaften
an der Defektstelle. Es besteht ein Bedarf an der Entwicklung und Testung neuer
Knorpeltherapien, die ein funktionelles Reparaturgewebe fiir nachhaltige
Beschwerdefreiheit erzeugen. Das hier verwendete kiirzlich etablierte osteochondrale
Ex vivo-Testsystem (EVTS) eignet sich zur Evaluation unterschiedlicher zellbasierter
Behandlungsansatze fir die Knorpelregeneration.

Aus der medialen Femurkondyle von Schweinen wurden zylindrische 8 mm grole
osteochondrale Explantate (OCE) isoliert. Es wurden Knorpel-Knochendefekte und reine
Knorpeldefekte kreiert und mit autologen Schweine-Chondrozyten (CZ) bzw. einer
Mischung aus CZ und mesenchymalen Stammzellen (MSC) gefillt, die in Kollagen Typ |
Hydrogel eingebettet waren. Nach vierwdchiger Kultivierung wurden die Proben
histologisch und immunhistochemisch gefarbt (Safranin-O-Farbung, Kollagen Typ I,
Aggrekan), die Zellvitalitdt (Lebend-Tot-Farbung) Uberprift und die extrazelluldre
Matrixproduktion analysiert.

Nach vierwdchiger Kultur im EVTS in Normoxie und Hypoxie zeigten sich die in Kollagen-
I-Hydrogel eingebetteten Zellen lebensfdhig. Die Auswertung der verschiedenen
Ansatze erfolgte Uber den standardisierten ICRS-II-Score der International Cartilage
Repair Society (ICRS) mit drei unabhdngigen Bewertern. Insgesamt resultierten bessere
Ergebnisse im Hinblick auf die Matrixsynthese in den Monokulturen aus CZ im Vergleich
zu den Co-Kulturen aus CZ und MSCs. Da dieser Unterschied nicht gro8 war, kénnten
MSCs zur Einsparung autologer CZ eine Alternative in der Behandlung von
Knorpeldefekten darstellen. Hypoxie spielte eine Rolle bei reinen Knorpeldefekten, nicht
bei Knorpel-Knochendefekten. Dies bestatigt die Bedeutung des physiologischen

hypoxischen Milieus des Gelenkknorpels, das einen niedrigen Sauerstoffgehalt von 2-5

Vi



% aufweist.

Die Ergebnisse zeigen, dass die unterschiedlichen Faktoren aus Zellkombination,
KnorpeldefektgroBe und Kultivierung in Hypoxie oder Normoxie Einfluss auf die
Ausbildung der extrazellularen Matrix haben. Weiterhin fehlt jedoch das Verstandnis fir
die genauen Mechanismen des Knorpelregenerationsverhaltens. Ex vivo-Testsysteme
konnen dabei helfen ein weiteres Verstandnis zu erlangen und entsprechende

Behandlungsstrategien zu evaluieren.
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Summary

Degeneration of articular cartilage is a major cause of chronic pain - impairing the quality
of life and rising health care costs. Current treatment options like microfracture, ACT or
MACT result in fibrocartilaginous repair tissue with insufficient mechanical properties at
the defect site. Hence, new cartilage therapies generating functional repair tissue need
to be developed and tested. Here we used a recently established ex vivo osteochondral
model to evaluate the therapeutic potential of several cell-based cartilage regeneration
approaches.

Reproducible cylindrical 8 mm osteochondral explants (OCE) were isolated from porcine
medial condyles. Full-thickness and cartilage-only defects were created and filled with
autologous porcine chondrocytes respectively a mixture of chondrocytes and
mesenchymal stem cells, embedded in collagen type | hydrogel. After static culture for
four weeks, samples were analyzed for cell viability (live/dead staining) and extracellular
matrix production, using immunohistochemical staining (Safranin-O-staining, collagen
type Il, aggrecan).

Embedded cells remain viable after four weeks culture in ex vivo osteochondral model.
Outcome of different cartilage regeneration approaches were compared using the
recommended guidelines proposed by the International Cartilage Repair Society (ICRS)
and ICRS-ll-score with three independent evaluators. Overall, the monocultures from CZ
performed better than the co-cultures from CZ and MSCs. Since this difference was not
large, MSCs could be an alternative in the treatment of cartilage defects to save
autologous CZ. Hypoxia played a role in pure cartilage defects, but not in cartilage-bone
defects. This confirms the importance of the physiological hypoxic milieu of the articular
cartilage, which has a low oxygen content of 2-5 %.

The results show that the different factors from cell combination, cartilage defect size
and cultivation in hypoxia or normoxia influence the formation of the extracellular
matrix. However, there is still no understanding of the exact mechanisms of cartilage
regeneration behavior. Ex vivo test systems can help to gain further understanding and

to evaluate appropriate treatment strategies.
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1 Einleitung
1.1 Bedeutung alternativer Behandlungskonzepte fiir Knorpelerkrankungen im
sozialdemographischen Kontext
Die Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels ist eine der Hauptursachen fir
chronischen Schmerz, Mobilitatsverlust und einer dadurch bedingten Einschrankung der
Lebensqualitat verbunden mit steigenden Kosten fiir die Sozialversicherungssysteme. In
Deutschland leiden ca. 30 % der weiblichen und fast 20 % der mannlichen Bevolkerung
an Arthrose [1, 2]. Fur die Behandlung und die Folgen degenerativer
Gelenkerkrankungen missen in Deutschland von den Kostentragern jedes Jahr ca. 15
Milliarden Euro aufgebracht werden, was in etwa 7 % der Gesamtkosten im Deutschen
Gesundheitssystem ausmachen [3].
Die Degeneration des Gelenkknorpels ist ein Schliisselfaktor in der Ausbildung einer
Osteoarthritis (OA). OA wird in der Literatur beschrieben als degenerative Arthritis,
degenerative Gelenkerkrankung oder Osteoarthrose. Allen gemeinsam ist die
Zerstorung des hyalinen Gelenkknorpels bis auf den subchondralen Knochen [4]. An
dieser Stelle ist es wichtig zu verstehen, dass ein altersbedingt degenerativ verandertes
Gelenk nicht automatisch auch osteoarthrotisch, sprich entziindlich, verandert sein
muss. Degeneration beschreibt lediglich die Abnutzung eines Gelenks, die mit einem
Struktur- und Funktionsverlust einhergeht [5]. Ein stattgehabtes Trauma des
Kniegelenks erh6ht dabei die Wahrscheinlichkeit einer spateren Osteoarthritis. So
entwickeln ca. 14 % der Menschen mit einer Knieverletzung im selben Kniegelenk bis
zum hoheren Lebensalter (ca. 65 Jahre) einer Osteoarthritis [6]. Zusatzlich kann der
moderne Lebenswandel, der insbesondere in den Industrielandern von einem durch
Bewegungsarmut und Fehlerndhrung gepragten Alltag charakterisiert ist, den
degenerativen Prozess beschleunigen und die Entstehung einer OA beglinstigen. So
besteht ein direkter Zusammenhang mit der Ausbildung und dem Ausmall des
Metabolischen Syndroms, u. a. bestehend aus Adipositas, Hypertonie, Diabetes Mellitus
und Hypercholesterindmie [7].
Bewegung ist nicht nur Voraussetzung flir den Erhalt der gelenkstabilisierenden

Muskulatur. Die mechanische Reizung des nicht durchbluteten und Uber Diffusion



versorgten Gelenkknorpels ist wesentlich fir den Erhalt seiner physiologischen
Gewebestruktur, die ein schmerzfreies und nahezu reibungsloses Gleiten der
Gelenkflachen ermoglicht [8].

Die Erforschung der Faktoren, die eine alters- und stoffwechselbedingte Stérung des
physiologischen Knorpelmilieus auslésen, z. B. die UbermafRige Produktion an
matrixabbauenden Enzymen durch die Chondrozyten wie Matrix-Metalloproteasen
(MMP) und Aggrekanasen [9] sowie der Einfluss der Hypoxie-induzierenden Faktoren
(HIF), die u. a. an der Regulation von Entziindungsmediatoren und
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind [10], zahlt zu den aktuell groRen wissenschaftlichen
Herausforderungen. Hinzu kommen Einflussfaktoren, wie das Alter, Bewegungsmangel,
erhohter Body-MalB-Index (BMI) oder das weibliche Geschlecht [11], was einen
hormonellen Einfluss nahelegt sowie die Bedeutung der Korperfett-Kérpermuskulatur-
Relation hervorhebt.

Aufgrund dieser hohen Komplexitat der Einflussfaktoren bei der Entstehung einer
Osteoarthritis erscheint es sinnvoll, sich zunachst auf das Reparatur- und
Regenerationsverhalten isolierter Knorpelschiaden zu konzentrieren und mogliche
Erkenntnisse auf die Pravention und Behandlung von degenerativen
Gelenkveranderungen anzuwenden [12]. GleichermaRen besteht die therapeutische
Herausforderung bei der Behandlung eines isolierten, durch ein Trauma verursachten
Knorpeldefekts in einem noch nicht degenerativ veranderten Gelenk, darin, die
Entstehung pra-osteoarthritischer Verdnderungen und die spatere Ausbildung einer
manifesten Osteoarthrose zu verhindern oder mindestens hinauszuzogern [13].
Degenerative und traumatisch bedingte Gelenkerkrankungen werden vornehmlich von
Arzten aus den Bereichen Orthopéadie, Traumatologie und Sportmedizin behandelt [14].
Prominente chirurgische Verfahren, wie die Mikrofrakturierung oder die Autologe
Chondrozyten Transplantation (ACT), wirken zwar kurzfristig, und dies vor allem bei
jungen Patienten, koénnen aber nur in wenigen Féllen eine langfristige
Beschwerdefreiheit vorweisen [15].

Folgerichtig besteht ein Bedarf an der Entwicklung alternativer Behandlungskonzepte.

Die avaskulare, anervale und alymphatische Natur des hyalinen Gelenkknorpels sowie



die Tatsache, dass Knorpelgewebe nur eine Zellart, die Chondrozyten, besitzt,
pradisponiert ihn fir den Bereich des Tissue Engineering [16]. Zusatzlich sind
mesenchymale Stammzellen (MSC) durch ihr multiples Differenzierungsverhalten eine
potentielle Option in der Gewebereparatur. Jedoch hat sich trotz der Etablierung ihrer
Isolierung bereits Ende der 1980er Jahre keine Therapieoption entscheidend
durchsetzen kénnen [17], was auch an den fehlenden Mdglichkeiten der klinischen
Testung liegt. Um diesem Problem zu begegnen wird in dieser Arbeit ein kiirzlich
etabliertes osteochondrales Ex vivo-Testsystem (EVTS) genutzt [18]. Es bietet den Vorteil
unterschiedliche Materialien als Fullung fir kinstlich geschaffene Defekte unter
unterschiedlichen Bedingungen lber einen langeren Zeitraum zu evaluieren. Als Donor
der osteochondralen Explantate (OCE) wurden Knie von 6-9 Monate alten Schweinen
gewahlt, die jederzeit verflgbar und vergleichbar sind und dadurch den Vorteil der
Reproduzierbarkeit haben. Die Verwertung von humanem Material aus Knie-TEP-
Operationen hat sich als nicht valide sowie im Handling schwierig und nicht vergleichbar
gezeigt. Zusatzlich ist das Material begrenzt und nicht planbar verfligbar sowie das
Gewebe oftmals osteoarthrotisch verandert. Gleiches gilt fur die Kultivierung humaner
OCE aus kiirzlich verstorbenen Kérperspendern.

In dieser Arbeit soll das Regenerationspotential von in Kollagen-I-Hydrogel (HG)
eingebetteten Zellen (porcine MSC (pMSC) und porcine Knorpelzellen (pChon)) unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen sowie unter der Zugabe von

Knorpelschnipseln in das HG getestet werden.

1.2 Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels

Knorpelgewebe gehort zum Stiitzgewebe des menschlichen Kérpers. Der hyaline
Gelenkknorpel bedeckt mit wenigen Ausnahmen alle Gelenkflachen und ist etwa 2 bis 4
mm dick. Die Grundbestandteile sind die Chondrozyten (Knorpelzellen), Proteoglykane
(PG), Kollagenfibrillen und Wasser. Die Chondrozyten machen dabei lediglich 2 % des
Gewebes aus. Sie sind stoffwechselaktive Zellen, die fiir die Gewebehomdostase wichtig
sind [19]. Der Hauptbestandteil bildet die Extrazellularmatrix (EZM), die vor allem aus

PG und Kollagenfibrillen besteht und dadurch eine hohe Wasserbindungsfihigkeit



besitzt [20]. Das Zusammenwirken zwischen Knorpelzellen und EZM ist ursachlich fiir die

feste und druckelastische Konsistenz des Gelenkknorpels [21].

1.2.1 Chondrozyten und Extrazellularmatrix (EZM)

Der zellulare Anteil des Gelenkknorpels macht nur etwa 2 % des Gesamtvolumens aus
[22]. Chondrozyten entwickeln sich aus Mesenchymzellen, die zu Chondroblasten
differenzieren. Sobald die Chondroblasten beginnen EZM zu produzieren, werden sie zu
Chondrozyten, die durch die zunehmende Matrix auseinandergedrangt werden und
proliferieren. Dieses interstitielle Wachstum, also das Wachstum von innen heraus,
findet ausschlieBlich in der frihen Phase der Knorpelentwicklung und in der
Wachstumsplatte des Knochens statt. Nach Abschluss des Wachstums bilden die
Chondrozyten sogenannte isogene Gruppen aus Knorpelzellen, die alle aus denselben
Chondrozyten entstanden sind. Sie sind verantwortlich fiir den langsamen, aber stetigen
Umsatz der EZM [23]. Diese reifen, ausdifferenzierten Zellen des gesunden Knorpels sind
mitotisch nahezu inaktiv und deshalb nur begrenzt regenerationsfahig [24]. Je nach
Knorpelart und biomechanischer Beanspruchung variiert die Zusammensetzung der
EZM. So besitzt der elastische Knorpel zusatzlich Netze elastischer Fasern.

Der Faserknorpel besitzt einen hohen Anteil an Kollagenfasern, was ihm, dhnlich dem
straffen Bindegewebe, eine hohe Zugfestigkeit verleiht. In beiden Knorpeltypen
Uberwiegen Kollagenfasern vom Kollagen-Typ | [23].

Im hyalinen Gelenkknorpel, der als Stofdampfer in unseren Gelenken fungiert, ist die
Bedeutung der Druckelastizitdit besonders hoch. Dies spiegelt sich in der
Zusammensetzung seiner EZM wider. Sie besteht im Wesentlichen aus Kollagenfasern
vom Typ Il sowie IX und Xl, die sich zu einem dreidimensionalen Maschenwerk aus
Kollagenfibrillen zusammenlagern und fir mechanische Stabilitdt und strukturelle
Integritat sorgen [25].

Die physikochemischen Eigenschaften des Gelenkknorpels, z. B. die reversible
Wasserbindungsfahigkeit, ermoglichen die polyanionischen, also stark negativ
geladenen, Proteoglykane [21]. Das wichtigste Proteoglykan des hyalinen Knorpels ist

das Aggrekan, dessen Molekiile sich mit Hyaluronan zu riesigen Molekiilkomplexen aus



Uber 100 Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten zusammenlagern und in der Literatur als
»Flaschenbirste” beschrieben werden (Abbildung 1). Hyaluronan dient als nicht
komprimierbares, viskdses Gel als Wasserspeicher und ist Hauptgrund fiir den in der
EZM mit 60-80 % sehr hohen Wasseranteil im hyalinen Knorpel. Seine negativen
Ladungen bewirken einen passiven Wassereinstrom bis das kollagene Netzwerk

gespannt ist und sind ursachlich fir die prallelastische Konsistenz des Gelenkknorpels

[26].
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Abbildung 1: Molekulare Organisation des Gelenkknorpels. Reproduziert mit Erlaubnis von

Heinegard et al. [27] Copyright © 2010, Springer Nature.

Hyaliner Gelenkknorpel ist gefalifrei, so dass er nicht wie anderes Gewebe Uber
Kapillaren mit Sauerstoff versorgt werden kann. Unter physiologischen Bedingungen
betragt die Sauerstoffkonzentration im Gelenkknorpel 0,5 % bis 10 % (4-70 mmHG) [28].
Die hypoxischen Verhaltnisse induzieren dariiber hinaus die Expression von Hypoxie
induzierenden Faktoren (HIF), die verschiedene Funktionen, beispielsweise die

Forderung der EZM-Synthese, die Inhibierung der Apoptose sowie die Regulation von



Entziindungsmediatoren und Transkriptionsfaktoren, ausfiillen. Es wird deshalb
angenommen, dass viele Mechanismen in osteoarthrotisch veranderten Gelenken mit
der degenerativ, traumatisch oder auch operativ (z. B. durch die Mikrofrakturierung)
bedingten Vaskularisierung und Ausbildung eines fibrocartilaginaren Knorpels

einhergehen [10].

1.2.2 Zonale Gliederung des Gelenkknorpels

Um den hohen mechanischen Ansprichen gerecht zu werden, ist der hyaline
Gelenkknorpel in Zonen untergliedert (Abbildung 2b), die vom arkadenartigen Aufbau
der Kollagenfibrillen bestimmt werden [29]. In der oberflachlichen Tangentialzone (Zone
), die in etwa 10-20 % des Gesamtvolumens ausmacht, verlaufen die Knorpelzellen und
Kollagen-II-Fibrillen tangential zur Oberflache und sind trajektoriell, d. h. in Richtung der
starksten  Zugspannungen, ausgerichtet. Dies sorgt flir eine maximale
Oberflachenstabilitdt. Die Zugfestigkeit in den oberen Schichten ist durch einen im
Vergleich hoheren Kollagengehalt bedingt. Dieser nimmt mit zunehmendem Abstand
von der Knorpeloberflache ab. Die oberflachliche Tangentialzone ist in 10-20 % der
Knorpelpathologien betroffen. Die mittlere Transitorialzone (Zone l1l) ist mit einem
Volumenanteil von 40-60 % am dicksten und gilt als Ubergangszone von der Tangential-
in die Radidrzone. Die Kollagen-lI-Fibrillen sind scherengitterartig angeordnet, die Zellen
liegen in kleinen isogenen Gruppen zusammen und sind saulenartig angeordnet. Die
Mittelschicht dient als erster Kompensator von Druckkraften [19]. Die tiefste Schicht, die
Radidarzone (Zone Ill) macht 30 % der Knorpeldicke aus. Sie sorgt fiir die Verankerung in
der subchondralen Knochenschicht. Die Kollagen-II-Fibrillen zeigen einen radidren
Verlauf und sind wie die Knorpelzellen senkrecht zur Oberflache ausgerichtet [30]. Die
Radidrzone wird nach unten hin durch die sogenannte Tide-Mark, die ehemalige
Wachstumsfuge, begrenzt. Sie ist die Grenze zwischen nichtkalzifiziertem und
kalzifiziertem Knorpelgewebe. In der kalzifizierten Zone, die etwa 3-9 % der
Knorpeldicke ausmacht, befinden sich hypertrophe Knorpelzellen die Kollagen X

produzieren. |hre Stoffwechselaktivitat ist gering. Die tiefe Zone des mineralisierten



Knorpels (Zone IV) hat von allen Schichten den hochsten Anteil an Proteoglykanen, was

die hochste Drucksteifigkeit ermoglicht [31].
a b

colll
Acan
PGK1

| Runx2

| corx

| MmP13

| cott

—  Superficial
Region

Middle
Region

Cartilage

ool : gy gt

Calcified Interface

Subchondral |
Plate

Trabecular
Region

Abbildung 2: Zonale Organisation des hyalinen Gelenkknorpels. (a) Osteochondraler

Bone

Gewebeschnitt aus dem  Metacarpophalangealgelenk eines Kaninchens zur
Veranschaulichung der zonalen Organisation der Chondrozyten in der superfiziellen, mittleren
und tiefen Zone von hyalinem Knorpel. (b) Zonale Organisation der Kollagenfasern in den drei
Schichten. Rechts ist eine Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen dem
Sauerstoffgehalt und ausgewdhlten Proteinen und Enzymen des hyalinen Gelenkknorpels in
den unterschiedlichen Zonen dargestellt. Zusatzlich ist die Prdasenz Hypoxie induzierender
Faktoren (HIFs), die wichtig fiir die Aufrechterhaltung der physiologischen
Knorpelhomadostase sind, gezeigt. Reproduziert mit Erlaubnis von Taheem et al. [32] unter der
Lizenzvereinbarung "Creative Commons Attribution 4.0"

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0).

Dieser hochspezialisierte Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels macht die Schwierigkeit
einen adaquaten Knorpelersatz zu entwickeln, deutlich. Das Zusammenspiel der
Kollagenfibrillen und Proteoglykane ist entscheidend fiir die Biomechanik der Gelenke
und wesentliche Voraussetzung fiir deren nahezu reibungslose und schmerzfreie
Funktionstiichtigkeit. Bisher ist es nicht gelungen diese Zonengliederung zu imitieren
und entsprechend einen Knorpelersatz mit addaquaten biomechanischen Eigenschaften

eines hyalinen Gelenkknorpels zu entwickeln [33].



1.2.3 Metabolismus des hyalinen Gelenkknorpels

Die Nahrstoffversorgung der weit auseinanderliegenden und isolierten Knorpelzellen
erfolgt Uber lange Diffusionsstrecken durch die EZM hindurch und geht i. d. R. vom
Perichondrium, der Knorpelhaut, aus. Dies gilt fiir die meisten elastischen und hyalinen
Knorpel, jedoch nicht fir den hyalinen Gelenkknorpel. Dieser wird hauptsachlich tGber
Diffusion und Konvektion von der Synovia, der Gelenkfllssigkeit, die von der
Gelenkkapsel gebildet wird, sowie liber den subchondralen Knochen versorgt. Die
Konvektion, d. h. die Be- und Entlastung und der damit verbundene Ein- und Ausstrom
der EZM sind verantwortlich dafiir, dass bei jedem Schritt das Drei- bis Flinffache des
Koérpergewichts absorbiert werden kann [30]. Es ist festzuhalten, dass die avaskuldre
Natur des Gelenkknorpels und insbesondere seine im Verhaltnis zur EZM geringe Anzahl
an hochspezialisierten und zudem frihzeitig ausdifferenzierten Knorpelzellen, die
Regenerationsfahigkeit begrenzen und ursachlich fir degenerative Veranderungen in
Gelenken sind [24]. Durch Ausschittung verschiedener Enzyme erhalten die
Chondrozyten die Homoostase der EZM. Sie bilden u. a. Proteine und
Glykosaminoglykane  sowie eine  Vielzahl an  Wachstumsfaktoren  und
Regulatorproteinen, beispielsweise TGF-B und Insulin-like-growth-Factor [19].
Dementsprechend fiihrt der altersbedingte Abbau der Chondrozyten zum Verlust der
Synthese der Gelenkfllssigkeit (Synovia) und damit der Nahrstoffversorgung des
hyalinen Gelenkknorpels [21]. Zusatzlich kénnen proinflammatorische Zytokine,
beispielsweise IL-1 und TNF-alpha, die durch entziindliche Prozesse (z. B. rheumatische
Erkrankungen) und traumatische Einflisse entstehen, wie Meniskusschaden oder

Kreuzband-Rupturen, degenerative Verdanderungen einleiten [27].

1.3 Einteilung der Knorpelschaden

Im Bereich der Orthopadie, Traumatologie und Sportmedizin gehdren
Gelenkknorpelschaden zu den haufigsten Erkrankungen. Als flichenmaRig groRtes
Gelenk des Korpers ist das Knie am haufigsten betroffen. Pradilektionsstelle sind mit
Uber 50 % der Fdlle die Femurkondylen [4]. Je nach Belastung der Gelenkflachen ist der

Knorpel dort unterschiedlich dick. In der Belastungszone der medialen Femurkondyle, in



Uber 60 % der Falle Ort hyaliner Knorpeldefekte im Kniegelenk, ist er bis zu 4mm dick
[24].
Die Einteilung der Knorpelschaden erfolgt nach der ,International Cartilage Repair
Society” (ICRS) in vier Grade [61]:
I.  Grad: erweichter Knorpel
II.  Grad: Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke, oberflachliche Auffaserung
nachweisbar
[ll.  Grad: Lasionstiefe >50 % der Knorpeldicke, durch Spalt- und Rissbildung
bis an den subchondralen Knochen charakterisiert

IV.  Grad: vollstandige Knorpelldsion, der Knochen liegt frei
Alteren Patienten (> 60 Jahre) kann mit einem kiinstlichen Gelenkersatz die durch
Schmerzen und Mobilitatsverlust verlorengegangene Lebensqualitat zuriickgegeben
werden. Allein im Jahr 2018 wurden in deutschen Krankenhadusern insgesamt 190 000
kiinstliche Kniegelenke implantiert. Davon entfielen ca. 86 % auf die Altersgruppe tber
60 Jahre [34]. Aufgrund der begrenzten Haltbarkeit der Prothesen (ca. 15 Jahre) sollte
diese Behandlung fiir junge Patienten nur im duRersten Fall eine Option sein. Die
Bedeutung der Entwicklung neuer und nachhaltiger Behandlungsalternativen wird
ersichtlich.
Stadien | und Il lassen sich konservativ liber physiotherapeutische MaRnahmen wie
Muskelaufbau und Propriozeptionstraining behandeln. Die Ergebnisse zeigen eine hohe
Validitat vor allem bei alteren Menschen, um die biosynthetische Aktivitat des
Knorpelgewebes zu erhalten [35]. Erst ab Stadium Il ist die Gelenkphysiologie derart
gestort, dass operative Therapieverfahren Anwendung finden. Dabei missen zwei
Patientengruppen unterschieden werden. Zum einen Patienten liber 60 Jahre, bei denen
ein kinstlicher Gelenkersatz die Therapie der Wahl ist. Die andere Gruppe bilden
juingere Patienten, die oftmals aufgrund eines Traumas einen Knorpelschaden erlitten
haben. Um diese Patienten zu behandeln, haben sich in den letzten Jahren
unterschiedliche Behandlungskonzepte etabliert, wie die Mikrofrakturierung,
Debridement, Mosaikplastik, ACT und AMIC. Aktuelle Goldstandards in der Behandlung
groBer Defekte (ICRS Grad III/IV, DefektgroRe > 2,5 cm3) sind die Autologe



Chondrozytentransplantation (ACT) und Mikrofrakturierung. Allen gemeinsam ist, dass
sie kurzfristig vor allem schmerzlindernd wirken [36], mittel- bis langfristig allerdings (ab

zwei Jahre postoperativ) die Beschwerden wieder auftreten [37-39].

1.4 Status Quo der regenerativen Knorpeltherapie

Trotz intensiver wissenschaftlicher Bemihungen ist es bisher nicht gelungen,
degenerativen oder traumatisch geschadigten Gelenkknorpel addaquat zu ersetzen. Allen
heute routinemalig durchgefiihrten Therapieansatzen ist gemein, dass sich im
postoperativen Heilungsverlauf minderwertiger Faserknorpel (v. a. Kollagen-Typ I)
bildet, der den biologischen und mechanischen Anspriichen eines normalen
Gelenkknorpels (v. a. Kollagen-Typ II) nicht standhalt. Bereits zwei Jahre nach einer
operativen Behandlung ist beim Patienten mit einem Wiederauftreten der Beschwerden
zu rechnen [37, 38]. Das Ziel der operativen Reparationsmethoden ist grundsatzlich, das
geschadigte Gewebe mit einem Ersatzgewebe zu fiillen, um Schmerzen zu lindern und
die Belastbarkeit wieder zu steigern. Aktuell sind die klassischen operativen
Behandlungen zum einen knochenmarkstimulierende Techniken wie die
Mikrofrakturierung, die bei groReren Defekten als sogenannte AMIC-Technik (Autologe
Matrixinduzierte Chondrogenese) auch in Kombination mit Biomaterialen durchgefiihrt
wird. Zum anderen gibt es Verfahren, die auf der Transplantation von autologem
Gewebe basieren, wie die sog. Mosaikplastik bzw. OATS (Knochen-Knorpel-
Transplantation) und die Autologe Chondrozytentransplantation (ACT) [30].

In dieser Arbeit sollen zu den oben genannten Methoden Behandlungsalternativen
untersucht werden. Dabei ist vor dem Hintergrund des Tissue Engineering insbesondere
die ACT interessant, da sie auf der einen Seite als Goldstandard in der
Knorpelersatztherapie bei DefektgréRen von 1-5 cm? gilt, die mittlerweile seit Gber 20
Jahren durchgefiihrt wird [40], auf der anderen Seite jedoch trotz umfassender
Datenlage unterschiedliche Ergebnisse beziiglich einer nachhaltig erfolgreichen
Behandlung vorweist [41]. Als kleinster gemeinsamer Nenner kann aufgefiihrt werden,
dass die ACT kurzfristig Schmerzen und Beschwerden lindern kann und

erfolgsversprechender bei jungen Patienten mit beginnenden osteoarthrotischen
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Beschwerden ist. Bei dlteren kann die ACT als Ubergangsmethode eingesetzt werden,
um einen zu frilhen Gelenkersatz zu verhindern [12]. Bei Sportlern zeigt die ACT
postoperativ die hochste Return-to-sports-Rate auch in Bezug auf die Intensitdt des
Sports. Hier ist die Mikrofrakturierung zusammen mit der OATS unterlegen, allerdings
konnte bei beiden Methoden eine schnellere Riickkehr zur Sportfahigkeit festgestellt
werden [42].

Nachteile der ACT sind die Komorbiditaten, Risiken und Kosten von zwei Operationen
(OP). In der ersten OP wird Knorpelgewebe aus einem weniger belasteten Gelenkanteil
entnommen (Komorbiditat) und die Knorpelzellen isoliert. Nach der Kultivierung zur
Expansion der Zellzahl werden sie dann in einer zweiten OP in den Knorpeldefekt gefiillt
[43]. Die nach wie vor bestehenden Hauptprobleme sind hier, wie auch in der gesamten
Knorpelersatzforschung, das 2D-dedifferenzierte Chondrozyten bei Einsatz in eine 3D-
Kultur zu Faserknorpel generieren anstatt zu hyalinem Knorpel mit zonaler Gliederung
[33]. Weiterhin besteht Unklarheit darliber, welche Mechanismen an der Regeneration
des Gewebes tatsachlich beteiligt sind [38]. Aktuell wird die Bedeutung der Hypoxie
induzierenden Faktoren (HIFs) diskutiert, speziell HIF-1alpha, deren Ausschiittung im
hypoxischen Gelenkknorpel neben prochondrogener Enzyme und Proteine, zum Beispiel
Sox9 und Proteoglykane, hoch ist und die physiologische Homd&ostase stabilisiert. Mit
steigendem Sauerstoffgehalt sinkt entsprechend deren Expression und es werden

vermehrt proosteogene Proteine und Enzyme ausgeschittet [32, 44].

1.5 Mesenchymale Stammzellen und Chondrozyten in der Knorpelregeneration

Tissue-Engineering-basierte therapeutische Methoden, bei denen aus Zellen und
Biomaterialien strukturell und funktionell kompetentes Gewebe hergestellt wird,
spielen hinsichtlich der eingeschrankten Regenerationsféhigkeit des hyalinen
Gelenkknorpels besonders bei traumatisch geschadigtem Gewebe eine wichtige Rolle in
der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien [45]. Unter bestimmten Bedingungen
konnen mesenchymale Stammzellen (MSCs) in verschiedene Gewebearten
differenzieren, u. a. Knorpel-, Fett- und Knochengewebe. Dedifferenzierung bedeutet,

dass sich differenzierte Zellen, beispielsweise Chondrozyten, phdano- und genotypisch
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verandern. Dies ist der Fall, wenn Chondrozyten im Monolayer in Normoxie kultiviert
werden. Dabei dedifferenzieren sie zu einem Fibroblasten dhnlichen Phanotyp, der in
der Bildung eines im Vergleich zum hyalinen Gelenkknorpel funktionell minderwertigen
Faserknorpel resultiert [46, 47]. Eine Kultivierung in Hypoxie ist dementsprechend ein
Ansatz, um einer Dedifferenzierung vorzubeugen [48].

Chondrogene Progenitorzellen sind beispielsweise in der Lage, die fur die
biomechanischen Eigenschaften essentielle EZM zu produzieren [49]. Sie kommen im
Stroma, dem Stltzgerlst verschiedener Organe, im peripheren Blut sowie dem
Knochenmark vor. Aus letzterem werden sie in der Regel flir wissenschaftliche Zwecke
gewonnen [50]. Die Unterscheidung chondrogener Progenitorzellen von
hamatopoetischen Stammzellen oder MSCs erfolgt Uber die zellspezifischen
Oberflachenmarker, die sog. CD-Marker (Cluster of differentiation). Typische positive
MSC-Marker sind u. a. CD29, CD44, CD73, CD90 und CD105 in Abwesenheit von u.a.
CDA45, CD34, CD14 [51-53]. Chondrozytenspezifische Marker und Marker fir MSCs mit
positivem chondrogenem Potenzial sind CD151, CD166 und CD44. Die Proliferationsrate
beziiglich der Zellverdopplungszeit und der chondrogenen EZM Synthese nimmt mit
dem Alter ab [54]. Dieser Umstand konnte in Zukunft bei der Zellauswahl und
Durchfliihrung von Transplantationsverfahren eine Rolle spielen, da moglicherweise
chondrogene Vorlauferzellen den ausgereiften ausdifferenzierte Chondrozyten und den
MSCs beziglich der chondrogenen Differenzierung und EZM-Bildung (iberlegen sein
konnten [55]. Aus diesem Grund sollten in der Behandlung eines Knorpeldefekts im
frihen Stadium einer OA idealerweise Chondrozytenprogenitorzellen von jungen
Individuen (< 40 Jahren) bei einer allogenen Zellbehandlung zum Einsatz kommen [12].
In einem Kaninchen-Modell konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Beimischung
allogener Knorpelschnipsel zu einer besseren Defektheilung fihrte [56]. In einer
klinischen Studie an Patienten im Durchschnittsalter von 30 Jahren konnte ein
zufriedenstellendes Ergebnis im Hinblick auf Schmerzreduzierung und Kniefunktion
gezeigt werden [57].

Durch die Verwendung von Co-Kulturen aus MSCs und Chondrozyten ist von einem

Stimulus auf die Chondrozytenproliferation auszugehen. Dabei wird eher von einer
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trophischen Rolle der MSCs und der Matrixproduktion ausgegangen als auf eine
tatsachliche chondrogene Differenzierung der MSCs [58, 59]. Weiterhin fehlt ein
genaues Verstandnis der Mechanismen, die einer Wiederherstellung des Knorpels
zugrunde liegen. Es ist unklar, ob die MSCs selbst zu Chondrozyten differenzieren oder
moglicherweise nur ein Trigger fiir die Differenzierung anderer Zellen in der
Mikroumgebung sind [60]. In diesem Zusammenhang wird zunehmend die Bedeutung
der Hypoxie bei der chondrogenen Differenzierung durch die Ausschiittung Hypoxie
induzierender Faktoren (HIFs) diskutiert [32]. Die Bedeutung der Hypoxie, auch Physioxia
genannt, bei der Kultivierung und Verwendung von MSCs und MSC-Chondrozyten Co-
Kulturen bezliglich der Synthese von EZM ist bereits gut untersucht [61].

In Anlehnung an oben beschriebene Erkenntnisse sollen in dieser Arbeit das
Reparationsverhalten von porcinen MSCs (pMSC) und Chondrozyten (pChon) in
Kollagen-I-Hydrogel als Tragermatrix in chondralen Defekten evaluiert werden.
Zusatzlich werden Knorpelschnipsel desselben Donors in das zellbestiickte HG
zugeflhrt. Aufgrund der Komorbiditaten und der umstrittenen Langzeitergebnisse bei
der ACT bzw. M-ACT mit einer zusatzlichen Matrix besteht ein Bedarf an alternativen
Tissue-engineering-basierten Behandlungsmethoden. Zusatzlich existieren bisher nur
vereinzelt Fallberichte lGber die Anwendung beim Menschen. Fir die Durchfiihrung
langfristiger Tests eignet sich folgerichtig das kiirzlich etablierte osteochondrale Ex vivo-

Testsystem [18].

1.6 Osteochondrales Ex vivo-Testsystem (EVTS)

Etwa 90 % der routinemaRig eingesetzten operativen Verfahren kdnnen keinen hohen
Evidenznachweis erbringen [62]. Umso bedeutender ist die Etablierung von
Testsystemen, um den Erkenntnisstand der Interaktion der beteiligten Zellarten im
Knorpelgewebe voranzutreiben, auf deren Basis neue Therapien entstehen kénnen.
Dies ist vor dem Hintergrund des demographischen Wandels und einer damit
verbundenen Verknappung der Ressourcen im Gesundheitssystem entscheidend, um
den steigenden Anforderungen der Kostentrdager an Wirksamkeitsnachweisen neuer

und bereits etablierter Mallnahmen gerecht zu werden.
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Am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering und Regenerative Medizin (TERM) des
Universitatsklinikums Wirzburg ist ein entsprechendes Ex Vivo Testsystem (EVTS,

Abbildung 3) im Rahmen des EU-Projekts HydroZONES etabliert worden [18].

Cartilage medium L-Ascorbic acid 2-phosphate
Dexamethasone ®se

ITS Premix }*

L-Proline =2

Sodium Pyruvate %

Bone medium L-Ascorbic acid 2-phosphate
Dexamethasone &7
B-Glycerophosphate 74

Abbildung 3: Ex vivo Kultursystem der ostoechondralen Explantate (OCE). (a) EVTS in der
Sechs-Well-Platte mit OCE in Inserts (b) Kompartimentierung des Inserts fiir spezifisches
Knochen- und Knorpelmedium. Adaptiert von Schwab et al. 2017 [18] mit Erlaubnis unter der
Lizenzvereinbarung Creative Commons Attribution 4.0

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Die LifeTec-Group BV (Eindhoven; Niederlande) hat eine spezielle Wellplatte mit sechs
Vertiefungen entwickelt. In jeder Vertiefung kommt ein spezielles Insert zum Einsatz,
das den Knorpel- und den Knochenanteil der osteochondralen Explante (OCE) fiir eine
gezielte Nahrstoffversorgung jeweils kompartimentiert. Die OCE kénnen dadurch Gber
einen definierten Zeitraum unter standardisierter physiologischer Nahrstoffversorgung
statisch kultiviert werden. Des Weiteren erlaubt das EVTS die Modifizierung des OCE.
Durch eine Biopsiestanze (Defekte bis auf den Knochen) oder durch eine spezielle
Verwundmaschine (ARTcut®; Fraunhofer ISC; Wiirzburg) konnen gezielt Knorpeldefekte
gesetzt werden. Dabei kann die Realisierung unterschiedlicher Defekttiefen Aufschluss
Uber den Einfluss von Knochengewebe (Knochen-Knorpel-Defekt) bzw. Knorpelgewebe
(Knorpeldefekt) auf das Regenerationsverhalten der Zellen im verwendeten defekt-

fillenden Material geben (Abbildung 4). Gleichzeitig kann ein Vergleich mit bereits
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etablierten Behandlungsmethoden erfolgen, beispielsweise der ACT oder

Mikrofrakturierung bei Knorpel-Knochen-Defekten.

5mm

Abbildung 4: Porcines osteochondrales Explantat (OCE), (a) OCE Seitenansicht mit Knorpel und
Knochengewebe, (b) Aufsicht des OCE zeigt den Knorpel, (c) OCE mit Knochen-Knorpel-Defekt
und (d) OCE mit Knorpeldefekt im Querschnitt.

Als Fullmaterial der Defekte wurde ein Kollagen-I-Hydrogel (HG) als Tragersubstanz
verwendet. Das HG wurde zum einen mit porcinen Knorpelzellen (pChon) und zum
anderen mit einer Mischung aus porcinen mesenchymalen Stammzellen (pMSC) und
porcinen Knorpelzellen (pMix) modifiziert. Um den physiologischen Anspriichen des
Knorpelgewebes gerecht zu werden, sind die OCE unter unterschiedlichen Bedingungen
(Normoxie vs. Hypoxie) kultiviert worden. Aufgrund der physiologischen Adaption von
Knorpelzellen an einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck (im Mittel ca. 5 %) erfolgte die
Kultivierung auch unter hypoxischen Bedingungen [10]. Im Anschluss an die Kultivierung
erfolgten immunhistologische Antikorperfarbungen mit Aggrekan und Kollagen Il zum
Nachweis einer gewebespezifischen Matrixbildung sowie mit Kollagen X und Kollagen |
fir das Vorhandensein gewebeunspezifischer bzw. dedifferenzierter Zellen. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des ICRS-II-Scores [63] und des Bern-Scores [64, 65], die

fir diese Arbeit zusammengefiihrt wurden.

1.7 Bern-Score und ICRS-II-Score

Fir die Auswertung der histologischen Ergebnisse wurden zum einen die
standardisierten Leitlinien der International Cartilage Repair Society (ICRS-II-Score) [63]
und zum anderen die des Bern-Score [65] genutzt. Die Verbindung beider Scoring-

Systeme ermoglichte eine Verbindung zwischen dem Tissue Engineering und der
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klinischen Praxis (Abbildung 5). Der Bern-Score ist ein klassisches histologisches Scoring
fir in vitro geziichteten Knorpel. Uber die Safranin-O-Fast-Green-Farbung bietet er die
Moglichkeit der Bewertung des Proteoglykan (PG)- bzw. Glykosaminoglykan (GAG)-
Gehalts als Nachweis fiir die Ausbildung der EZM [64].

Der ICRS-II-Score bietet als Scoring-System fiir in vivo behandeltes Knorpelgewebe eine
Transfermoglichkeit in die klinische Praxis. Flr die Objektivierbarkeit der Ergebnisse
erfolgt die Bewertung Uber ein visuelles Assesmentsystem (VAS) der verschlisselt
kodierten Proben, bei dem drei Bewerterinnen die histologischen Farbungen der
osteochondralen Explantate nach unterschiedlichen Kriterien beurteilen. In Erganzung
zum Bern-Score werden im ICRS-1I-Score immunbhistologische Farbungen mit Aggrekan,
Kollagen-Il, Kollagen-I und Kollagen-X Antikérpern durchgefiihrt [63].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der ICRS-lI-Score in den Bern-Score integriert
(Abbildung 5), so dass alle Farbungen in einem kombinierten Scoring-System
zusammengefasst werden konnten. Folgende Tabelle zeigt die unterschiedlichen
Bewertungskriterien, wie die Ausbildung der entsprechenden Farbung sowie die
Zellmorphologie. Fir die immunhistologischen Farbungen aus dem ICRS-II-Score wird
die Ausbildung der Matrix bestimmt (A, Tabelle 1). Fir die Kollagen-I und Kollagen X
Farbung wurde das Bewertungssystem umgekehrt, da beide Kollagene fiir eine
vermehrte Kalzifizierung des Knorpels an der Tight-Mark und fir die Ausbildung einer
vermehrten Verknécherung bzw. Faserknorpelbildung sprechen. Insgesamt konnten 18

Punkte erreicht werden.
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Abbildung 5: Ubersicht unterschiedlicher histologischer Scoring-Systeme fiir Knorpelgewebe
mit der Unterteilung in ex vivo bzw. Tissue engineered-basierter Knorpelreparatur (u.a. Bern-
Score) und in-vivo-Scoring-Systeme fiir In vivo-Knorpelreparatur (u.a. ICRS Il). Reproduziert
mit Erlaubnis von Rutgers et al. [65] Copyright © 2009 Osteoarthritis Research Society

International mit Erlaubnis von Elsevier Ltd.
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Tabelle 1: Integration des ICRS-lI-Score [63] in das Bewertungsschema des Bern-Scores [64].

A | GleichmaRigkeit und Dunkelheit der Safranin O—fast green-Farbung

Keine Farbung

Schwache Farbung der schlecht gebildeten Matrix

MaRig gleichmaRige Farbung

Dunkle Farbung

WIN| =|O

B | Zellmorphologien dargestellt

Kondensierte / nekrotische / pyknotische Kérper

Spindelférmig, faserig

Gemischt Spindelférmig, faserig mit abgerundeter chondrogener Morphologie

Mehrheit gerundet / chondrogen

WIN| = O

Erweiterung/Kombination mit Immunhistologie aus ICRS-1I-Scoring

C | GleichmaRigkeit und Dunkelheit der Aggrekan-Farbung

Keine Farbung

Schwache Farbung der schlecht gebildeten Matrix

MaRig gleichmaBige Farbung

Dunkle Farbung

WIN =|O

D | GleichmaRigkeit und Dunkelheit der Kollagen lI-Férbung

Keine Farbung

Schwache Farbung der schlecht gebildeten Matrix

MaRig gleichmaBige Farbung

Dunkle Farbung

Wi N = O

E | GleichmaRigkeit und Dunkelheit der Kollagen I-Férbung

Keine Farbung

Schwache Farbung der schlecht gebildeten Matrix

MaRig gleichmaBige Farbung

Dunkle Farbung

Ol= N W

F | GleichmaRigkeit und Dunkelheit der Kollagen X-Farbung

Keine Farbung

Schwache Farbung der schlecht gebildeten Matrix

MaRig gleichmaBige Farbung

Dunkle Farbung

O R|INIW

Total 18 Punkte
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2  Ziel dieser Arbeit

Die Degeneration des Gelenkknorpels ist Hauptursache fiir chronische Schmerzen und
eine  dadurch  bedingte Einschrankung der Lebensqualitat. Fir die
Sozialversicherungssysteme ist dies mit steigenden Kosten verbunden. Gegenwartige
Behandlungsoptionen wie die Mikrofrakturierung oder die (matrixassozierte) Autologe
Chondrozytentransplantation  (M-)ACT  fihren zu  einem  minderwertigen
Reparaturgewebe aus Faserknorpel mit unzureichenden mechanischen Eigenschaften
an der Defektstelle. Es besteht ein Bedarf an der Entwicklung und Testung neuer
Knorpeltherapien, die ein funktionelles Reparaturgewebe fiir nachhaltige
Beschwerdefreiheit erzeugen. Das in dieser Arbeit verwendete kiirzlich etablierte
osteochondrale Ex vivo-Testsystem (EVTS) eignet sich zur Evaluation unterschiedlicher
zellbasierter Behandlungsansatze fir die Knorpelregeneration [18]. Da der Aufbau eines
humanen  osteochondralen Testsystems (zylinderférmige  Knorpel-Knochen-
Gewebestlicke aus humanem Material) dem klinischen Alltag am nachsten kame, jedoch
die Spendervariabilitat sehr hoch ist und die Verfiigbarkeit begrenzt, sollen porcine
osteochondrale Explantate (OCE) zum Einsatz kommen.

Ziel dieser Arbeit ist die Testung alternativer Materialkombinationen in Anlehnung an
die M-ACT fir die regenerative Behandlung von Knorpeldefekten. Als Matrix wird
Kollagen-I-Hydrogel (HG) in einem ersten Ansatz (plus Duplikat) mit porcinen
Chondrozyten (pChon) sowie mit einem Mix von pChon und pMSCs beladen (pMix). In
einem dritten Ansatz aus den besten Ergebnissen aus Ansatz | und Il (Duplikat) werden
dem zellbeladenen Kollagen-I-Hydrogel anverdaute Knorpelschnipsel beigemischt als
Trigger fur eine physiologische Knorpelhomoostase. Neben der Zellart (pChon vs. pMix)
soll der Einfluss der Defekttiefe (Knochen-Knorpeldefekt vs. Knorpeldefekt) und die Art
der Kultivierung (Normoxie vs. Hypoxie) auf das Regenerationsverhalten von
Knorpelgewebe untersucht werden.

Die Auswertung der unterschiedlichen Materialkombinationen soll (ber eine
Kombination aus Bern- und ICRS-II-Score erfolgen. Ziel ist eine objektive Bewertung der
Ergebnisse von drei Personen auf Grundlage histologischer (Safranin-O-Farbung) und

immunhistologischer Farbungen (Aggrekan, Kollagen I, Kollagen Il, Kollagen X) der OCE.
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Dies erméglicht zum einen die Ubertragung in die klinische Praxis und zum anderen die

Anndherung eines Ex vivo-Testsystems an den klinischen Alltag.
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3 Material

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Materialien und die angewandten

Methoden aufgelistet und beschrieben.

3.1 Reagenzien, Lésungen und Medien fiir die Zellkultur

Nachfolgend sind alle Materialien, Chemikalien und Reagenzien gelistet, die im Rahmen

dieser Arbeit fur Zellkultur und Analysen zum Einsatz kamen.

Tabelle 2: Ubersicht der Kulturmedien und der Medienzusitze

Mediumkomponente Hersteller Bestellnummer
Antibiotic-Antimycotic Gibco 15240062
B-Glycerophosphat Sigma-Aldrich G9422
Dexamethason Sigma-Aldrich D4902
DMEM high glucose Gibco 32430-027
FKS Gibco 10270106
hbFGF Sigma-Aldrich 106096-93-9
IBMX Applichem A0695.0001
Indomethacin Sigma 18280-5G
Insulin Sigma 19278-5ML
ITS(+)-Premix BD 354352
Kollagenase Typ Il Worthington Biochemical | LS004176
Corporation
L-Ascorbinsaure Wako 013-19641
L-Prolin Sigma-Aldrich P5607
Natriumpyruvat Gibco 11360
Penicillin-Streptomycin Invitrogen 15140
TGF-B3 R&D Systems 100-B-010
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Tabelle 3: Chemikalien und Losungen fiir die FACS-Analyse.

Chemikalien/Losungen Hersteller Bestellnummer
BSA (Albumin Fraktion V) Roth 8076.2

PBS (10xPulver) Sigma-Aldrich D8537
FcR-Block Miltenyl 130-059-901
Antikorper

CD29+ BioLegend 303004
CD34- BD Pharmingen 560942
CD44+ H-CAM BD Pharmingen 550989
CD90+ Thy-1 BD Biosciences BD555597
CD166 BD Biosciences BD560903
CD73 BD Pharmingen 500257
CD31 Miltery 130-092-653
IgG1,K BD Pharmingen 555750

Tabelle 4: Medienzusammensetzung fiir die Stammzelldifferenzierung.

Medium

Komponente

Endkonzentration

DMEM high glucose

FKS

10 % (v/v)

Antibiotic-Antimycotic 100 uM
Adipogene Differenzierung Dexamethason 1uM
IBMX 500 uM
Insulin 1 pg/mL
Indomethacin 100 uM
DMEM high glucose
Antibiotic-Antimycotic | 1 % (v/v)
FKS 10 % (v/v)
Osteogene Differenzierung L-Ascorbinsiure 50 pg/ml
B-Glycerophosphat 10 mM
Dexamethason 100 nM
DMEM high glucose
Antibiotic-Antimycotic | 1 % (v/v)
Dexamethason 100 nM
Chondrogene Differenzierung | L-Ascorbinsiure 50 pg/ml
L-Prolin 40 pg/ml
ITS(+)-Premix 1% (v/v)
Natriumpyruvat 1 mM
TGF-R3 10 ng/ml
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

Medium

Komponente

Endkonzentration

Stammzellmedium

DMEM high glucose

FKS

10 % (v/v)

Penicillin-Streptomycin

2% (v/v)

hbFGF

1ng/uL  (1:1.000
Stammldsung)

aus

DMEM high glucose

FKS

10 % (v/v)

. Antibiotic-Antimycotic | 1 % (v/v)
Knochenmedium — -
Penicillin-Streptomycin | 1 % (v/v)
Dexamethason 100 nM
L-Ascorbinsaure 50 ug/ml
B-Glycerophosphat 10 mM
DMEM high glucose
Antibiotic-Antimycotic | 1 % (v/v)
Penicillin-Streptomycin | 1 % (v/v)
. Dexamethason 100 nM
Knorpelmedium —
L-Ascorbinsaure 50 ug/ml
L-Prolin 40 pg/ml
ITS(+)-Premix 1% (v/v)
Natriumpyruvat 1mM

Chondrozyten
Hydrolysemedium

DMEM high glucose

FKS

10 % (v/v)

Antibiotic-Antimycotic

2% (v/v)

Penicillin-Streptomycin

2% (v/v)

Kollagenase Typ I

0.5 % (v/v)

Basismedium u. a. zur
Aufbewahrung der OCE nach
der Isolierung Tag 0 bis Tag 1

DMEM high glucose

FKS 10 % (v/v)
Antibiotic-Antimycotic | 2 % (v/v)
Penicillin-Streptomycin | 2 % (v/v)
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Tabelle 6: Bestimmung der Zellvitalitat.

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Endkonzentration

Viability/Cytotoxicity Kit
for mammalian cells,
46043, Sigma Aldrich)

Calcein AM Invitrogen (LIVE/DEAD) 2 uM
Viability/Cytotoxicity  Kit
for mammalian cells)

Ethidium homodimer-1 Invitrogen (LIVE/DEAD 4 uM

Tabelle 7: Gel-Neutralisationslésung zur Herstellung der Kollagen-I-Hydrogele.

HG-Komponente

Konzentration

Hersteller

Gel-Neutralisationslosung (GNL, pH

8,5)

DMEM high glucose (GlutaMax™) Gibco 61965-026

(2x)

HEPES 0,09 M Sigma H3375

FCS 3% (v/v) Bio&Sell FCS.ADD.0500
Chondroitinsulfat 0,05 mg/ml Sigma, C4384

3.2

Losungen fiir die Histologie

Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien fiir die Kunststoffeinbettung (Technovit 9100).

Chemikalie/Reagenz Hersteller Bestellnummer
Basislosung Heraeus Kulzer 66006735
Harter 1 Heraeus Kulzer 64715444
Harter 2 Heraeus Kulzer 66039185
PMMA-Pulver Heraeus Kulzer 66010251
Regler Heraeus Kulzer 66039184
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Tabelle 9: Verwendete Losungen zur Kunststoffeinbettung.

Losung Komponente
Pra-Infiltrationslésung | 200 ml Basislésung
200 ml Xylol
Pra-Infiltrationslosung Il 200 ml Basislosung
1 g Harter1
Pra-Infiltrationslosung Il 200 ml Basislosung (entstabilisiert)
1 g Harter1

Infiltrationslosung

250 ml Basislosung (entstabilisert)
20 g PMMA-Pulver
2 g Harter 1

Stammldsung A

500 ml Basislosung (entstabilisiert)
80 g PMMA-Pulver
4 g Harter 1

Stammldsung B

50 ml Basislosung (entstabilisiert)
4 ml Harter 2
2 ml Regler

Tabelle 10: Verwendete Losungen zur Safranin O-/Fast-Green-Firbung

Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Xylol Merck 1086612500
Essigsaure Merck 1.00056.2500
Weigert’s Iron Hamatoxylin Set Sigma HT1079-1 set
Salzsdure 37 % Sigma 258148

Fast green Sigma F-7258
Safranin O Sigma 84120

Tabelle 11: Zusammensetzung der Lésungen fiir die Safranin O-/Fast-Green-Firbung.

Losung

Komponenten

Weigert’s Iron Hamatoxylin

Stocklosung

Fast Green

0,1 g Fast Green
1000 ml VE-Wasser

Essigsaure 1 %

1 ml Essigsaure
VE-Wasser 99 ml

Essigalkohol 1 %

37 % Salzsaure (1 ml)
70 % Ethanol (99 ml)

Safranin-0 0,1 %

0,1 g Safranin O
100 ml VE-Wasser
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Tabelle 12: Verwendete Chemikalien und Reagenzien fiir die Inmunhistologie.

Chemikalie/Reagenz Hersteller Bestellnummer
DCS  Super Vision 2| DCS PDOOOKIT
HRPPolymer-Kit

Entellan Merck 1079610500

Tabelle 13: Verwendete Losungen fiir die Immunhistologie.

Losung

Komponente

Waschpuffer

PBS
0,5 % (v/v) Tween-20

DAPI-Arbeitslésung

DAPI (1 pug/ml) in PBS

DCS HRP-Polymer-Reagenz (Label)

Mit Meerrettichperoxidase konjugiertes
Polymer gegen Maus-/Kaninchen-AK

DAB-LOsung

1 ml DAB-Substratpuffer
1 Tropfen DAB-Konzentrat

Tabelle 14: Verwendete Antikoérper fiir die Inmunhistologie.

Antikorperart | Antikorper Wirt/lIsotyp Hersteller Konzen- | Verdiin
tration - nung

Primar- Aggrecan Maus/IgG Invitrogen 1mg/ml | 1:2000
antikorper

Kollagen Typ Il | Maus/IgG MP 1mg/ml | 1:1000

Kollagen Typ X | Maus/IgG Sigma 1mg/ml | 1:4000

Aldrich

Kollagen Typ | | Kaninchen/IgG | abcam 1mg/ml | 1:1000
Sekundar- DCS Anti-Maus DCS - -
antikorper Polymer- u. Anti-

Enhancer Kaninchen/

(Link) IgG
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Tabelle 15: Liste der verwendeten Enzyme fiir die Immunhistologie.

Enzym Hersteller Bestellnummer

Hyaluronidase Sigma-Aldrich H4272

Pepsin Sigma-Aldrich P7012-1G

Pronase Sigma-Aldrich 10165921001
3.3 Losungen fiir die Analyse des Proteoglykan und DNA-Gehalts

Tabelle 16: Chemikalien und Losungen fiir Papain-Verdau fir DMMB-Assay.

Ultrareines Wasser

Pufferlésungen Zusammensetzung Endkonzentration
Phosphatpuffer (pH 6,5) Losung 1: NaH2PO4 in milliQ- | 5 mM
Wasser
Losung 2: NaH;PO4 in milliQ-
Wasser gemischt mit 5 Teilen | 5000 mM
Losung 1 und 4 Teilen Losung
2
Papainverdau-Puffer L-Cystein 5mM
EDTA 500 mM
Phosphatpuffer 100 mM
Papain 140 pg/ml

von Haiknorpel

Chemikalien/Losungen Hersteller Bestellnummer
Sodium Dihydrogen Phosphate/ | Sigma S3139
Sodium Phosphat monobasic

(NaH2PO4; MW 119.98)

Di-Sodium Hydrogen Phosphate | AppliChem A1046
(Na2HPO4; MW 141.96)

Ethylendiamintetraacetic Saure | Sigma E5134-1KG
EDTA (MW 380)

L-Cystein (C3H7NO2SeHCl; MW | Carl Roth 3468.1

157,6)

Papain von Papaya Latex Sigma P4762
Chondroitinsulfat Natrium Salz | Sigma P4384-250mg
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Tabelle 17: Chemikalien und Losungen fiir

Proteoglykane.

DMMB-Assay zur Quantifizierung der

Chemikalien/Losungen Hersteller Bestellnummer
1,9-Dimethylenmethylen blau (DMMB, MW 347.91) | Sigma 34108
Glycin (MW 75.07) Sigma G8898
Natriumchlorid (MW 58.44) Sigma 57653

3.4 Weitere Chemikalien und Reagenzien fiir die Laborarbeit

Tabelle 18: Liste aller verwendete Chemikalien und Reagenzien in der Histologie.

Chemikalien/Reagenzien Hersteller Bestellnummer
2-Methoxyethylacetat VWR 8.06061.1000
Aceton Roth 5025.1
Antikorperverdiinnungslosung | DCS ALI20R500
Ethanol 96 %, vergallt Roth T171.3
Essigsdure Merck 1.00056.2500
Ethanol absolut Roth 9065.2
Hamatoxylin Chroma 2E-032
Histofix (4 % Roth P087.3
Formaldehydlésung)

Isopropanol Roth 6752.1

PBS Sigma-Aldrich D8537
Tween-20 VWR 8.22184.0500
Wasserstoffperoxid (H202) Roth 8070.2

Xylol Roth 9713.3
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3.5 Ubersicht der verwendeten Gerite

Tabelle 19: Auflistung der verwendeten Gerite.

Hartschnittmikrotom

Gerat Hersteller Software
Akkubohrschrauber Bosch -
Durchflusszytometer BD | BD Biosciences, | FlowJo V10
FACSCalibur™ Heidelberg

Mikroskop: Keyence BZ Keyence BLZ viewer
9000

Mikrotom: Leica -

Reader: InfiniteR 200 PRO
NanoQuant

Tecan Deutschland GmbH

Tecan i-control V 2.11

Sdge: PROXXON KS 230

PROXXON

Trepanfrase (@ 8 mm)

MF-Dental (F229L080)

Zentrifuge: Multifuge X12 -

Thermo Scientific
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4 Methoden
4.1 Ubersicht der getesteten Behandlungsstrategien und Analysemethoden

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 6 und 7) ist eine Ubersicht der einzelnen
Ansatze zur Behandlung von reinen Knorpeldefekten und Knochen-Knorpeldefekten im
EVTS inklusive der Analysemethoden dargestellt.

Isolation OCE
Ansatz | + [l M
[ |

pCHON pMIX pCHON pMIX
Behandlung Knochen- Knochen- Knochen- Knochen-
Knorpel- Knorpel- Knorpel- Knorpel-
/Knorpel- /Knorpel- /Knorpel- /Knorpel-
defekt defekt defekt defekt
Ana |\/S€ Histologie (Saf-0)

Immunohistologie (Agg-, Koll |-, Koll 11-, Koll X-Ak)

Scoring ICRS Il-/Bern-Score

Abbildung 6: Ubersicht iiber die verwendeten Methoden fiir Ansatz | und II.

In Ansatz | und Il (Abbildung 6) wurden Knorpel und Knochen-Knorpeldefekte des EVTS
mit pChon bzw. pMix behandelt und unter Normoxia als auch Hypoxie kultiviert. In
Ansatz Ill (Abbildung 7) wurden ausgewahlte Behandlungsstrategien aus Ansatz | und Il
unter Zugabe von Knorpelschnipseln im Kollagen | Hydrogel mit pChon bzw. pMix unter

gleichen Bedingungen kultiviert.
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Isolation OCE

Ansatz Il Normoxie Hypoxie
I
\
pChon pChon pChon pMix
BEha ndlung Knochen- Knochen- Knorpel- Knorpel-
Knorpel- Knorpel- defekt + defekt +
defekt + KS defekt + KS KS KS
J
Ana |yse Histologie (Saf-O)

Immunohistologie (Agg-, Koll I-, Koll 1l-, Koll X-Ak)

SCOI’Ing ICRS Il-/Bern-Score

Abbildung 7: Ubersicht iiber die verwendeten Methoden fiir Ansatz Il mit zusitzlichen
Knorpelschnipseln (KS) im Kollagen | Hydrogel.

4.2 Zellkultur
Um das Potential und die Parameter der unterschiedlichen Regenerationsstrategien -

Normoxie vs. Hypoxie, Knorpeldefekt vs. Knochen-Knorpeldefekt, Chondrozyten vs.
Chondrozyten/MSCs — bewerten zu konnen, erfolgte die Isolation und Kultivierung der
MSCs, CZ und der OCE Uber 28 Tage unter sterilen und weitestgehend physiologischen
Bedingungen in einem Brutschrank mit 37 °C, 5 % CO; und mit einer Luftfeuchtigkeit von

95 %.

4.2.1 Chondrozytenisolation aus porcinem Knorpelgewebe

Vor der Isolation der osteochondralen Explantate (OCE) aus der medialen Kondyle von
drei Schweineknien wurden aus der in vivo mechanisch weniger belasteten lateralen
Kondyle Knorpelgewebe entnommen. Mithilfe eines Skalpells und einer Pinzette
erfolgte die Entnahme rautenformiger Knorpelschnipsel, die anschliefend in einem 50
ml-ReaktionsgefaR mit einer PBS-Losung mit 2 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

(Pen/Strep) und 2 % (v/v) Antibiotic-Antimycotic (Anti-Anti) zweimal gewaschen und
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Uber Nacht (+/- 16 h) auf einen Rollermischer in einen Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und
95 %iger Luftfeuchtigkeit verdaut wurden. Das Chondrozyten Hydrolysemedium
(Tabelle 5) bestand aus einer 0,5 %igen Kollagenase-Lésung auf Basis des
Knochenmediums. 10 ml des Chondrozyten Hydrolysemediums wurden auf 1 g
Knorpelgewebe gegeben.

Am folgenden Tag wurde die Zellsuspension in 10 ml-Portionen durch ein 70 um-Zellsieb
in ein 50 ml-Reaktionsgefal} gegeben und jeweils mit 10 ml frischem Knochenmedium
aufgefillt. AnschlieBend erfolgte zunachst eine Zentrifugation fiir 10 min. bei 425 g.
Nach Absaugen des Mediums und erneuter Resuspension mit diesmal 20 ml wurde
abermals fur 7 min. bei 425 g zentrifugiert. Nach wiederholtem Absaugen und
Resuspendieren der entstandenen Zellpellets mit 10 ml Basismedium (Tabelle 5)
erfolgte die Uberfiihrung in ein 50 ml-ReaktionsgefiR und die Zellzahlbestimmung nach

der Trypanblaumethode.

4.2.2 Zellzahlbestimmung nach Trypanblau-Methode

Zur Ermittlung der Chondrozytenzellzahl wurde mit einem Verdiinnungsfaktor (VF) von
1:2 die Suspension mit Trypanblau verdiinnt. 10 ul der Verdliinnung wurden fir die
Auszahlung mithilfe der Neubauer-Zahlkammer genutzt und in vier GroRquadranten mit

folgender Formel ausgezahlt:

Zellzahl Zellen
— X 10* (Kammer faktor) x VF = -

Die Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgte durch Multiplikation der Zellzahl/ml der
Resuspension:

Zellen
mlL

x Volumen der Zellsuspension = Gesamtzellzahl

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Chondrozyten in Basismedium bis zur
Einbettung in die Kollagen-I-Hydrogele und Inkulturnahme im Brutschrank bei 37 °C und

5 % CO; inkubiert.
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4.2.3 Passagieren, Ablosen und Zellzahlbestimmung der porcinen mesenchymalen
Stammzellen

Am zweiten Tag erfolgte neben der Zellzahlbestimmung der Chondrozyten auch die der
porcinen mesenchymalen Stammzellen (pMSC). Die pMSC befanden sich in Passage 2
bis 3. Jeweils ca. 10 Tage vor jedem Ansatz wurden eine Millionen pMSC (Passage 1)
aufgetaut. Cryoréohrchen mit MSCs (1 Mio. Zellen/ml) wurden im Wasserbad (37 °C)
aufgetaut, gemischt mit 9 ml Basismedium, zentrifugiert (500 g, 5 min.), in 40ml DMEM-
basierten Medium mit 10 % FCS, 1 % PenStrep und hbFGF (1:1000) resuspendiert und in
einer T150-Flasche ausgesat. Alle drei Tage fand ein Mediumwechsel statt. Bis zum Tag
der osteochondralen Isolation wurden sie entsprechend ihrer Konfluenz ein- bis zweimal
abgeldst und in T150-Flaschen ausgesat. Fur die Ablésung der pMSC wurde zunachst das
Medium aus der T150-Flasche abgesaugt und 15ml Waschpuffer zugegeben (0,2 % EDTA
in PBS). Nach Absaugen erfolgte die Ablosung der Zellen durch 10 ml Trypsin/EDTA-
Gebrauchslosung (0,05 % in PBS/EDTA) und eine Inkubation fuir 3-5 min. in 37 °Cin T150-
Flaschen. AnschlieBend wurde das Ablésen der Zellen mittels Lichtmikroskop
kontrolliert und ggf. die Ablésung durch vorsichtiges Anschlagen der T150-Flasche
forciert.

Durch Zugabe von 2ml FKS wurde die Enzymreaktion abgestoppt, durch Auf- und
Abpipettieren vollstandig resuspendiert und in Zentrifugenrohrchen utberfiihrt. Die
T150-Flaschen wurden zusatzlich nochmals mit Waschpuffer gespilt und die
Resuspension ebenfalls in Zentrifugenréhrchen (berfihrt. AnschlieBend fand die
Zentrifugation bei 500 g fiir 5 min. statt. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig
abgesaugt und Zellen in Basismedium resuspendiert. Zuletzt erfolgte die

Zellzahlbestimmung mit der Trypanblau-Methode.

4.2.4 Mesenchymale Stammzelldifferenzierung

MSCs, isoliert aus dem Knochenmark des Beckenkamms von 4-6 Monate alten
deutschen Landschweinen (Schweinefarm Niedermeyer, Dettelbach, Deutschland),
wurden zum Nachweis ihrer multipotenten Eigenschaften in Richtung Adipozyten,

Chondrozyten und Osteozyten in vitro differenziert.
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Zur Durchfiihrung wurden die pMSCs fiir die osteogene und adipogene Differenzierung
auf Glasplattchen (12x12 mm) in einer 24-Wellplatte ausgesat. Pro Well wurden 50 000
Zellen ausgesat und mit 500 uL Stammzellmedium aufgefillt und fir die osteogene
Differenzierung 28 Tage und die adipogene Differenzierung 14 Tage kultiviert (37°C,5 %
COz und 95 % Luftfeuchtigkeit) mit einem Mediumwechsel alle 2-3 Tage. Es wurden
jeweils drei Negativproben (keine Differenzierung) und drei Positivproben (adipogene
bzw. osteogene Differenzierung) vorbereitet. Das Medium der Negativkontrollen
entsprach dem Stammzellmedium (Tabelle 5), das des Differenzierungsansatzes, dem
osteogenen bzw. adipogenen Differenzierungsmedium (Tabelle 4). Die Kultivierung der
pMSCs fir die osteogene Differenzierung erfolgte (iber 28 Tage im Brutschrank (37 °C, 5
% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit), die der adipogenen Differenzierung liber 14 Tage mit
jeweiligem Mediumwechsel alle 2-3 Tage (3x wochentlich).

Fir die chondrogene Differenzierung der pMSCs wurden elf 15 ml-Zentrifugenréhrchen
verwendet, fiinf Negativproben und sechs Positivproben. Pro R6hrchen wurden 250 000
Zellen ausgesdt und mit jeweils 500 pl chondrogenem Differenzierungsmedium
aufgefillt und zur Pelletierung zentrifugiert (425 g, 5 min.). Das Differenzierungsmedium
(Tabelle 4) fur die chondrogene Differenzierung (Positivprobe) enthielt zusatzlich TGF-
B, jenes der Negativkontrolle hingegen nicht. Der Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage

(2x wochentlich).

4.3 Analyse von Oberflachenantigenen auf porcinen mesenchymalen Stammzellen

Fir die Durchflusszytometeranalyse (FACS-Analyse) ausgewahlter MSC-spezifischer
Oberflachenantigene (CD 29*, CD44* CD90*, CD31°, CD73*, CD1667) auf den
expandierten Zellen wurde zunachst die Zellzahl der zu untersuchenden Zellen bestimmt
und eine Gesamtzellzahl von 500 000 MSCs fiir jede Farbung in FACS-Rohrchen pipettiert
mit 3 ml FACS-Puffer (2 mM EDTA und 0.5 % BSA in PBS) bestehend aus PBS mit 2 mM
EDTA und 0,5 % BSA gewaschen und zentrifugiert (425 g, 5 min.). Anschliefend erfolgte
das Blocken der Zellen mit FcR-Block, in dem das Zellpellet mit 80 ul FACS-Puffer und 1pl
FcR-Block aufgenommen und fir 15 min. bei 4 °C inkubiert wurde (20 pl FcR-Block/107
Zellen). Das Blocken hatte den Zweck die spezifische Antikorperbindung zu erhdhen.

AnschlieBend wurde erneut mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (425 g, 5
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min.). Flr die Farbung der Oberflachenproteine wurden die Pellets in 100 ul FACS-Puffer
aufgenommen und die entsprechenden FACS-Antikoérper (5 ul) hinzugegeben. Die
Inkubation erfolgte lichtgeschitzt fiir 30 min. bei 4°C. Danach wurde erneut fir 5 min.
zentrifugiert und anschlieRend das Pellet in 300 ul FACS-Puffer resuspendiert bevor die

Zellen im Durchflusszytometer analysiert werden konnten.

4.4 Isolierung osteochondraler Explantate (OCE)
Das im Rahmen des EU-Projektes HydroZONES (https://www.hydrozones.eu/) am

Lehrstuhl Tissue Engineering und Regenerative Medizin (TERM) etablierte porcine
osteochondrale Ex vivo Testsystem (EVTS) erfillt die im humanen Testsystem fehlenden
Voraussetzungen der Validitat und Reproduzierbarkeit [18].
Die Schweineknie fir die Isolierung der osteochondralen Explantate (OCE) wurden von
einem lokalen Wiirzburger Schlachter bezogen. Es handelte sich um 6 bis 9 Monate alte
deutsche Landschweine.

Aus der medialen Schweinekondyle erfolgte die Isolation der OCE fiir die Kultivierung
Uber 28 Tage in Normoxie und Hypoxie. Daflir wurden mit einem Bohrer osteochondrale
Defekte mit einem Durchmesser von 8 mm gesetzt und anschliefend ausgebrochen

(Abbildung 8).

Abbildung 8: Isolation der osteochondralen Explantate (OCE). (a) Freilegen der Gelenkflachen,
(b) und (c) Bohren und Entnahme der OCE, (d) mediale Kondyle nach Bohren der OCE (8 mm)
und laterale Kondyle mit abgeschabtem Knorpelgewebe, (e) mediale Kondyle nach

Herauslosen der OCE.

Durch das Zurechtsagen wurde die Knochenhohe (3 mm) der OCE angepasst. Das

gleichzeitige Spulen mit einer Loésung aus PBS mit 2 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
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(Pen/Strep) und 2 % (v/v) Antibiotic-Antimycotic (Anti-Anti) verhinderte eine
Gewebeschaddigung und Kontamination. Die fertigen OCE wurden bis zur weiteren
Verwendung in Basismedium gelagert.

Im nachsten Schritt erfolgte die Defektsetzung. Mit einer Biopsiestanze wurden Knorpel-
Knochen-Defekte mit einem Durchmesser von 4 mm generiert (Abbildung 9). Die

Knorpel-Defekte generierte eine spezielle Verwundungsmaschine/Wundfrase (ArtCut®).

— C ST O —

Abbildung 9: Porcines osteochondrales Explantat (a) AuBen- bzw. Seitenansicht, (b) Ansicht
von oben, (c) und (d) OCE mit Knochen-Knorpel-Defekt im Querschnitt und von oben. Scale

bar 5 mm.

AnschlieRend wurden die OCE dreimal in PBS-Lésung mit 2 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) und 2 % (v/v) Antibiotic-Antimycotic (Anti-Anti)
gewaschen und bis zur weiteren Verwendung am folgenden Tag in einer 24-Wellplatte

mit Knorpelmedium bei 37°C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

4.4.1 OCE-Isolierung aus humanem Material nach Kniegelenksersatz-Operation

Um nah an der klinischen Praxis zu bleiben, wurde humanes Material aus einer
Kniegelenksersatz-Operation  (Knie-TEP =  Knie-Totalendoprothetik) isoliert.
Hauptprobleme dabei waren begrenztes und beschadigtes Material aufgrund der
osteoarthrotischen Vorschadigung sowie der Gewebeschaden durch den operativen
Eingriff. Eine addquate Isolierung und eine ausreichende Anzahl von OCE fiir eine
sinnvolle Kultivierung Uber vier Wochen waren nicht moglich. Aus beiden
Femurkondylen konnten nur ca. 2-4 OCE isoliert werden. Neben der begrenzten

Materialmenge war zusatzlich durch die Inhomogenitat der Spender bezlglich Alter,
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Geschlecht und Degenerationsstatus keine vergleichbaren Ergebnisse in der

histologischen Auswertung zu erwarten (Abbildung 10).

=

ia
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Abbildung 10: Humanes Kniegelenksgewebe: (a) nach einer Knie-TEP einer 74-jahrigen

Patientin, (b) Zustand nach Bohren und Entnahme der osteochondralen Explantate (OCE), (c)

humane OCE.

4.4.2 OCE-Isolierung aus humanem Material eines Kérperspenders postmortem

Als humane Alternative zum Material aus Kniegelenkersatzoperationen wurde die
Isolierung von osteochondralen Explantaten postmortem aus Korperspendern getestet.
Eine Knorpelgewinnung aus der medialen und lateralen Femurkondyle sowie das
Isolieren von Knorpelzellen war grundsatzlich moglich. Jedoch ist auch hier die
Verfligbarkeit des Materials von Korperspendern begrenzt und nicht planbar. Da fir die
Etablierung in die klinische Praxis die langfristige und wiederholbare Testung von
Materialien entscheidend ist, war der Umstieg von humanen auf verlasslich verfiigbares
tierisches Material die Konsequenz. Dennoch kénnte ein humanes Testsystem sinnvoll
sein. Sollte eine Material-Zell-Kombination im porcinen Testsystem vielversprechende
Ergebnisse erzielen, konnte dies ein Argument fir den Start einer klinischen Studie mit

humanem Material sein.
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4.5 Herstellung der Hydrogele und Inkulturnahme der osteochondralen Explantate
Fir die Herstellung von Kollagen-I-Hydrogel (HG) wurde Kollagen-I-Stocklésung (10

mg/ml Kollagen gel6st in Essigsaure, isoliert aus Rattenschwanzen am Lehrstuhl) mit 0,1
%iger Essigsaure auf 4,5 mg/ml verdinnt. Kollagen I|-Hydrogel bietet sich als
Tragermatrix an, da es unterstiitzend in der Defektheilung wirkt und es bereits als
klinisches Produkt in der Praxis zur Behandlung kleiner Defekte eingesetzt wird (z. B.
CaReS-IS®, Arthro Kinetics AG, Deutschland) [66, 67].

Pro Knochen-Knorpel-Defekt war eine Fiillmenge von 30-40 pl, fir Knorpeldefekte 15 pl
notwendig. Fir die Beladung des HG mit einer Reinkultur aus porcinen Chondrozyten
und einer Mixkultur aus 80 % pMSC und 20 % porcinen Chondrozyten wurden jeweils 20
Mio. Zellen/ml kalkuliert. Bevor das HG direkt in die Defekte pipettiert wurde, erfolgte
die Resuspension der Zellen in Gelneutralisationslésung (GNL) im Verhaltnis 1 zu 2, das
heil’t mit zwei Teilen HG und einem Teil GNL.

Benotigt wurden insgesamt jeweils 64 OCE fir Ansatz | und Il (Duplikat). Die Anzahl kam
aufgrund der geplanten Analysen zustande. Je Ansatz wurden zwei OCE fir die
Histologie und je ein OCE fur die Lebend-Tot-Farbung und den GAG/DNA-Verdau
benotigt. Die Halfte der OCE (32 Stlick) war fir die Analysen an Tag 0. Die anderen 32
OCE wurden fiir 28 Tage kultiviert — 16 OCE unter normoxischen (37°C, 5 % CO; und 95
%iger Luftfeuchtigkeit) und 16 OCE unter hypoxischen Bedingungen in einem
Hypoxiebeutel mit 2 %igem Sauerstoffgehalt. Tabelle 20 zeigt eine Ubersicht iiber

Ansatz | und Il (Duplikat). Das Duplikat wurde zehn Tage nach Ansatz | gestartet.
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Tabelle 20: Uberblick aller Behandlungsstrategien unter Angabe des Zelltyps (pChon, pMix),
der Defekttiefe (Knorpel- (1 mm) und Knochen-Knorpeldefekt (full-thickness)), des

Sauerstoffgehalts und des Fiillmaterials (Kollagen 1), die in Ansatz | und Il (Duplikat) verwendet

wurden.
Nr. Ansatz |Zelltyp Defekttiefe 02-Gehalt Fullmaterial
1 pCHON Full-thickness Normoxie Kollagen |
2 pCHON 1mm Normoxie Kollagen |
3 pCHON Full-thickness Hypoxie Kollagen |
4 pCHON 1 mm Hypoxie Kollagen |
5 pMSC + pCHON |Full-thickness Normoxie Kollagen |
6 pMSC + pCHON |1 mm Normoxie Kollagen |
7 pMSC + pCHON |Full-thickness Hypoxie Kollagen |
8 pMSC + pCHON |1 mm Hypoxie Kollagen |

4.6 Anverdauen von porcinen Knorpelschnipseln
Um den optimal anverdauten Zustand von Knorpelgewebe herauszufinden, wurden

unterschiedliche Kollagenase-Konzentrationen getestet. Die optimale Konzentration
ergab die Verdiinnung von 500 U/ml Kollagenase zu 100 U/ml mit DMEM + 2 % AntiAnti.
Nach ca. 16 h im Inkubator (37 °C, 5 % CO; und 95 %iger Luftfeuchtigkeit) waren die
Knorpelschnipsel in dem MaRe anverdaut, dass sie gut zu verarbeiten waren (Abbildung

11). Die Vorbereitung des Kollagen-I-Hydrogels erfolgte wie in Ansatz | und Il.

Abbildung 11: Anverdaute Knorpelschnipsel in Basismedium.

39



Neben dem Anverdau galt es das Verhalten der Knorpelschnipsel im Kollagen-I-Hydrogel
(HG) zu testen sowie das Einbringen in den Defekt. Daflir wurden Lochplatten als
Defektschablone verwendet und auf einen Objekttrager befestigt. Zur besseren
Handhabung wurden sie in eine Petrischale gelegt.

Zuerst wurden die anverdauten Knorpelschnipsel in den Defekt gegeben, so dass der
Defektboden, ca. 4 mm, bedeckt war. Das fir den Testlauf zellfreie HG mit GNL wurde
darauf pipettiert und es fand ein vorsichtiges Verriihren der Knorpelschnipsel mit dem
HG mit der Pipettenspitze statt. AnschlieBend wurde die Petrischale geschlossen und in

den Inkubator gestellt.

4.7 Papain-Verdau und DMMB-Assay (GAG-Assay)

Glycosaminoglykane (GAGs) gehoéren zu den wichtigsten Komponenten der EZM von
artikularem Knorpel. Durch ihre kovalente Bindung an bestimmte Proteine bilden sie die
Proteoglylane (PG), die besonders im Knorpel, in Form von Aggrekan, durch ihre hohe
Wasserbindungsfahigkeit und der Formation der Kollagenfibrillen die physiologische
Funktion der StoRdampfung und Druckabsorption bewirken. DMMB (Dimethyl-
Methylen-Blau) bindet an die sulfatierten GAGs. Es ist eine der am haufigsten
angewendeten Methode zur GAG-Quantifizierung [68].

Fir die Quantifizierung des DNA- und GAG-Gehalts (DMMB-Assay) erfolgte zur
Vorbereitung der entsprechenden Losungen zunachst der Papain-Verdau. Dafiir wurden
ein Papain-Verdau-Puffer (Tabelle 16) bestehend aus 100 mM Phosphatpuffer, 5 mM L-
Cystein und 500 mM EDTA verwendet. Der Papainverdaupuffer wurde bei 4 °C gelagert.
Fiir den Papain-Verdau wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Proben bzw.
Hydrogele (HG) mit PBS gewaschen und in -80 °C eingefroren. AnschlieRend erfolgte die
Trocknung Uber Nacht im Lyophilisator. Vor dem Verdau wurde der Papain-Verdau-
Puffer mit 140 pg/ml Papain-Enzym versetzt. Die lyophilisierten HG kamen in ein 2 ml-
ReaktionsgefdR, wurden mit Papain-Verdaulésung bedeckt (Knorpeldefekt 0,25 ml,
Knochen-Knorpeldefekt 0,5 ml) und Gber Nacht bei 60 °C inkubiert. Bis zur Vermessung
erfolgte die Lagerung der Proben bei -20 °C.

Fir die Bestimmung des GAG-Gehalts wurden alle Proben in Duplikaten gemessen. Der
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Leerwert betrug 100 pl Aqua-Bidest und die Standards (im Kit enthalten 100 pg/ml)
wurden entsprechend der in Tabelle 21 aufgelisteten Konzentrationen pipettiert. Fir
jede Probe wurden 50 pl verwendet und in jedes Zentrifugenréhrchen (Proben,
Standards und Leerwert) 0,5 ml Farbelosung (dye reagent) gemischt und invertiert.
AnschlieBend wurden sie fiir 30 min. auf einen Schiittler gestellt und fiir 10 min. bei

12.000 rpm zentrifugiert. Danach erfolgte die vorsichtige Entfernung des Uberstands.

Tabelle 21: Standardkurve fiir DMMB Assay.

ug GAG ug Standard ul Aqua Bidest
Leerwert 0 0 100
Standard 1 10 90
Standard 2 20 80
Standard 3 30 70
Standard 4 40 60
Standard 5 50 50

Daraufhin wurden 0,5 ml Dissoziationslosung in jedes Zentrifugenréhrchen gegeben,
gevortext und fir 10 min. ruhen gelassen, bis der gebundene Farbstoff vollstandig gelost
war. Zum Schluss wurden 200 pul von jeder Probe (in Duplikaten) auf eine transparente
96-Well-Platte aufgetragen. Die Extinktionsmessung erfolgte bei 656 nm im TECAN
Sunrise. Die GAG-Konzentration konnte nun mit Hilfe der Standard-Kurve ermittelt
werden.

Der DNA-Gehalt in den Hydrogelen wurde mittels des Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Assay (7589, Molecular probes Invitrogen detection Technologies) nach
Herstellerangaben bestimmt. DNA Standards (0.25 ng/ml — 100 ng/ml) und Proben
(Duplikate, 100 pl/well) wurden in eine schwarze, lichtundurchlassige 96-Well-Platte
pipettiert, 100 pl/well Quant Quant-iT ™ PicoGreen® dsDNA reagent hinzugefigt und
bei Raumtemperatur im Dunkeln flir 5 min inkubiert. AnschlieRend folgte die Messung
der Fluoreszenz (Exitation/Emission 480 nm/525 nm) im TECAN Sunrise. Basierend auf
der Standardkurve und der Subtraktion des Blank-Wertes, wurden die DNA-Werte der

einzelnen Proben kalkuliert.
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Im letzten Schritt wurden die GAG Werte einer Probe auf den DNA-Gehalt normalisiert.
Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der Mittelwert der GAG/DNA Werte berechnet

und inklusive Standardabweichung dargestellt.

4.8 Bestimmung der Zellvitalitat
Fir die Bestimmung der Zellvitalitat im Hydrogel der Proben an Tag 0 und Tag 28 kam

die Lebend-Tot-Farbung (LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit von Invitrogen) zur
Anwendung. Ethidium homodimer-1 (4uM) markiert den Zellkern toter Zellen und
Calcein AM (2uM) farbt das Zytoplasma von lebenden Zellen.

Nach Pipettieren der angegebenen Endkonzentration in Knorpelmedium und
anschliefender Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 20min., wurden die OCE
einmal in PBS gewaschen und am Floureszenzmikroskop Keyence BZ-9000 (Biorevo)

mikroskopiert (Wellenldngen: 494 nm/517 nm und 517 nm /617 nm, Filter: GFP/TRITC).

4.9 Histologische Analyse

4.9.1 Kunststoffeinbettung

Zum Einbetten der gesamten OCE inklusiver HG an Tag 0 und Tag 28 diente die
Kunststoffeinbettung (Technovit 9000 neu), die das Einbetten und anschlieRende
Schneiden von nicht dekalzifiziertem Knochengewebe ermaoglicht. Zunachst wurden die
OCE fur 24 h in Formaldehydlésung fixiert, bevor sie flir weitere 24 h in VE-Wasser
Uberfihrt wurden. AnschlieBend erfolgten die Dehydrierung und Infiltration nach dem

Ablauf, der in Tabelle 22 zusammengefasst ist.
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Tabelle 22: Ablauf der Dehydrierung und Infiltration der OCE fiir die Kunststoffeinbettung.

Dehydrierungs-/ Dauer Vorgang
Infiltrationsstufe

Ethanol 70 % >3 h (RT) Dehydrieren
Ethanol 80 % >3 h (RT) Dehydrieren
Ethanol 96 % >3 h (RT) Dehydrieren
Ethanol 96 % >3 h (RT) Dehydrieren
Isopropanol 99,8 % >3 h (RT) Dehydrieren
Isopropanol 99,8 % >3 h (RT) Dehydrieren
Isopropanol 99,8 % >3 h (RT) Dehydrieren
Xylol | > 16 h (RT) Dehydrieren
Xylol Il > 16 h (RT) Dehydrieren
Pra-Infiltrationslosung | >24h(4°C) Infiltration
Pra-Infiltrationslosung Il >24h(4°C) Infiltration
Pra-Infiltrationslosung IlI >24h(4°QC) Infiltration
Infiltrationslosung >48 h (4 °C) Infiltration

In der Infiltrationslosung erfolgte die Evakuierung der OCE bei 200 mbar fir 3 Minuten.
AnschlieBend fand die Polymerisation in speziellen Einbettformen mit einem Gemisch
aus Stammlosung A und B (Verhaltnis 9:1) statt. Daflir wurde wiederum bei 200 mbar
insgesamt 3-mal fir jeweils 3 min. in einem 4 °C vorgekiihltem Exsikkator evakuiert.

Danach erfolgte die Polymerisation luftdicht bei 7°C fiir mindestens 24h

4.9.2 Entplastung der Kunststoffschnitte

Zur Vorbereitung der eingebetteten Proben fiir histologische Farbungen, wurden
zunachst 3 um dicke Schnitte mit dem Hartschnittmikrotom hergestellt, diese auf einen
beschichteten Objekttrager gelegt, mit 60 %igem Ethanol bedeckt und mit einer
Polyethylenfolie bedeckt. Anschlielend wurden die Objekttrdager in eine Schnittpresse
gelegt und lber Nacht bei 60 °C getrocknet.

Nach dem Auskihlen auf Raumtemperatur wurde die Folie entfernt und direkt vor dem
Beginn einer histologischen Farbung wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten

wie folgt (Tabelle 23) entplastet:
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Tabelle 23: Entplastung der mit Technovit 9100 neu eingebetteten Schnitte.

Chemikalie Dauer
Xylol 20 min.
Xylol 20 min.
2-Methoxyethylacetat 20 min.
2-Methoxyethylacetat 20 min.
Aceton reinst 5 min.
Aceton reinst 5 min.
VE-Wasser 5 min.
VE-Wasser 5 min.

4.9.3 Safranin-O-/Fast-Green-Farbung

Fiir die Beurteilung der Matrixbeschaffenheit des Knorpelgewebes beziiglich des
Gehalts an Proteoglykanen (PG) bzw. der Glycosaminoglykane (GAG), und Kollagenen,
erfolgte die Farbung mit Safranin-O (PG) und Fast-Green (Kollagen). Die Farbung der
entplasteten Schnitte erfolgte nach dem Protokoll, das in Tabelle 24 aufgelistet ist. Nach
Abschluss der Farbung erfolgte das Eindecken mit Entallan® und das Trocknen der

Gewebeschnitte unter dem Abzug Giber Nacht.

Tabelle 24: Ablauf der Dehydrierung und Infiltration der OCE fiir die Kunststoffeinbettung.

Chemikalie Dauer
Weigert’s Eisen Hamatoxylin 8 min.
Leitungswasser 5 sek.
Fast Green-Lésung 2 min.
Essigsaure 1 % 1 min.
Safranin-O-Lésung 0,1 % 8 min.
Ethanol 70 % 5 sek.
Ethanol 96 % 5 sek.
Ethanol 100 % 5 sek.
Ethanol 100 % 5 sek.
Xylol 3 min.
Xylol 3 min.
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4.9.4 Immunhistologische Farbungen — Aggrekan, Kollagene |, Il und X

Uber die Immunbhistologie sollte mithilfe der entsprechenden Antikérper der Nachweis
des gelenkknorpeltypischen PG Aggrekan sowie Kollagen Typ Il erfolgen. Fir die
kalzifizierende Ubergangszone erfolgte die Kollagen X-Farbung. Als Kontrolle erfolgte die
Kollagen Typ I-Farbung mit Antikérpern vom Kaninchen.

Es folgte die enzymatische Demaskierung bei 37 °C mit Pronase (30 min.) fir die
Aggrekan- und Kollagen X-Antikdrper und mit Hyaluronidase (15 min.) und Pepsin (30
min.) fur die Kollagen II- und Kollagen-I-Ak. AnschlieRend erfolgte jeweils eine 5 min.
Behandlung mit Waschpuffer, das Blocken mit 3 % (v/v) H203 (in VE-Wasser) fiir 10 min.
und mit 5 % (w/v) BSA-Losung (in PBS) fir 30 min., um die zelleigene Peroxidase zu
blocken. Anschliefend wurden die Schnitte mit den Primarantikoérpern tGber Nacht bei 4
°Cinkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte zundchst 3-mal 5 min. mit Waschpuffer
gewaschen und anschlieend mit Sekundarantikdrpern lichtgeschitzt fir 10 min.
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit Waschpuffer erfolgte die ebenfalls
lichtgeschiitzte Inkubation mit HRP-Polymer-Reagenz fiir 20 min. und die Schnitte
wurden erneut 3-mal 5 min. in Waschpuffer gewaschen. Dann erfolgte das Einfarben
mit DAB fiir ca. 45 sek. bis eine Braunfiarbung zu erkennen war und das Uberfiihren in
Waschpuffer, um die Reaktion der Umwandlung des DAB-Substrats abzustoppen. Fiir
die Darstellung der Zellkerne erfolgte fiir 30 sek. die Gegenfarbung mit Hamatoxylin mit
anschlieBendem Blduen in Leitungswasser fiir ca. 90 sek.. Es folgte die Uberfiihrung in

VE-Wasser und die Entwasserung (Tabelle 25) wurde gestartet:

Tabelle 25: Entwadsserung der Gewebeschnitte.

Chemikalie Dauer
Ethanol 70 % 10 sek.
Ethanol 70 % 2 min.
Isopropanol 2 min.
Xylol 3 min.
Xylol 3 min.
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AnschlieBend erfolgten das Eindecken mit Entallan® und das Austrocknen der

Gewebeschnitte unter dem Abzug lber Nacht.
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5 Ergebnisse
5.1 Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

MSCs (adulte mesenchymale Stammazellen) besitzen die Fahigkeit in vitro unter dem
Einfluss von bestimmten Wachstums- und Differenzierungsfaktoren u. a. in Fett-,
Knochen- und Knorpelzellen zu differenzieren. Die Fahigkeit von MSCs adipogen,
osteogen und chondrogen zu differenzieren ist ein Nachweis der Multipotenz von MSCs.
Aus diesem Grund ist flir die Aus- und Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit der
Nachweis des MSC Differenzierungsverhaltens als Nachweis des MSC Phanotyps von
Bedeutung.

Die Positivproben zeigten in rot angefarbte Lipidtropfchen der adipogen differenzierten
MSCs (Abbildung 12a). In der Negativkontrolle der adipogenen Differenzierung sind nur
vereinzelt angefarbte Lipidtropfchen zu erkennen (Abbildung 12b). Die Postivproben der
osteogenen Differenzierung zeigten eine deutliche Rotfarbung der osteogen
differenzierten Zellen (Abbildung 12c) im Gegensatz zu den schwach angefarbten
Proben der Negativkontrolle (Abbildung 12d), in der nur wenige Zellen sichtbar sind. Die
chondrogene Differenzierung zeigt in der Positivkontrolle (Abbildung 12e) eine
deutlichere Einfarbung der glycosaminogklykanreichen EZM in blau, die in der

Negativkontrolle nur schwach ausgepragt war (Abbildung 12f).

Abbildung 12: Histologie der Stammazelldifferenzierung (40x) mit (a) Adipogener Differenzierung
(Oilred-O-Farbung) und Negativkontrolle (b), (c) osteogener Differenzierung (Alizarin-Red-
Farbung) und Negativkontrolle (d) und (e) chondrogener Differenzierung (Alcianblau-Farbung)

und Negativkontrolle (f). Scale bar 500 um.
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5.2 FACS-Analyse

Zur weiteren Bestatigung, dass es sich bei in dieser Arbeit verwendeten Zellen um MSCs
handelt, wurden die Zellen zum Nachweis mit unterschiedlichen Antikorpern gegen die

typischen Oberflachenproteine (CD29*, CD44*, CD90*, CD166, CD31) analysiert
(Abbildung 13) [53, 69].
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Abbildung 13: FACS-Analyse der Marker CD29*, (CD44*, CD90°, CD31, CD166™-

Oberflichenmarker als typische Oberflichenmarker zum Nachweis von mesenchymalen

Vorlduferzellen isoliert aus Knochenmark.
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Abbildung 13 zeigt, dass alle Antigene auf der MSC-Oberflache nachgewiesen werden
konnten. Allerdings ist eine deutliche Uberlappung der CD44 positiven Zellen mit denen,

die mit dem Isotypen mlgG1 gefarbt sind, zu sehen.

5.3 Auswachsen von Knorpelzellen aus anverdauten Knorpelschnipseln

Vor der in Ansatz lll geplanten Modifizierung des Kollagen-I-Hydrogels mit anverdauten
Knorpelschnipseln wurde das Auswachspotential der Knorpelzellen aus der anverdauten
Matrix getestet. Ab Tag 6 konnte an mehreren Stellen der Knorpelschnipsel ein

progredientes Auswachsen von Knorpelzellen beobachtet werden (Abbildung 14).

Abbildung 14: Auswachsen von Knorpelzellen in Basismedium an (a) Tag 1, (b) Tag 6, (c) Tag
14 und (d) Tag 21. Pfeile deuten auf einzelne auswachsende Chondrozyten hin. Scale bar
200 pm.
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5.4 Porcines Ex vivo Testsystem: Vitalitdtsbestimmung

An Tag 0 und an Tag 28 der Ansdtze | und Il (Duplikat) bis Il erfolgte eine
Vitalitatsbestimmung mit der LIVE/DEAD®-Farbung (Lebend-Tot-Farbung) von
Invitrogen, um die Vitalitat der Zellen zu untersuchen. Abbildung 15 und 16 zeigen eine
Auswahl an Bildern stellvertretend fiir Ansatz | und Il. Die Fluoreszenzaufnahmen der
OCE mit Knochen-Knorpel-Defekt und Knorpel-Defekt und Kollagen-I-Hydrogel mit

Chondrozytenkultur und Mixkultur aus pMSC und Chondrozyten zeigen deutliche

Vitalitat (lebende Zellen: griin). Es sind wenige tote Zellen zu erkennen (tote Zellen: rot).

Abbildung 15: Live-Dead Analyse der OCE mit einer Auswahl an Bildern von Ansatz | und Il an
Tag 0 mit Kollagen | Hydrogel und pChon im Knorpel-Knochendefekt (a). pChon im
Knorpeldefekt (b), pMix-Kultur aus pMSC und pChon im Knochen-Knorpeldefekt (c) und pMix
im Knorpeldefekt (d). Scale bar 100 pum.

--

Abbildung 16: Live-Dead-Analyse der OCE mit einer Auswahl an Bildern von Ansatz | und Il

(Duplikat) mit Kollagen | Hydrogel an Tag 28 nach Kultivierung in Normoxie (oben, a-d) und
Hypoxie (unten, e-h); a und e: pChon im Knochen-Knorpeldefekt, b und f: pChon im
Knorpeldefekt, ¢ und g: pMix-Kultur aus pMSC und pChon im Knochen-Knorpeldefekt und d
und h: pMix-Kultur aus pMSC und pChon im Knorpeldefekt (c). Scale bar 100 um.
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Abbildung 17: Ansatz lll Live-Dead-Analyse der OCE an Tag 0 mit Knorpelschnipseln im
Kollagen | Hydrogel mit pChon im Knochen-Knorpeldefekt (a), pChon im Knorpeldefekt (b) und
pMix-Kultur aus pMSC und pChon im Knorpeldefekt. Scale bar 100 pum.

Die OCE mit den anverdauten Knorpelschnipseln zeigen erwartungsgemaR eine
Inhomogenitat (Abbildung 17 und 18).

Abbildung 18: Live-Dead-Analyse der OCE von Ansatz lll an Tag 28 mit Knorpelschnipseln mit
pChon im Knochen-Knorpeldefekt in Kultivierung in Normoxie (a) und Hypoxie (b-d): pChon
im Knorpeldefekt (b), pChon im Knochen-Knorpeldefekt (c) und pMix-Kultur aus pMSC und
pChondrozyten im Knorpeldefekt (d). In Abbildung b und c, den Knorpeldefekten, sind die

Knorpelschnipsel zu erkennen. Scale bar 100 um.
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5.5 Histologie, Immunhistologie und Scoring

Zum Nachweis von knorpel- und knochenspezifischen Bestandteilen (Kollagen |, Il und
X, Aggrekan) in den OCE wurden histologische Antikdrperfarbungen durchgefiihrt.
Zusatzlich zu den immunbhistologischen Farbungen wurden Schnitte von jeder Probe mit
Hamatoxylin fir den Nachweis der basophilen Zellkerne gefarbt. Diese Kombination
ermoglichte die Bewertung der Zellkern-Matrix-Relation. Diese sollte aus
physiologischer Sicht zu Gunsten der Zellmatrix ausfallen, da wie in der Einleitung
beschrieben der hyaline Gelenkknorpel durch eine geringe Zelldichte und eine stark
ausgepragte Matrix charakterisiert ist, was seine biomechanischen Eigenschaften
erklart. Zusatzlich variiert im gesunden Gewebe das Vorkommen der Matrixmolekiile je
nach Schicht, was Aufschluss Uber die zonale Gliederung des Gelenkknorpels geben
kann. Die Rekonstruktion dieser zonalen Gliederung ist bisher nicht gelungen und ist
eine der Hauptherausforderungen in der Knorpelforschung [33]. Die Konzentration galt
deshalb der allgemeinen Beschaffenheit der Matrix mit ihren typischen Molekilen
sowie der Zell-Matrix-Relation.

Die Safranin-O-Farbung und die Aggrekan-Antikdrper-Farbung dient der Darstellung der
Glykosaminoglykane (GAG), speziell der Proteoglykane (PG) des hyalinen Knorpels.
Aggrekan ist dabei das Hauptproteoglykan. Ein weiteres wesentliches Matrixmolekul ist
Kollagen Il, das mit dem entsprechenden Antikérper nachgewiesen wurde. Der Kollagen-
I-Antikérper diente der Uberpriifung der Bildung von Kollagen-I-Fasern, die ein Hinweis
zur Ausbildung eines minderwertigen Faserknorpels gegeben hatte. Ahnlich verhielt es
sich mit dem Kollagen-X-Antikérper. Kollagen X befindet sich vorwiegend in der
kalzifizierten Zone des Knorpels am Ubergang zwischen Knorpel- und Knochengewebe.
Deshalb ist es positiv zu bewerten, dass in keinem der histologischen Schnitte eine
auffallige Bindung von Kollagen | und Kollagen X nachgewiesen werden konnte. Die
Bindung von Aggrekan- sowie Kollagen-Antikorpern wurde anhand der Braunfarbung
bewertet, die durch das Uberschichten der Gewebeschnitte mit DAB (Diaminobenzidin)

entsteht.
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5.5.1 Histologische Farbungen der Behandlung der Defekte mit Chondrozyten-Mono-
und Co-Kultur im Kollagenhydrogel

Die hier gezeigten histologischen Farbungen entsprechen einer Auswahl an Bildern, die
von drei unabhangigen Bewertern zum Scoring ausgewertet wurden. Die Bewertung
erfolgte verblindet. In Abbildung 19 und 20 sind die Farbungen jeweils eines der beiden
Duplikate aus Ansatz I/1l dargestellt.

Der positive Nachweis der Antikorperfarbung, das Vorhandensein eines Matrixproteins,
ist an der Braunfarbung zu erkennen. Jede Abbildung vergleicht die beiden
Behandlungsstrategien (pChon und pMix) an Tag 0 und Tag 28 (Normoxie und Hypoxie).
Eine Abbildung zeigt die Ergebnisse jeweils einer Defekttiefe (Knorpeldefekt und
Knochen-Knorpeldefekt). Bei den Knorpeldefekten wurde Kollagen Il in der Gruppe Tag
28 pChon Normoxie am meisten gebildet, gefolgt von pChon Hypoxie. Aggrekan
hingegen war am meisten prasent in pMix Hypoxie, gefolgt von pChon Hypoxie und pMix
Normoxie an Tag 28. Bis auf das Sample Tag 28 pMix Normoxie wurde wenig bis gar kein
Kollagen X produziert, welches ein Marker fiir die in der Knorpelregeneration nicht
gewinschten Kalzifizierung ist. Eine schwache Safranin-O positive Farbung war nur bei

Tag 28 pChon Normoxie prasent.
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Safranin O Aggrekan Kollagen I Kollagen X
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Abbildung 19: pChondrozyten-Monokultur (pChon) und pMix-Kultur (pMSC + pChon) im
Knorpeldefekt, Normoxie vs. Hypoxie (20x) von Ansatz I/1l an Tag 0 (d0) und Tag 28 (d28).
Scale bar 500 pum.

In Abbildung 20 zeigt sich eine positive Antikdrperfarbung vor allem an Tag 28 pChon
Normoxie in der Aggrekan- und Kollagen II-Farbung. Aggrekan war auch in der Gruppe
pChon Hypoxie etwas synthetisiert. In den Ubrigen Gruppen waren diese Proteine nur
sehr schwach gefarbt. Kollagen X war in allen Gruppen nur schwach bis gar nicht gefarbt.
Auch die Safranin-O Farbung resultierte in einer schwachen Farbung im Bereich des

Defekts, die sich hauptsachlich auf die perizellulare Region beschrankt.
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Safranin O Aggrekan Kollagen I Kollagen X
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Abbildung 20: pChondrozyten-Monokultur (pChon) und pMix-Kultur (pMSC + pChon) im
Knochen-Knorpeldefekt, Normoxie vs. Hypoxie (20x) von Ansatz I/1l an Tag 0 (d0) und Tag 28
(d28). Scale bar 500 um.

5.5.2 Bern- und ICRS-II-Scoring der Behandlung der Defekte mit Chondrozyten-Mono-
und Co-Kultur im Kollagenhydrogel

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse des Scorings gezeigt (Tabelle 26), die fir die

Auswahl der Materialkombination fiir Ansatz Ill herangezogen wurden, in dem das

Kollagen-I-HG neben den Zellen durch Knorpelschnipsel erganzt wurde.
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Die histologische Evaluation der porcinen osteochondralen Explantate (OCE) mit
unterschiedlichen Zelltypen (Monokultur mit porcinen Chondrozyten (pChon) vs.
Mixkultur (pMix) mit porcinen MSCs und pChon) in Kollagen | Hydrogel (HG),
unterschiedlicher  Defekttiefe  (Knochen-Knorpel- vs.  Knorpeldefekt) und
Sauerstoffgehalt (Normoxie vs. Hypoxie) erfolgte durch drei unabhédngige Bewerter nach
dem ICRS-II-/Bern-Score. Zunachst wurden die ersten beiden unabhangig voneinander
und zeitversetzt gestarteten Ansatze nach 28 Tagen Kultivierung ausgewertet. Maximal

konnten 18 Punkte erreicht werden.

Tabelle 26: Ubersicht iiber die ersten beiden Ansitze (Ansatz | und Il) mit den Mittelwerten
aus der Auswertung mit dem ICRS-II-/Bern-Score (maximal 18 Punkte) nach 28 Tagen Kultur

(n=2 Proben, 3 Bewerter).

02- Mittelwert |Standard-
ZelltypDefekttiefe Gehalt |Fiillmateriald28 abweichung
Knochen-
. 11,833 1,722
pChon [Knorpeldefekt Normoxie |Kollagen |
pChon [Knorpeldefekt Normoxie |[Kollagen | (11,500 0,548
Knochen-
. 10,667 1,751
pChon [Knorpeldefekt Hypoxie |Kollagen |
pChon [Knorpeldefekt Hypoxie |Kollagen| (11,833 1,722
Knochen-
. 8,833 1,472
pMIX [Knorpeldefekt Normoxie |Kollagen |
pMIX |[Knorpeldefekt Normoxie |[Kollagen | 8,000 3,578
Knochen-
. 8,333 1,966
pMIX |Knorpeldefekt Hypoxie |Kollagen |
pMIX [Knorpeldefekt Hypoxie |Kollagen| (11,333 2,875

Die gemittelten Scoring-Werte reichten von 8,0 in der pMix-Kultur in Normoxie bis zu

11,8 in der pChon-Monokultur in Normoxie (Knochen-Knorpel-Defekt) und in Hypoxie
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(Knorpeldefekt). Nur unwesentlich geringer fielen die Scores fiir die pChon-Monokultur
in Normoxie (Knorpeldefekt) mit 11,5 und pMix-Kultur in Hypoxie (Knorpeldefekt) mit
einem Mittelwert von 11,3 aus. Unter 10 Scoringpunkten blieben die anderen pMix-
Kulturen. Zusammenfassend haben die Monokulturen die h6heren Werte erzielt als die
pMix Behandlung. Ein positiver Effekt der Hypoxie gegeniiber Normoxie zeigte sich im

Knorpeldefekt der pMix-Gruppe.

5.5.3 Histologische Farbungen der Behandlung der Defekte mit Chondrozyten-Mono-
und Co-Kultur und Knorpelschnipsels im Kollagenhydrogel

In Abbildung 21 sind die histologischen Bilder aus Ansatz Il dargestellt. Es werden die
beiden Behandlungsstrategien (pChon und pMix) an Tag 0 und Tag 28 (Normoxie und
Hypoxie) verglichen im Knorpeldefekt und Knochen-Knorpeldefekt.

Im Vergleich zu Abbildung 19 und 20 zeigen sich in Abbildung 21 eine starkere
Braunfarbung der Antikoérper Kollagen Il und Aggrekan. Dies deckt sich mit den
insgesamt hoheren Ergebnissen im Scoring. Jedoch zeigen sich auch in den Kollagen X-
Farbungen ein hoéherer Anteil an positiver Farbung. Insgesamt wurde in der Gruppe
pChon Hypoxie im Knochen-Knorpeldefekt an Tag 28 am meisten Aggrekan und in pChon
Hypoxie im Knorpeldefekt am meisten Kollagen Il produziert. Im Vergleich der beiden
Zellarten im Hydrogel resultierte eine starkere Braunfarbung in der Gruppe pMix mit
Schnipseln als pChon mit Schnipseln. Eine Rotfarbung zum Nachweis von
Proteoglykanen war in diesem Ansatz nach 28 Tagen Kultur in allen Gruppen zu sehen

(Safranin O Farbung).
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Safranin O Aggrekan Kollagen I Kollagen X

Tag 0
pChon

KKD +
KS

Tag 28
pChon
Normoxie
KKD +
KS

Tag 28
pChon
Hypoxie
KKD +
KS

Tag 0
pChon

KD +
KS

Tag 28
pChon
Hypoxie
KD +
KS

Tag 0
pMix

KD +
KS

Tag 28
pMix
Hypoxie
KD +
KS

Abbildung 21: Ansatz lll: pChondrozyten-Monokultur (pChon) und pMix-Kultur (pMSC +
pChon) mit Knorpelschnipseln (KS) im Knochen-Knorpel-Defekt (KKD) und Knorpeldefekt (KD),
Normoxie vs. Hypoxie (20x) an Tag 0 (d0) und Tag 28 (d28). Scale bar 500 um.
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5.5.4 Bern- und ICRS-1I-Scoring der Behandlung der Defekte mit Chondrozyten-Mono-
und Co-Kultur und Knorpelschnipsels im Kollagenhydrogel

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse des Bern- und ICRS-1I Scoring von Ansatz Il

(Tabelle 27) zusammengefasst. Im Vergleich zu Ansatz | und Il fielen die Unterschiede in

den Mittelwerten geringer aus. Der hochste Scoring Wert in Ansatz Il wurde mit pChon

in Knochen-Knorpeldefekt unter Hypoxie erzielt, gefolgt von pChon im Knochen-

Knorpeldefekt unter Normoxie.

Tabelle 27: Ubersicht liber den dritten Ansatz (Ansatz 1ll) mit Knorpelschnipseln (S) im
zellbeladenen Kollagen-I-HG and Tag 28 mit den Mittelwerten aus der Auswertung mit dem

ICRS-II-/Bern-Score (maximal 18 Punkte).

02- Mittelwert |Standard-
ZelltypDefekttiefe Gehalt [Fillmateriald28 abweichung
Knochen-
. 12,167 1,602
pChon [Knorpeldefekt Hypoxie [Kollagen S
Ansatz Il |5Chon [Knorpeldefekt Hypoxie [Kollagen S |11,667 1,633
Kol HG mit
i Knochen-
Schnipsel _ 11,833 1,472
pChon [Knorpeldefekt Normoxie[Kollagen | S
pMIX |Knorpeldefekt Hypoxie [Kollagen 1S |11,500 2,510

5.6 DMMB-Assay (GAG-Assay)

DMMB (Dimethyl-Methylen-Blau) bindet an die sulfatierten Glycosaminoglycane
(GAGs). Es ist die haufigste angewendete Methode zur GAG-Quantifizierung [68]. GAGs
sind eine der wichtigsten Komponenten der EZM und geben Auskunft Gber die Qualitat
und Spezifitat des entwickelten Gewebes.

Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der GAG-Quantifizierung der ersten beiden Ansatze.
Dargestellt sind die gesamtmenge GAG bzw. DNA in den Hydrogelen an Tag 0 und nach

28 Tagen Kultur unter Hypoxie und Normoxie.
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An Tag 28 resultierte der hochste GAG-Gehalt in der pChon Monokultur des Knochen-
Knorpeldefekts gefolgt von pMix im Knochen-Knorpeldefekt und pMix im
Knorpeldefekt. Weiterhin war der GAG-Gehalt im Knochen-Knorpel Defekt der pChon
Gruppe hoher als im Knorpeldefekt (Abbildung 22, Tabelle 28).

Der hochste DNA-Gehalt zeigte sich ebenfalls in der Monokultur des Knochen-
Knorpeldefekts in Normoxie und Hypoxie an Tag 28. Fir die pMix-Kultur resultierten
vergleichbare DNA-Werte. Tendenziell war ein Riickgang des DNA-Gehalts an Tag 0 auf
Tag 28 zu erkennen, bis auf pChon-Behandlung im Knochen-Knorpekdefekt.

Es ist festzuhalten, dass in den zwei Ansatzen stark unterschiedliche Werte fiir GAG und
DNA resultieren. Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse — der Vergleich der
Mittelwerte — nur als Tendenz interpretiert werden.

Betrachtet man zusatzlich die GAG/DNA-Relation, erzielen die pMix-Kulturen ein im
Durchschnitt besseres Ergebnis als die pChon-Kulturen. Der geringere Sauerstoffgehalt
unter hypoxischen Bedingungen scheint einen positiven Stimulus auf den GAG/DNA

Gehalt in beiden pMix-Kulturen zu haben.
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Abbildung 22: Quantifizierung des Proteoglykan (GAG) und DNA Gehalts im Kollagen Typ |

Hydrogel von Ansatz | und Il (Mittelwerte) an Tag 0 und Tag 28 (jeweils Hypoxie "H" und

Normoxie "N"). Neben der GAG und DNA-Menge pro Konstrukt sind in der untersten Graphik

die GAG Werte zu den jeweiligem DNA-Wert normalisiert dargestellt. Dargestellt sind die

Mittelwerte inklusive Fehlerbalken, die den Wert von Ansatz | und Il angeben. KKD = Knochen-

Knorpeldefekt, KD = Knorpeldefekt.
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Tabelle 28: GAG, DNA und GAG/DNA Werte aus Ansatz | und Il inklusive der Berechnung des

Mittelwertes beider Ansatze. KKD = Knochen-Knorpeldefekt, KD = Knorpeldefekt, | = Ansatz I,

Il = Ansatz Il.
Zeit- Probe GAG GAG DNA DNA GAG/ GAG/
punkt Mittel- Mittel- | DNA DNA
wert wert Mittel-
wert
ug ug ng ng ng/ug ug/ug
Tag0 pChon KKD | 6,29 5,70 | 1164,92 | 715,72 5,40
12,29
pChon KKD II 5,11 266,53 19,18
pChon KD | 2,83 2,99 | 730,51 | 434,43 3,87
13,34
pChon KD II 3,16 138,36 22,80
pMix KKD | 6,82 7,28 | 713,79 | 475,20 9,56
21,14
pMix KKD II 7,74 236,60 32,71
pMix KD | 4,22 4,09 | 584,03 | 366,75 7,22
16,86
pMix KD I 3,96 149,46 26,50
Tag28 | pChonKKD I 10,27 8,72 | 1417,22 | 1074,01 7,25
Norm- 8,53
] pChon KKD II 7,17 730,80 9,81
oxie
pChon KD | 1,08 2,91 34,07 | 218,17 31,75
21,76
pChon KD II 4,74 402,28 11,78
pMix KKD | 5,52 2,73 | 465,03 | 240,52 11,86
11,86
pMix KKD 11 - 16,02 -
pMix KD | 0,40 2,76 19,27 | 283,66 20,67
15,01
pMix KD I 5,13 548,06 9,35
Tag28 | pChonKKD I 11,22 9,70 | 724,93 | 921,06 15,48
: 11,40
Hypoxie | pon kkD I 8,17 1117,20 7,31
pChon KD | 0,03 2,87 450 | 256,53 6,50
8,87
pChon KD II 5,71 508,56 11,23
pMix KKD | 6,49 6,07 | 109,44 | 295,68 59,30
35,51
pMix KKD Il 5,65 481,91 11,72
pMix KD | 5,91 5,40 58,34 | 224,16 | 101,29
56,93
pMix KD I 4,90 389,99 12,56
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6 Diskussion und Ausblick
Die Wahl einer geeigneten Behandlungsoption und das Ausmall der

Knorpelregeneration hdangen von GroRRe und Tiefe des Knorpeldefekts und damit von
der Schwere der Schadigung des Gewebes ab. Chondrozyten haben keinen direkten
Kontakt zu Blut- und LymphgefaBen und sind dementsprechend auf einen anaeroben
Stoffwechsel angewiesen [70]. Durch diese Avaskularitat und dadurch eine auf Diffusion
beschrankte Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie die Unfahigkeit
Stoffwechselendprodukte aktiv abzutransportieren, ist die Reparatur- und
Regenerationsfahigkeit des hyalinen Gelenkknorpels stark begrenzt. Die spezielle
Anordnung der Chondrozyten, die in Lakunen eingeschlossen und dadurch nicht in der
Lage sind auszuwandern und Heilungsprozesse in geschadigtem Knorpelbereichen zu
initiileren, erschweren dies zusatzlich [71].

Vor allem die Behandlung groRer Defekte mit autologen Zellen ist aufgrund der hohen
Anzahl von Chondrozyten, die fir die gegenwartig flihrende Behandlungsmethode der
Autologen Chondrozytentransplantation (ACT) bendétigt werden, begrenzt.

Alle Behandlungsmethoden sind darauf ausgerichtet, die Schmerzen des Patienten zu
reduzieren und die Kniefunktion bestmoglich zu erhalten oder wiederherzustellen. Die
Defektreparatur erfolgt hierbei durch ein knorpelartiges Gewebe, das sich allerdings als
fibroser Knorpel in der Zusammensetzung vom hyalinen Gelenkknorpel in Zonalitat und
somit in den mechanischen Eigenschaften unterscheidet [72-77]. Fibroser Knorpel
besteht hauptsachlich aus Kollagen | und nicht wie hyaliner Knorpel aus Kollagen 1l [78].
In dieser Arbeit wurde ein kiirzlich etabliertes osteochondrales Ex-vivo-Testmodell
(EVTS) modifiziert [18], um zellbasierte Behandlungsstrategien in Abhangigkeit der
Defekttiefe (Knorpeldefekt vs. Knochen-Knorpel-Defekt) und des Sauerstoffgehalts
(Normoxie vs. Hypoxie) in einem klinisch relevanten Modell gegeniiberzustellen. Das
EVTS stellt ein 3D Modell dar und ermdglicht, den Einfluss unterschiedlicher Parameter
auf das Regenerationsverhalten von Knorpelgewebe zu untersuchen. In drei Ansatzen
(Ansatze | + Il (Duplikat) und 1l mit Knorpelschnipseln) wurden verschiedene Zelltypen -
zum einen eine Monokultur mit porcinen Chondrozyten (pChon) und zum anderen eine

Co-Kultur mit 20 % pChons und 80 % pMSCs (pMix) - in Kollagen Typ | Hydrogel
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eingebettet. Diese zellbeladenen Hydrogele wurden in chondrale (Knorpeldefekte) und

osteochondrale (Knochen-Knorpel-Defekt) Defekte implantiert.

6.1 Osteochondrales Ex-vivo-Testmodell mit definierter Defekttiefe

Der subchondrale Knochen im osteochondralen Gewebe hat einen bedeutenden
Einfluss auf die Knorpelhomdostase und vermutlich auch auf die Knorpeldefektheilung.
In Studien zur Knorpelregeneration im Knochen-Knorpeldefekt von bovinen und
equinen osteochondralen Explantaten wurde eine erhdhte Knorpelmatrixbildung auf
den Kontakt des Explantats mit dem Knochen zuriickgefiihrt [79, 80]. Aus diesem Grund
stellt das Ex vivo osteochondrale Testsystem ein gutes Modell dar, um die
Knorpeldefektheilung in einer komplexeren Umgebung als bei in vitro Modellen zu
analysieren. Neben der Testung an einem Explantat bleibt in diesem Testsystem der
Austausch von Knochen- und Knorpelgewebe wie in natura moglich.

Die gewebespezifische Nahrstoffversorgung, die mit dem hier verwendeten 6-Well
System ermoglicht wurde, kann eine friihzeitige Degeneration des Knorpels wahrend
der ex vivo Kultur verhindern [18]. Um die Defektreparatur an einem moglichst intakten
Explantat zu untersuchen, ist dies von zentraler Bedeutung.

Der direkte Vergleich zellbasierter Behandlungsstrategien in einem ex vivo Modell mit
zwei verschiedenen Defekttiefen (Knorpeldefekt und Knochen-Knorpeldefekt) wurde
bislang noch nicht erforscht. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit hat die
Defekttiefe einen Einfluss auf die Reparatur des Defekts. Diese Resultate bediirfen
weiterer Experimente, um den Zusammenhang der Defektheilung und der Defekttiefe
besser zu verstehen. Eine Induzierung von unterschiedlichen Knorpeldefekttiefen im Ex
vivo Modell ist von groRem Interesse, um die verschiedenen pathologischen Defekte im
klinischen Alltag auch ex vivo zu untersuchen. Der Einsatz der in dieser Arbeit
verwendeten  Verwundungsmaschine bietet den Vorteil, reproduzierbare
Knorpeldefekte an den osteochondralen Explantaten zu setzen. Dabei war es wichtig,
das umliegende Gewebe moglichst nicht durch Reibung oder das Bohren zu
beschadigen. In den Leben-tot Farbungen wurde kein negativer Einfluss im Hinblick auf

Vitalitat der Chondrozyten im (brigen Gewebe der Explantate nachgewiesen. Der
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Aufbau der Verwundungsmaschine ermoglichte es zudem, Defekte in einer
geschlossenen Umgebung zu setzen und bietet die Méglichkeit dies auch unter sterilen
Bedingungen durchzufihren.

Die Oberflache jeder osteochondralen Probe wurde mit Hilfe einer Lichtschranke, die
am Bohrkopf montiert ist, detektiert. Basierend auf der tatsdchlichen Hohe der
Probenoberflaiche wurde der chondrale Defekt somit reproduzierbar in die Explantate
gebohrt. Diese Art einen wenige Millimeter tiefen Defekt in ein hartes Gewebe wie das
von Knorpel zu induzieren, wurde bislang nicht in der Literatur beschrieben. Der Aufbau
dieser Verwundungsmaschine wurde bisher nur fir die Verwundung von Hautmodellen

verwendet [81].

6.2 Einfluss der Wahl des Zellphdanotyps auf die Knorpelreparatur

Aufgrund der geringen Anzahl an Chondrozyten im Knorpel und deren mit dem Alter
zurlickgehenden metabolischen Aktivitat, werden alternative Zellquellen fiir die
Knorpelbehandlung erforscht. Ein Fokus liegt auf der Testung von MSCs in Co-Kultur mit
Chondrozyten [17, 58, 59].

In dieser Arbeit konnte eine stimulierende Wirkung der pMix-Behandlung ohne den
Zusatz von Wachstumsfaktoren in Bezug auf die Knorpelmatrixproduktion beobachtet
werden. Scoringergebnisse der pMix Behandlung waren denen der pChon nur leicht
unterlegen, und haben somit Potential in der Behandlung von Knorpeldefekten gezeigt.
Der stimulative Effekt der Co-Kultur von MSCs und Chondrozyten wurde in mehreren in
vitro und in situ Studien gezeigt [59, 82-84]. Neben einer Zunahme in der Produktion von
Knorpelmatrix und einer starkeren chondrogenen Differenzierung von MSCs kann durch
die Co-Kultur sogar die hypertophe Differenzierung von hMSCs reduziert werden [59, 85-
87]. Im Widerspruch hierzu wird in den vergangenen Jahren eher von einer trophischen
Rolle der MSCs auf die Chondrozyten ausgegangen und weniger von einer
chondrogenen Differenzierung der MSCs in der Co-Kultur [58, 59]. Nach wie vor ist dabei
unklar, ob die MSCs selbst zu Chondrozyten differenzieren oder moglicherweise nur ein

Trigger fur die Differenzierung anderer Zellen in der Mikroumgebung sind [60].
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Flr einen weiteren Erkenntnisgewinn ware eine Moglichkeit in weiteren Versuchen den
pMSC-Anteil zu erhéhen oder auch zu erniedrigen und zusatzlich mit und ohne
Wachstumsfaktoren zu stimulieren.

Ein moglicher Vorteil der Anwendung von MSCs konnte der Wegfall der Komorbiditat
und der zweiten Operation bei dem aktuellen Goldstandard der Autologen
Chondrozytentransplantation (ACT) sein, was mit insgesamt geringeren Kosten sowie
einem verminderten Infektionsrisiko durch den operativen Eingriff einhergeht. Wenn
man bedenkt, dass jedes Trauma die Ausbildung osteoarthritischer Veranderungen
beglinstigt [27], konnten die leicht schlechteren Scoringergebnisse den Vorteil einer
allogenen MSC-Transplantation von nur einer OP gegeniber einer autologen
Chondrozytentransplantation mit Komorbiditdt und zwei operativen Eingriffen
ausgleichen.

Die Behandlung mit der MSC-Chondrozyten Co-Kultur wiirde es sogar ermdoglichen,
diese in einer 1-Schritt Operation zu isolieren und direkt in den Knorpeldefekt zu
injizieren. Dies wird durch die reduzierte Anzahl der Chondrozyten (20 %) bei einer Co-
Kultur mit MSC ermoglicht. Ein weiterer Vorteil, der sich aus der deutlich reduzierten
Anzahl an Chondrozyten (in dieser Arbeit 20 %) ergibt, ist die Vermeidung der

Chondrozyten Dedifferenzierung wahrend einer in vitro Expansion [88].

6.3 Einfluss des Sauerstoffgehalts auf die Knorpelreparatur

Neben der unterschiedlichen Zellkombinationen und der Defekttiefe wurde als weiterer
Parameter der Einfluss des Sauerstoffgehalts (Normoxie: 20 % O, Hypoxie: 2 % 0O>)
wahrend der Ex-vivo-Kultur auf die Ausbildung einer chondrogenen Matrix im Defekt
untersucht.

Chondrozyten des hyalinen Knorpels sind hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Der
Sauerstoffgehalt im avaskuldren Knorpel wird mit 2-5 %, in der Synovialflissigkeit und
der Synoviakapsel mit 6.5-9.0 % beschrieben [89-91]. Im Knochenmark des
subchondralen Knochens betragt der Sauerstoffgehalt Giber 7 % [92, 93].

Der geringere Sauerstoffgehalt (Hypoxie) im Knorpel stellt einen wichtigen Faktor der

Homoostase des Knorpelgewebes dar. Durch den niedrigen Sauerstoffgehalt werden
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sogenannte Hypoxie-induzierende Faktoren (HIFs) ausgeschittet, die durch
Translokation in den Zellkern die Ausschiittung von Zielgenen bewirken (z. B. Hypoxia-
responsive element) und dadurch Auswirkung auf die Differenzierung von
Progenitorzellen (Vorlauferzellen) bereits wahrend der Entwicklung sowie auf die
Ausbildung der EZM und des korrekten Phanotyps der Zellen haben. Mit einfachen
Worten erklart verhindert ein geringer Sauerstoffgehalt die Degradation der HIFs [94].
Folglich wird angenommen, dass die Ausschiittung von HIFs positiv auf Knorpelzellen
und die EZM-Bildung wirkt und die Bildung von Knochengewebe und einer Hypertrophie
des Gewebes verhindert [10, 32].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde beim Scoring eine Tendenz beobachtet, dass hypoxische
Bedingungen bei Knorpeldefekten einen Einfluss auf die Matrixbildung haben. Die
Mittelwerte in Knorpeldefekten unter hypoxischen Kulturbedingungen fielen gleich
oder hoher aus als die der Knochen-Knorpel-Defekte bei Normoxie. Daraus kdnnte
abgeleitet werden, dass solange gesundes Knorpelgewebe als Trigger Kontakt zum
Fallungsmaterial hat, der niedrige Sauerstoffgehalt eine Rolle spielt. Moglicherweise
aufgrund der HIFs, denen eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
chondrogenen Homdostase zugeschrieben wird [10, 32]. Sobald jedoch vaskularisiertes
Knochengewebe Kontakt zum zellbeladenen Hydrogel (HG) hat, verliert der
Sauerstoffgehalt seinen Einfluss. Dies kann damit erklart werden, dass sobald ein
Knorpeldefekt weiter voranschreitet und schlieBlich in den subchondralen Knochen
vordringt, der Sauerstoffgehalt ansteigt, da der Knochen vaskularisiert ist [95]. Folglich
ist ein Unterschied im Sauerstoffgehalt bei Knorpeldefekten im Vergleich zu Knochen-
Knorpeldefekten zu erwarten. Der positive Einfluss eines geringen Sauerstoffgehalts in
Bezug auf ein erhéhtes chondrogenes Differenzierungsverhalten von hMSCs ist in vitro
bereits belegt worden [90, 96]. Pattappa et al. beschrieb eine erhodhte
Proteoglykansynthese und Kollagen Il Produktion in der Gruppe, die unter physioxischen

Bedingungen, verglichen zu Normoxie, in vitro kultiviert wurden [96].
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6.4 Einfluss der Zugabe von Knorpelschnipsel in der Knorpelreparatur

In Ansatz | und Il konnte der Einfluss der unterschiedlichen Zellkombinationen und der
Defekttiefe mit dem zusatzlichen Parameter des Sauerstoffgehalts (Normoxie: 20 % O,
Hypoxie: 2 % 0O,) wahrend der Ex-vivo-Kultur auf die Ausbildung einer chondrogenen
Matrix im Defekt bereits gezeigt werden. Im dritten Ansatz wurden nun zusatzlich als
Trigger Knorpelschnipsel in eine Auswahl an Explantatkombinationen hinzugefligt. Dies
waren bei den Knochen-Knorpeldefekten die in Normoxie und Hypoxie kultivierten
Monokulturen mit pChon und bei den Knorpeldefekten die Monokulturen mit pChon
und die Mixkulturen aus pMSC und pChon.

Bei den Ergebnissen aus Ansatz | und Il konnte davon ausgegangen werden, dass das
zusatzliche Vorhandensein von Knorpelgewebe einen positiven Einfluss auf die
Matrixbildung haben muss. So konnte bereits in einem Kaninchen-Modell nachgewiesen
werden, dass die Beimischung allogener Knorpelschnipsel zu einer besseren
Defektheilung fihrte [56]. Zusatzlich zeigte eine klinische Studie an Patienten im
Durchschnittsalter von 30 Jahren ein zufriedenstellendes Ergebnis im Hinblick auf
Schmerzreduzierung und Kniefunktion [57]. Da die Proliferationsrate bezliglich der
Zellverdopplungszeit und der chondrogenen EZM Synthese mit dem Alter abnehmen
[54], konnte dieser Umstand in Zukunft speziell Berilicksichtigung beim aktuellen
Goldstandard der ACT mit Moglichkeit einer entsprechenden Modifizierung des
Verfahrens durch die Zugabe von allogenen oder auch autologen Knorpelzellen,
beispielsweise wenn im Rahmen des Eingriffs verfranzter Knorpel abgetragen wird, zum
Tragen kommen. Hier wiederum konnten jedoch bei der Zellauswahl chondrogene
Vorlauferzellen den ausgereiften autologen ausdifferenzierten Chondrozyten und den
MSCs beziglich der chondrogenen Differenzierung und EZM-Bildung (iberlegen sein
[55].

Es lasst sich festhalten, dass das Vorhandensein von Knorpelgewebe, sei es im
Knorpeldefekt oder durch die Zufuhr von Knorpelschnipseln oder bestenfalls der
Kombination aus beidem, durchgehend einen positiven Einfluss auf die Matrixbildung

hatte. Selbst der pro-osteogene Einfluss der Normoxie hinsichtlich der Bildung eines
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fibrindsen Ersatzknorpels im Knorpel-Knochendefekt konnte im dritten Ansatz durch die
Zufuhr von Knorpelschnipseln moéglicherweise reduziert werden.

Der Vorteil einer vermehrten Prasenz des Knorpelgewebes in Form von
Knorpelschnipseln auf die Matrixproduktion zeigte sich auch in den Knorpeldefekten in
den Monokulturen und der Mixkultur aus MSC und pChon. Diese Ergebnisse bestatigen
die in der aktuellen Literatur gefiihrte Diskussion (iber die Bedeutung des
Knorpelgewebes als Trigger. Fraglich ist dabei nach wie vor, ob als Trigger fiir die MSCs
fur die Differenzierung in Knorpelzellen oder als ein Trigger fiir die Chondrozyten selbst
und die Initiierung autologer Regenerationsprozesse. In der Literatur wird eher von
einer trophischen Rolle der MSCs und der Matrixproduktion ausgegangen als auf eine
tatsachliche chondrogene Differenzierung der MSCs [58, 59]. Weiterhin ist unklar, ob die
MSCs selbst zu Chondrozyten differenzieren oder moéglicherweise nur ein Trigger fiir die
Differenzierung anderer Zellen in der Mikroumgebung sind [60].

Die Diskussion wer wen wie beeinflusst ist bereits Gegenstand aktueller Forschung und
wird in Zukunft wesentlicher Ansatzpunkt neuer Teststrategien sein. Auch hierfir bieten
Tissue Engineering inspirierte Ex vivo Testmodelle zweifelsohne eine Grundlage fiir die
klinische Testung unter Berilcksichtigung und Integration der nétigen

Grundlagenforschung.

6.5 Limitationen des porcinen Ex vivo Testsystem

Das in den vorherigen Kapiteln beschriebene Ex vivo Modell zeigte konsistente
Ergebnisse mit der Literatur, soweit diese vergleichbar waren. Allerdings stellt die
Verwendung des porcinen Materials in dem genannten Modell eine Limitation der
Studien dar. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit parallel humanes
Material, entweder von Patienten, die ein kiinstliches Kniegelenk bekamen, oder von
Kérperspendern aus der Anatomie, charakterisiert. Ein Nachteil der Verwendung von
humanem Material ist die begrenzte Verfligbarkeit. Zudem leiden die Patienten, die eine
Knieprothese erhalten an Osteoarthrose im spdten Stadium. Somit weist das Material
aus der Klinik einen stark inflammatorischen und degenerierten Phanotyp auf. In einer

kiirzlichen Studie mit humanen osteochondralen Explantaten wurde von einem
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Rickgang der Zellvitalitat im Explantat mit zunehmender Kulturdauer tber insgesamt 4
Wochen berichtet [97]. Diese Studie bekraftigt die Entscheidung, dass humanes Material
fir die Testung neuer Knorpelbehandlungsstrategien nicht die optimale Spezies fiir den
Aufbau des Ex vivo Testsystems darstellt.

Eine weitere Limitation des osteochondralen EVTS ist der fehlende mechanische Reiz
auf das Knorpelgewebe. Die trajektorielle Ausrichtung der EZM und der Stoffwechsel
sind abhangig von der biomechanischen Stimulation. Fiir einen Transfer in die klinische
Praxis ware die Weiterentwicklung des EVTS wiinschenswert, um die komplexen

Bedingungen im Kniegelenk simulieren zu kénnen [98, 99].

6.6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ex vivo osteochondrale Testsystem stellt eine Plattform zur Testung verschiedener
Behandlungsstrategien unter kontrollierten Bedingungen dar. Zusammenfassend kann
festgehalten werden, dass das umgebende Gewebe der osteochondralen Explantate die
Bildung von Knorpelmatrix in den zellbeladenen Hydrogelen, ohne endogene Zugabe
des Wachstumsfaktoren TGF-B unterstitzt hat. Das osteochondrale Explantat
unterstitzt nicht nur die Matrixbildung sondern stellt eine natiirliche Quelle von
weiteren Zellen (Chondrozyten, Osteoblasten, Osteoklasten) dar. Diese tragen
vermutlich zur Stimulation der Defektheilung bei.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Defekttiefe eine
entscheidende Rolle bei der Defektregeneration spielt. Dennoch ist der genaue
Mechanismus, der den Erfolg eines Behandlungsansatzes beeinflusst, nicht bekannt.
Nach wie vor sind die Mechanismen der Knorpeldegeneration und -regeneration nicht
ausreichend verstanden. Hier besteht weiterer Forschungsbedarf hinsichtlich der
Veranderungen der Knorpelhomoostase bei degenerativen Prozessen, einer
Osteoarthritis oder bedingt durch ein Trauma. Mesenchymale Stammzellen bieten das
Potential zur Regeneration. Allerdings braucht es weitere Vergleiche und Evaluationen
verschiedener Zell- und Materialkombinationen, um das Differenzierungs- bzw.
Dedifferenzierungsverhalten der MSCs besser zu verstehen.

Um nachhaltige Behandlungsstrategien in die klinische Praxis zu integrieren, bedarf es

70



weiterer langfristiger Studien. Ein wichtiger Faktor konnte die Integration der
mechanischen Reizung wahrend der Kultivierung in Hypoxie sein. Schaut man sich die
Biomechanik des Kniegelenks an, so erfahrt der Knorpel durch Bewegung Kompression,
und Scherung [100]. Die Applikation mechanischer Reize wird in der Literatur als
kritischer Faktor in Bezug auf den Knorpelmetabolismus und somit der
Aufrechterhaltung der Matrixeigenschaften diskutiert. In verschiedenen Arbeiten wurde
eine vermehrte Knorpelmatrixbildung nach mechanischer Stimulation gezeigt [98, 101,
102].

Ein weiterer Aspekt, der mit diesem Testsystem beleuchtet werden kann, ist der
Vergleich der Defektheilung in gesundem und entziindlichem Milieu. Fir diese Testung
konnen pro- und antiinflammatorische Zytokine in das Kulturmedium hinzugefiigt
werden und deren Auswirkung auf die Knorpeldegeneration oder die
Knorpelmatrixbildung im Defektmodell untersucht werden.

Aus der klinischen Perspektive bieten aktuelle Behandlungsmethoden wie die (M-)ACT
eine kurzfristige Linderung jedoch keine nachhaltige Schmerzfreiheit und adaquate
Belastbarkeit des geschddigten Gelenks. Die Verwendung allogener mesenchymaler
Stammazellen in der chirurgischen Praxis ist ein Ansatz, um zumindest die Nachteile der
(M-)ACT mit Komorbiditdten, Risiken und Kosten zweier Operationen zu verringern.
Insgesamt sollte in der Diskussion sinnvoller operativer Behandlungen bei jedem
Patienten nie die Bedeutung und der Nutzen einer konservativen Therapie mit
individueller Rehabilitation und gezielter Physiotherapie sowie gegebenenfalls einer

Gewichtsreduktion vernachlassigt werden.
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