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1 EINLEITUNG

1.1 Biologie des Knorpels

Knorpel ist ein druckelastisches Gewebe, das an verschiedenen Stellen des mensch-
lichen Kérpers vorkommt. Es gibt drei verschiedene Arten von Knorpelgewebe, wel-
che sich in der Zusammensetzung und Struktur ihrer Extrazellularmatrix (EZM) un-
terscheiden. So sind die biomechanischen Eigenschaften den lokalen Anforderun-
gen an das Gewebe angepasst [1]. Hyaliner Knorpel ist der haufigste Knorpeltyp im
menschlichen Kérper und findet sich unter anderem in den Atemwegen, den Wachs-
tumsplatten und den Gelenken. Faserknorpel in Menisken und Zwischenwirbel-
scheiben enthalt dicke Fibrillen aus Kollagen I, welche eine Zugfestigkeit des Gewe-
bes bedingen. Elastischer Knorpel ist durch seine Netze aus elastischen Fasern nicht
nur druck-, sondern auch biegeelastisch und kommt beispielsweise im dufderen Ohr-
knorpel vor [2]. In Bezug auf das Ziel dieser Arbeit konzentrieren sich die folgenden

Abschnitte auf die Struktur und Eigenschaften von hyalinem Knorpel.

1.1.1 Entwicklung und Wachstum

Wie alle Binde- und Stiitzgewebe stammt Knorpel vom Mesoderm ab. Zunachst wan-
dern undifferenzierte mesenchymale Zellen in die Extremitdtenknospen ein. Dort
proliferieren sie und kondensieren zur Knorpelanlage [3]. Signalwege, unter ande-
rem tiber das Adhasionsmolekiil N-Cadherin, fithren zur Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten. Die Zellen produzieren bereits in frithen Stadien EZM, zu Beginn vor al-
lem Kollagen I und Fibronektin [4]. Die weitere Differenzierung der Zellen wird
mafdgeblich durch den Transkriptionsfaktor Sex determining region of Y - Box 9
(SOX9) und Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2) reguliert [4]. Die Zellreifung
tiber Progenitorzellen zu Chondroblasten und weiter zu Chondrozyten ist durch Ak-
quirierung eines ausgedehnten endoplasmatischen Retikulums und die Vergrofde-
rung und Konzentration des Golgi-Apparats gekennzeichnet. Diese Veranderungen

stehen in direktem Zusammenhang zur Matrixsekretion [5]. KollagenI und
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Fibronektin werden durch spezifische Komponenten des hyalinen Knorpels wie
Kollagen Il und Aggrekan ersetzt [4], fiir die Homdostase und Erneuerung der EZM
spielt Transformierender Wachstumsfaktor 3 (TGF[) eine bedeutende Rolle [6].
Durch kontinuierliche Ablagerung von EZM werden die Zellen weiter auseinander
gedrangt, gemeinsam mit der Proliferation der Chondroblasten bedingt dies das in-
terstitielle Wachstum des Knorpels [5]. Reife Chondrozyten haben nur ein begrenz-
tes Potenzial zur Zellteilung [7]. Mit Ausnahme des Gelenkknorpels wird Knorpel
von einer festen, bindegewebigen Haut, dem Perichondrium umgeben. Dieses be-
steht aus mehreren Schichten von aktiven Fibroblasten und undifferenzierten, fib-
roblastendhnlichen Zellen, die zur Chondrogenese fahig sind und so ein appositio-

nelles Wachstum ermdoglichen [8].

Wahrend der Entwicklung der Gliedmafden kommt es zunachst zur Bildung eines
knorpeligen Skeletts und anschliefend zur enchondralen Ossifikation der langen
Roéhrenknochen. Am Ubergang von Knorpel zu Knochen hypertrophieren die
Chondrozyten, lagern Calciumsalze in ihre Umgebung ein und gehen schlussendlich
durch Apoptose unter [4]. Charakteristisch fiir diese kalzifizierende Hypertrophie-
zone ist die Expression von Kollagen X [4]. Blutgefafde wandern ein und verkalkter
hypertropher Knorpel wird resorbiert und durch Knochen ersetzt. Der Knorpel an
den Enden der gegeniiberliegenden Knochen, den Gelenken, wird durch ruhende

Chondrozyten gebildet [9].

1.1.2 Zusammensetzung und Funktion

Hyaliner Knorpel enthdlt im Gegensatz zu den meisten anderen Geweben im
menschlichen Koérper weder Blutgefifie noch Nerven oder Lymphbahnen [10].
Seine einzigartigen biomechanischen Eigenschaften beruhen auf Wechselwirkun-
gen zwischen der Matrix und den Chondrozyten, die das makromolekulare Geriist
des Knorpels bilden und stetig erneuern [11]. Die Belastung des Gewebes von aufden
erzeugt mechanische, elektrische und physikochemische Signale, die innerhalb der
EZM weitergeleitet werden. Dies tragt dazu bei, die anabole und katabole Aktivitat
von Chondrozyten zu regulieren [12-14]. Chondrozyten sind der einzige Zelltyp, der

in Knorpel vertreten ist. Dennoch nehmen sie nur einen kleinen Teil des Volumens
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im Knorpel ein, im Mittel liegt die Zellvolumendichte bei 1-3 % [15]. Mehrere
Chondrozyten und die ihnen direkt anliegende perizellulare Matrix formen eine me-
chanische Einheit, ein Chondron [16]. Kollagen VI ist ein Schliisselmolekiil der peri-
zellularen Matrix, welches die Chondrozyten in der EZM verankert und direkt mit
Rezeptoren auf der Zelloberflache interagiert [17]. Die Chondrone sind von einer
territorialen Matrix umgeben, die die Zellen mit einem korbartigen Geflecht aus

diinnen Kollagenfibrillen vor mechanischen Belastungen schiitzt [10].

An die territoriale Matrix schliefdt sich die interterritoriale Matrix an, die den grof3-
ten Anteil der EZM ausmacht und mafigeblich fiir die Viskoelastizitdt des Knorpels
verantwortlich ist [10]. Die Hauptbestandteile sind Wasser (ca. 80 %), Proteogly-
kane (PRG) und Kollagene [18, 19]. Letztere sind eine heterogene Protein-Familie
mit mindestens 27 Typen, von denen nur wenige im hyalinen Knorpel vorkommen,
und machen in etwa zwei Drittel des Trockengewichts von Knorpel aus [20]. Im hy-
alinen Knorpel ist iiberwiegend (>90 %) Kollagen Typ Il vertreten, das durch kova-
lente Quervernetzung seiner stabformigen Molekiile zu Fibrillen aggregiert und da-
mit dem Knorpel seine Zugfestigkeit und Steifheit verleiht [21]. Kollagen XI, ein wei-
teres fibrillares Kollagen, bildet unter anderem den Kern der Typ II Fibrille und re-
guliert vermutlich deren Fibrillendurchmesser [22, 23]. Diese gemischten Fibrillen
aus Kollagen Il und XI sind kovalent an Kollagen IX gebunden, dessen abgewinkelter
kurzer Arm in den perifibrilliren Raum hineinragt und somit Bindungsstellen fiir

andere Matrixmolekiile, beispielsweise PRG bereitstellt (Abb. 1.1) [24].

PRG machen etwa 10 % des Trockengewichts von Knorpel aus. Sie bestehen aus ei-
nem Kernprotein, an das eine variable Anzahl von sulfatierten Glykosaminoglykan
(GAQ) -Seitenketten kovalent gebunden ist. Neben kleineren PRG wie Decorin und
Biglycan, die bei der Stabilisierung und Organisation von Kollagenfasern helfen und
Wachstumsfaktoren binden, ist Aggrekan das haufigste und gréf3te PRG in hyalinem
Knorpel. Aggrekan ist kovalent mit iiber 100 Chondroitin- und Keratinsulfat-Ketten
verbunden und dartiber hinaus nichtkovalent tiber Linkprotein mit Hyaluronan
(HA) zu riesigen Aggregaten von bis zu 1000 Aggrekan-Molekiilen verkniipft [25,
26]. Durch das grof3e Volumen der Aggregate sowie durch die vielen negativ gelade-

nen Seitengruppen der GAG-Ketten, die mobile Kationen wie Na* und CaZ* mit sich
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fiihren, entsteht ein grofler osmotischer Quelldruck, der Wasser in das Gewebe
zieht. So kann Aggrekan das bis zu 50-fache seines Gewichts an Wasser aufnehmen,
was allerdings durch die Zugfestigkeit des Kollagennetzwerks eingeschrankt wird
[19, 27]. Wenn das Gewebe komprimiert wird, wird Wasser verdrangt, und die Kon-
zentration an PRG steigt fokal an. Dies erzeugt ein erhohtes Quell potenzial, weswe-
gen sich das Gewebe beim Entfernen der Druckbelastung durch Zurtickziehen von
Wasser wieder ausdehnt (Abb. 1.1) [13, 28]. Da die hohe PRG-Konzentration den
Grad der Kompression des Knorpels begrenzt, kann sie aufierdem dazu dienen, die

Chondrozyten vor mechanischen Einfliissen zu schiitzen [29].

i@ ’
§ Aggrecan Linkprotein \Hyaluronan ¢ KollagenIl/XI  kwKollagenIX _’Flu&?:sc;l;trung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der interterritorialen Extrazelluldrmatrix in hyalinem Knor-
pel im Ruhezustand, unter Kompression und nach Beendigung der Kompression. Ag-
grekan-Molekiile sind durch Linkprotein nicht-kovalent an Hyaluronan gekniipft und
bilden so grofle Aggregate. Fibrillen aus Kollagenen Il und XI bilden ein zugfestes Netz-
werk, an welches Kollagen IX angelagert ist. Links ist der Ruhezustand dargestellt. Bei
Druck auf den Knorpel wird das EZM-Gertist komprimiert und Wasser verdrangt. Fallt
die Druckbelastung weg, wird Wasser durch den osmotischen Quelldruck der Aggre-
kan-Aggregate zuriick ins Gewebe gezogen und es dehnt sich aus.

1.1.3 Besonderheiten des Gelenkknorpels

Der Gelenkknorpel bedeckt und schiitzt die Knochenenden in Diarthrosen und fun-
giertals reibungsarme und belastbare Oberflache fiir eine effiziente Gelenkartikula-
tion. Der Reibungswiderstand zwischen den knorpeligen Gelenkflachen entspricht
nur etwa einem Fiinftel dessen von Eis auf Eis [30]. Auflerdem muss Knorpel den
grofden Druck-, Scher- und Zugspannungen standhalten, die mit der Belastung und
Gelenkbewegung wahrend der Lebensdauer eines Individuums verbunden sind.

Trotz seines beschrankten Regenerationspotenzials weist er dabei meist keine oder
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nur geringe Zeichen von Beschadigung oder dauerhafter Verformung auf [10]. Diese
einzigartigen Eigenschaften sind nicht zuletzt auf den zonalen Aufbau und die tie-

fenabhangig inhomogene Biomechanik zuriickzufiihren.

1.1.3.1 Zonaler Aufbau

Der nicht kalzifizierte Teil des Gelenkknorpels ldsst sich in drei verschiedene Zonen
aufteilen: eine oberflachliche (auch Tangentialfaserzone genannt), eine mittlere
(auch Ubergangszone genannt) und eine tiefe Schicht (auch Radidrzone genannt).
Darunter folgt zunachst eine Schicht kalzifizierter Knorpel, der eine Verbindung
zum subchondralen Knochen bildet. Der Ubergang von nicht-kalzifiziertem zu kalzi-
fiziertem Knorpel wird durch die Tidemark markiert (Abb. 1.2) [31]. Wahrend diese
dreischichtige Einteilung weit verbreitet ist, variiert die Definition der Schichthéhen
jedoch je nach Autor, da die Ubergénge flieend sind und die Grenzen nicht eindeu-
tig festgelegt werden konnen. Die oberflachliche Schicht ist meist einheitlich als die
obersten 10-20 % definiert. Teilweise wird die Ubergangszone als die nichsten
10 % und die Radidrzone mit ca. 80 % als breiteste Zone definiert [15, 30, 32, 33].
In anderen Arbeiten ist die mittlere Zone mit 40-60 % der gesamten Knorpeldicke
beschrieben und somit breiter als die darunter liegende tiefe Zone mit 30-40 % [10,
13, 23]. Die Eigenschaften, die den einzelnen Zonen zugeschrieben werden, sind

wiederum sehr dhnlich.

In der oberflachlichen Zone ist die Zelldichte am hochsten, die Zellen sind klein, ab-
geflacht und die Chondrone bestehen aus einzelnen Zellen [15, 23]. Die Kollagen-
fibrillen sind zwar diinn im Durchmesser, aber dicht gepackt und tangential zur
Knorpeloberflache ausgerichtet. Dadurch werden punktuelle Druckbelastungen
besser auf das benachbarte Gewebe umverteilt [34]. Aufderdem korreliert die Kol-
lagendichte stark mit der Widerstandsfahigkeit gegen Scherkrifte, die vor allem an
der Knorpeloberflache wirken [35]. Damit gleicht die oberflachliche Schicht einer
kollagenen Membran mit einem relativ niedrigen PRG-Gehalt und einer geringen
Durchlassigkeit fiir Fliissigkeiten und stellt so eine wichtige Barriere gegen den

Flussigkeitsfluss bei Kompression des Knorpels bereit (Abb. 1.2) [13].
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Abb. 1.2: Zonaler Aufbau des Gelenkknorpels mit longitudinalen Schnitten durch den Knorpel
der Femurkondyle eines Schweins und schematischer Darstellung des Kollagenfaser-
verlaufs in den einzelnen Zonen. Links Darstellung des GAG-Gehalts in Safranin O-Far-
bung mit niedrigster Konzentration in der oberflachlichen Zone und héchster Konzent-
ration in der tiefen Zone. Mittig immunhistochemische Farbung auf Kollagen II mit
hoéchster Konzentration in der oberfliachlichen Zone, aufierdem Darstellung der unter-
schiedlichen Zellmorphologie in den einzelnen Zonen.

Je weiter man sich von der Knorpeloberflache entfernt, desto geringer wird die Zell-
zahl. Daflir nehmen die Chondrozyten der tiefen Zone im Vergleich zu denen der
oberflachlichen Zone das doppelte Volumen ein und sind bis zu zehnmal synthetisch
aktiver [32]. In tieferen Schichten beinhalten die Chondrone jeweils fiinf bis acht
Chondrozyten, die sdulenartig und senkrecht zur Oberflache angeordnet sind [10,
15]. Der Kollagengehalt der EZM nimmt in der mittleren und tiefen Zone ab, jedoch
nimmt der Durchmesser der Kollagenfibrillen zu. In der mittleren Zone sind die Fib-
rillen zufillig angeordnet und bieten einen Ubergang zur tiefen Zone, in der sie senk-
recht zur Gelenkflache ausgerichtet sind [33]. Die Kollagenfibrillen der tiefen Zone
scheinen miteinander zu gréf3eren Biindeln verflochten zu sein und ziehen durch
die Tidemark in den kalzifizierten Knochen, um eine starke Verankerung des Gewe-
bes in den subchondralen Knochen zu gewahrleisten [12, 23]. In der tiefen Zone be-
sitzt der Knorpel die hochste Widerstandskraft gegeniiber Kompressionskraften,
was nicht nur auf die starkeren Kollagenfibrillen, sondern maf3geblich auf den ho-
heren PRG-Gehalt und niedrigeren Wassergehalt der tieferen Zonen zurtickzufiih-

ren ist [10, 36]. Dadurch ist die Ladungsdichte, also die Anzahl der festen negativen
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Ladungen geteilt durch den Gehalt an freiem Wasser, in der tiefen Zone am hdchsten

und das Gewebe komprimiert sich weniger bei Druckbelastung (Abb. 1.2) [34, 37].

1.1.3.2 Erndhrung und Regeneration

Wie bereits erwahnt, ist Gelenkknorpel nicht vaskularisiert, daher muss die Versor-
gung der Chondrozyten mit Sauerstoff und Nahrstoffen durch Diffusion aus umge-
benden Quellen erfolgen. Im unreifen Knorpel stammen diese Nahrstoffe vor allem
aus Blutgefafden im subchondralen Knochen, die teilweise bis in die untersten
Schichten des Knorpels reichen [38]. Im reifen Knorpel scheint dieser Weg der Ver-
sorgung eine untergeordnete Rolle zu spielen [39, 40]. Der Grof3teil der Nahrstoffe
gelangt dann iiber die Synovialfliissigkeit, die den Gelenkspalt von Diarthrosen aus-
fiillt, in den Knorpel [39]. Dabei unterstiitzt der Wasserfluss wahrend des Druckzyk-
lus den Nahrstofffluss von der Synovialfliissigkeit zu den Chondrozyten, was sich in
der nachteiligen Auswirkung einer langfristigen Immobilisierung von Gelenken

zeigt [29, 30].

Da auch Sauerstoff hauptsachlich tiber die Synovialfliissigkeit zu den Zellen diffun-
diert, entsteht ein Konzentrationsgradient von der oberflachlichen zur tiefen Zone.
Die Sauerstoffkonzentration im Knorpel hdangt vor allem von der Sauerstoffkonzent-
ration in der Synovialflliissigkeit ab, aber auch von der Dicke der gesamten Knorpel-
schicht, der Zelldichte sowie des zellularen Sauerstoffverbrauchs und liegt meist
zwischen 1-6 % [41, 42]. Aufgrund des limitierten Angebots an Sauerstoff basiert
die Energiegewinnung von Chondrozyten vor allem auf Glykolyse unter anaeroben
Bedingungen. Obwohl die Zellen dadurch sogar mehrere Tage ohne Sauerstoff tiber-
leben konnen, hemmen niedrige O2-Werte signifikant den Metabolismus der Chond-
rozyten und verandern die Spiegel reaktiver Sauerstoffspezies, die als intrazellulare
Signalmolekiile wirken [41, 42]. Auf der anderen Seite fiihren die physiologisch hy-
poxischen Bedingungen zu einer vermehrten Verfligbarkeit von Hypoxie-induzier-
tem Faktor 1a (HIF1a), welcher ebenfalls eine Schliisselfunktion bei der Steuerung
der Energieerzeugung, des Zelliiberlebens und der Matrixsynthese erfillt [43]. Der

02-Spiegel ist somit ein sensibles Gleichgewicht, und Verschiebungen in beide
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Richtungen konnen negative Auswirkungen auf die Regenerationsfahigkeit von

Knorpel haben.

Schon vor fast 300 Jahren war bekannt, dass das Regenerationspotenzial von Knor-
pel begrenztist [44]. Chondrozyten sind liber ihre Synthesefdahigkeit und eine Reihe
von abbauenden Enzymen fiir die Entwicklung, Wartung und Reparatur der EZM
verantwortlich. Wahrend des gesamten Lebens wird der Gelenkknorpel zwar stetig,
aber sehr langsam umgestaltet. Der PRG-Umsatz kann bis zu 25 Jahre dauern, wah-
rend die Halbwertszeit von Kollagen auf mehrere Jahrzehnte bis zu 400 Jahren ge-
schatzt wird [10]. Gemeinsam mit der Tatsache, dass reife Chondrozyten nicht zur
Zellteilung fahig sind, erklart dies, warum Defekte, die durch Traumata entstehen,
nicht adaquat repariert werden konnen. Im Alter verringert sich zudem die Fahig-
keit von Chondrozyten, den Gelenkknorpel zu erhalten und wiederherzustellen und
es kommt zu einer veranderten Biomechanik, was wiederum das Risiko einer Dege-
neration der Gelenkknorpeloberfliche erhoht. Die fortschreitende Degeneration
des Gelenkknorpels fiihrt zu Schmerzen und Funktionsstérungen, die sich klinisch

als Arthrose manifestieren [14].

1.2 Degenerative und traumatische Knorpeldefekte

1.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Arthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung und eine der fiihrenden Ursachen fiir
Behinderung sowohl in Deutschland als auch weltweit [45-48]. Grundsatzlich kann
jedes Gelenk betroffen sein, am haufigsten sind jedoch Arthrosen in Knie, Hiifte und
Finger. Die Angaben zur Prédvalenz, die auf epidemiologischen Studien basieren, va-
riieren zum Teil erheblich in Abhangigkeit der Definition von Arthrose, der unter-
suchten Population und der Erhebungsmethode. Es wird geschatzt, dass weltweit
etwa 300 Millionen Menschen unter arthrotischen Veranderungen eines oder meh-
rerer Gelenke leiden [49]. In einer Studie des Robert Koch-Instituts von 2014 bis
2015 berichten 17,9 % der Erwachsenen ab 18 Jahren das Vorliegen einer Arthrose
in den letzten 12 Monaten, wobei die Pravalenz bei Frauen mit 21,8 % hoher liegt

als bei Mannern mit 13,9 %. In der Gruppe der tiber 65-Jahrigen sind etwa die Halfte
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der Frauen und ein Drittel der Manner betroffen [46, 50]. Da diese Zahlen nur die
Patienten widerspiegeln, die aufgrund von Beschwerden einen Arzt aufgesucht ha-
ben, ist anzunehmen, dass die tatsachliche Pravalenz der Erkrankung noch hoher
liegt. Diese Vermutung wird durch die Tatsache gestiitzt, dass bei mehr als 50 % al-
ler durchgefiihrten Kniearthroskopien Gelenkknorpeldefekte festgestellt werden
konnen, die haufig asymptomatisch sind [51, 52]. In den letzten Jahrzehnten nahm
die Pravalenz der Arthrose merklich zu, und es wird in den nachsten Jahren mit ei-
nem weiteren deutlichen Anstieg gerechnet, nicht zuletzt durch den demographi-

schen Wandel bedingt [46, 48, 50].

Neben den negativen Auswirkungen auf die Patienten, die sich vor allem in Schmer-
zen und Einschrankung der Alltagsfahigkeit dufdern, stellt die Arthrose auch eine
wirtschaftliche Belastung dar [46, 47]. Zusatzlich zu den direkten Kosten fiir ambu-
lante und stationdre Behandlung sowie Rehabilitationsmafinahmen fallt auch eine
erhebliche Summe an indirekten Kosten an, die beispielsweise durch Arbeitsunfa-
higkeit entstehen. 2011 entfielen knapp 3,4 % aller Frithberentungen auf die Erst-
diagnose einer Arthrose [50]. Insgesamt werden die Kosten in Zusammenhang mit

Arthrose in Industrielandern auf 1-2,5 % des Bruttoinlandprodukts geschatzt [48].

In Anbetracht dieser Daten verwundert es nicht, dass zahlreiche Studien sich mit
der Atiologie dieser Gelenkerkrankung beschiftigen. Viele Risikofaktoren fiir die
Entstehung von degenerativen Knorpelschdaden wurden bereits identifiziert, allen
voran Alter, weibliches Geschlecht und genetische Pradisposition [46-48]. Weitere
Risikofaktoren haben in den einzelnen Gelenken ungleichen Einfluss. Schon seit den
achtziger Jahren ist bekannt, dass sich Ubergewicht besonders negativ auf die Ent-
wicklung einer Gonarthrose auswirkt [53]. Koxarthrosen sind zu einem erheblichen
Anteil auf angeborene Hiiftdysplasien und kindliche Erkrankungen wie dem Morbus
Perthes und der Epiphyseolysis capitis femoris zurtickzufiihren, die eine gestorte
Gelenkmorphologie mit konsekutiver Fehlbelastung bedingen [53]. Im Sprungge-
lenk ist der haufigste auslosende Faktor fiir die Entwicklung einer Arthrose ein aku-
tes Trauma, einschlief3lich Operationen [48]. Ob libermafdige sportliche Aktivitit zu

einer Arthrose fiihrt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Jedoch wirkt sich
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nach aktueller Datenlage beides unglinstig auf das Fortschreiten der Erkrankung bei

bereits geschdadigtem Knorpel aus [18, 47].

1.2.2 Pathophysiologie

Arthrose zeichnet sich auf molekularer Ebene durch einen Verlust der Homdéostase
im Knorpel aus und entsteht, wenn die Synthesekapazitiat von Chondrozyten durch
Prozesse liberfordert wird, die den Matrixabbau férdern. Dazu gehéren abnormale
mechanische Belastung und entziindungsfordernde Zytokine wie Interleukin-1f3
und Tumornekrosefaktor-a [54, 55]. Viele dieser Faktoren regen Chondrozyten
dazu an, reaktive Sauerstoffspezies zu produzieren, welche iiber intrazellulédre Sig-
nalwege die Expression von matrixabbauenden Enzymen hochregulieren. Uberma-
Bige Werte dieser reaktiven Sauerstoffspezies verursachen nicht nur oxidative Zell-
schdden, sondern insbesondere auch eine Stérung der Signalwege der Zellen [55].
In der Folge kommt es zu einer Degradierung der EZM. Der Gehalt an Aggrekan
nimmt ab, jedoch kommt es kontraintuitiv zu einem erh6hten Wassergehalt der
Matrix [19, 56]. Die zunehmende Schwellung und somit Aufweichung des arthroti-
schen Knorpels hangt stark mit dem Abbau des Kollagengeriists zusammen [57].
Durch Proteolyse des perifibrillaren Adapterproteins Kollagen IX verliert das Kol-
lagennetzwerk an Stabilitdt [21, 24]. Zusatzlich kommt es zu einer direkten Denatu-
rierung von Kollagen II [58]. Chondrozyten versuchen, die beschadigte Matrix durch
Steigerung ihrer anabolen Aktivitat zu reparieren, insbesondere die Kollagen I1-Ex-
pression wird hochreguliert [56]. Da diese stimulierten Chondrozyten auch Kol-
lagen X sezernieren, wird vermutet, dass eine Differenzierung zu hypertrophen Zel-
len resultiert, die nicht mehr in der Lage sind, eine funktionelle Knorpelmatrix zu

synthetisieren [59, 60].

Die oberflachliche Zone des Knorpels weist als Erste Schaden auf, die als Friihzei-
chen von Knorpeldegeneration gewertet werden kénnen [34, 56]. Das dichte Kol-
lagennetzwerk lichtet sich und die Oberflache des Knorpels raut sich auf. Da die
oberflachliche Zone vor allem fiir die Lastenverteilung tiber eine grofdere Knorpel-
flache wichtig ist, erhohen sich bei ihrer Degeneration Spitzenspannungen, die in

tieferen Zonen und im Knochen erreicht werden [34]. So kommt es zum verstarkten
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Verschleifd der verbleibenden Knorpelareale und des subchondralen Knochens [30].
Die betroffenen Knochenzellen setzen als Antwort auf die erhéhte Belastung wiede-
rum Zytokine frei, die in einem Circulus vitiosus zum fortschreitenden Knochenum-

bau und Knorpelabbau beitragen [61].

1.2.3 Einteilung

Arthrose ist keine einheitliche Entitit, sondern vielmehr eine heterogene Erkran-
kung mit komplexer Pathologie. Sie kann anhand verschiedener Kriterien eingeteilt
werden, beispielsweise nach den betroffenen Gelenken, der Atiologie (traumatisch
oder degenerativ) und dem Ausmaf$ des Knorpelschadens. Um letzteres zu quanti-
fizieren, wurde bereits in den sechziger Jahren die Outerbridge-Klassifikation ent-
wickelt, die das makroskopische Erscheinungsbild des Knorpels in der Arthroskopie
beschreibt [62]. Spater wurde dieses Bewertungssystem von der International Car-
tilage Repair Society (ICRS) iiberarbeitet und genauer spezifiziert (Tabelle 1.1). Wei-
tere Scoring-Systeme basieren auf klinischer Prasentation, Bildgebung durch klas-
sisches Rontgen oder Magnetresonanztomographie, histologischer Aufarbeitung
des Gewebes [63-65] oder einer Kombination mehrerer Kriterien [66]. Neuere Stu-
dien beschaftigen sich intensiv mit der Anwendung von Ultraschallbiomikroskopie,
mit der sich auch friithe Stadien der Degeneration detektieren lassen [65, 67].

Tabelle 1.1: Vereinfachte ICRS-Klassifikation von Gelenkknorpeldefekten basierend auf der Ou-
terbridge-Klassifikation. Modifiziert von ICRS und [64].

ICRS-Grad Beschreibung

0 Normaler Knorpel

1 Oberflachliche Fissuren/Risse, leichte Erweichung
2 Lasionen < 50 % der Knorpeltiefe

3 Lasionen > 50 % der Knorpeltiefe

4 Defekte bis in den subchondralen Knochen

In den letzten Jahren wurde zunehmend Fokus auf verschiedene Phianotypen der

Arthrose gerichtet, in die unter anderem Attribute wie biomechanische Aspekte,

11
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betroffenes Gewebe neben dem Knorpel, Komorbiditdaten und klinische Prasenta-
tion einfliefden. Durch Berticksichtigung dieser Profile verspricht man sich eine in-
dividuelle und gezielte Gesundheitsversorgung und somit bessere Therapieergeb-

nisse [47, 68].

1.3 Therapeutische Ansatze in der klinischen Anwendung

Nach heutigem Kenntnisstand ist die Arthrose nicht heilbar. Daher fokussieren sich
die Therapieziele auf Schmerzreduktion, Erhalt der Funktionsfahigkeit und ein mog-
lichst langsames Fortschreiten der Gelenkdegeneration [45, 69]. Es stehen eine
Reihe an konservativen Therapiemoglichkeiten zur Verfligung. Fiihren diese nicht
zum gewlnschten Erfolg oder schreitet die Erkrankung weiter fort, muss zusatzlich
auf eine operative Therapie zurtlickgegriffen werden. Welches Therapieregime bei
einem Patienten angewandt wird, richtet sich unter anderem nach dessen Alter und
Allgemeinzustand, den individuellen Anspriichen an die kérperliche Leistungsfahig-
keit, den gelenkspezifischen Risikofaktoren und den relevanten Komorbiditdten

[50].

Da die Therapieerfolge der Arthrose limitiert sind, sollten auch vermehrt Maf3nah-
men zur primaren und tertidren Pravention ergriffen werden [69]. Dies beinhaltet
zum Beispiel eine Verringerung der Risikofaktoren, damit weniger Menschen er-
kranken sowie Rehabilitationsmafdnahmen und Rezidivprophylaxe. Eine sekundare
Pravention, also ein Screening zur Fritherkennung und rechtzeitigen Behandlung

der Arthrose, hat sich im klinischen Alltag noch nicht etabliert.

1.3.1 Konservativ

Konservative Mafinahmen kombinieren meist medikamentdse und nichtmedika-
mentdse Therapieoptionen. Aufklarung und Beratung hinsichtlich Verhaltensande-
rungen wie Gewichtsreduktion und Aufnahme gelenkschonender Aktivitaten im All-
tag bilden die Grundlage jeder erfolgreichen Behandlung. Hierbei kann auf Physio-
therapie und orthopddische Hilfsmittel zuriickgegriffen werden [50, 70]. Als weitere

nichtmedikamentdse Behandlungsmoglichkeiten werden Akupunktur,
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Nahrungsergianzungsmittel und Ozontherapie zur Reduktion von proinflammatori-
schen reaktiven Sauerstoffspezies angeboten, jedoch konnte bei den meisten dieser
Anwendungen bisher keine signifikante Wirksamkeit nachgewiesen werden [69, 71,

72].

Die medikamentdse Therapie umfasst vor allem schmerzreduzierende Mittel und
orientiert sich am Stufenschema der Weltgesundheitsorganisation WHO. Die am
haufigsten eingesetzte Substanzgruppe sind nichtsteroidale Antiphlogistika, da sie
zusatzlich eine entziindungshemmende Wirkung haben. Bei starkeren Schmerzen
empfehlen die Leitlinien den Einsatz von Opioidanalgetika und die intraartikulare
Gabe von Glukokortikoiden zur Therapieeskalation [49, 70]. Insgesamt steigt die
Anzahl an Verschreibungen von Schmerzmitteln in Zusammenhang mit arthroti-
schen Beschwerden seit Jahren kontinuierlich an [45]. Diesem Trend sollte entge-
gengewirkt werden, da diese Medikamente lediglich eine Symptomlinderung her-
beifithren konnen und zudem ein weitreichendes Nebenwirkungspotenzial aufwei-
sen. Daher konzentriert sich die Forschung aktuell auf neue Therapeutika, die ge-
zielt die Knorpeldegeneration hemmen sollen. Dazu gehéren unter anderem ver-
schiedene Hormone und Immunsuppressiva, jedoch ist die Studienlage zur Wirk-

samkeit bislang unsicher [49, 70].

1.3.2 Operativ

Auch operativ stehen viele Therapieoptionen zur Verfligung. Die Wahl des chirurgi-
schen Vorgehens richtet sich insbesondere nach der Grofie und Tiefe des Defekts
sowie moglichen Pathologien der angrenzenden Strukturen. Als Faustregel gilt, dass
ein Defekt ab ICRS-Grad III-IV eine Operationsindikation darstellt [51]. Patienten
mit kleinen, isolierten Knorpeldefekten kénnen bereits von einer Spiilung (Lavage),
Entfernung von abgescherten Knorpelteilen (Shaving) und mechanischen Knorpel-
glattung (Debridement) profitieren, auch wenn dies lediglich eine symptomatische
Therapie darstellt und meist nur eine kurzfristige Verbesserung herbeifiihrt [51,
73]. Bei den knochenmarkstimulierenden Techniken wie der Pridie-Bohrung, der
Mikrofrakturierung und der Abrasionsplastik wird der subchondrale Knochen

mehrmals penetriert. In die so gebildeten Defekte konnen pluripotente Stammzellen
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aus dem Knochenmark einwandern und den Defekt mit neuem Knorpelgewebe auf-
filllen [73]. Dieses Narbengewebe enthalt jedoch meist einen hohen Anteil an Kol-
lagen I und besitzt minderwertige biomechanische Eigenschaften, weshalb es im
Verlauf erneut zu einer Degeneration des betroffenen Areals kommen kann [30, 74,

75].

Ebenso konnen Knorpeldefekte durch Transplantation von autologen oder alloge-
nen chondrogenen Materialien saniert werden. Die alleinige Deckung des Knorpel-
schadens mit einem Periostlappen wurde vor iiber 30 Jahren entwickelt und erzielte
zundchst vielversprechende Ergebnisse [73]. Aufgrund hoher Revisionsraten wegen
Hypertrophie und Kalzifizierung des Transplantats hat diese Methode heute kaum
noch klinische Relevanz [76, 77]. Bei der autologen osteochondralen Transplanta-
tion werden Knorpel-Knochen-Zylinder aus wenig belasteten, gesunden Gelenkbe-
reichen ausgestanzt und mosaikartig in den Defekt eingesetzt, was bei etwa 70-
100 % der Patienten kurz- bis mittelfristig zu signifikanter Schmerzreduktion und
verbesserter Funktion fithrt [30, 73]. Die limitierenden Faktoren dieser Behandlung
sind vor allem eine folgende Inkongruenz der Gelenkflachen bei zu grofien Trans-
plantaten sowie die begrenzte Verfiigbarkeit von Spendermaterial, sodass sie vor
allem bei kleinen Defekten unter 4 cm? empfohlen wird [50, 77, 78]. Grofsere De-
fekte konnen erfolgreich mit allogenem osteochondralen Material gefiillt werden,
jedoch birgt dies ein hoheres Abstofdungs- und Infektionsrisiko, aufSerdem ist die
Uberlebensrate der konservierten Chondrozyten in diesen Allografts vermindert

[30, 73].

Die klinische Anwendung der autologen Chondrozytenimplantation (ACI) riickte
1994 nach einer Veroffentlichung von Brittberg et al. in den Fokus des o6ffentlichen
Interesses [79] und wird seitdem stetig weiterentwickelt. Bei der klassischen ACI
werden Chondrozyten aus minderbelasteten Gelenkarealen isoliert, fiir wenige Wo-
chen in vitro proliferiert und in einer zweiten Operation als Zellsuspension unter
einen aufgendhten Periostlappen in die Knorpelverletzung injiziert [77, 79]. Die
Komplikationen einer moglichen Hypertrophie des Periostlappens und intraartiku-
larer Adhasionen werden durch den Einsatz einer Kollagenmembran zur Abde-

ckung des praparierten Defektbereichs reduziert [80, 81]. Bei der Matrix-
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assoziierten ACI werden Tragermaterialien aus Kollagen I und III mit Knorpelzellen
besiedelt. Statt mittels einer aufwendigen Naht wird das Praparat mittels Fibrinkle-
ber in der Lasion befestigt. So kann der Eingriff auch in schwer zuganglichen Berei-
chen des Gelenks meist minimalinvasiv und mit kiirzerer Operationsdauer durchge-
fiihrt werden [77, 80, 81]. In ca. 75 % der Falle kann nach mehreren Jahren hyalin-
artiges Regenerationsgewebe nachgewiesen werden [73, 75]. Ob die hoheren Kos-
ten und die lange Genesungszeit von 6-12 Monaten nach einer ACI durch ein besse-
res Resultat gerechtfertigt sind, wird weiterhin kontrovers diskutiert. Wahrend
manche Vergleichsstudien zwischen ACI und Mikrofrakturierung gleichwertige Er-
gebnisse im klinischen und radiologischen Outcome beschreiben [52, 82, 83], legen
andere Studien einen signifikanten Vorteil der ACI gegeniiber der Mikrofrakturie-

rung besonders in grofleren Defekten und im langfristigen Verlauf nahe [77, 80, 81].

Grundsatzlich sollten die oben genannten operativen Therapieoptionen mit einer
Korrektur von begleitenden mechanischen Anomalien wie Bandinstabilitat, Menis-
kuslasionen oder Beinachsenfehlstellungen kombiniert werden. So sollen méglichst
physiologische Druckverhaltnisse im Gelenk wiederhergestellt werden, die die Re-
generation des Defekts positiv beeinflussen [30, 77, 78]. Ebenso wichtig ist eine gute
Nachsorge. Es wurde gezeigt, dass kontinuierliche passive Mobilisierung fiir meh-
rere Wochen nach der Operation sowohl die Gefahr der postoperativen Bewegungs-
einschrankung reduziert als auch die Bildung von hyalinartigem Knorpel im Rege-

nerationsgewebe fordert [30, 84].

Im Endstadium der Arthrose kann eine gelenkersetzende Operation notwendig wer-
den. Diese Therapieoption ist vor allem alteren Patienten vorbehalten, da Endopro-
thesen eine eingeschrankte Haltbarkeit aufweisen und sich im Laufe der Zeitlockern
konnen, wobei ein Prothesenaustausch hohe Komplikationsraten und geringe Er-
folgsaussichten mit sich bringt [49, 50, 73]. Als Ultima Ratio kann eine Arthrodese,
also eine Gelenkversteifung in Betracht gezogen werden, die jedoch mit starken Ein-

bufden der Lebensqualitidt einhergeht.
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1.4 Tissue Engineering

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse in der Transplantation von autologem
oder allogenem Gewebe zur Gelenkflaichenwiederherstellung weisen die oben be-
schriebenen, aktuell in der klinischen Anwendung befindlichen Techniken immer
noch Einschrankungen in der Grof3e des behandelbaren Defekts und Komplikatio-
nen wie Transplantatinstabilitdt oder Verkalkung auf. Insbesondere ist es noch nicht
gelungen, mit hohen Erfolgsraten hochwertigen hyalinen Knorpel zu regenerieren,
weshalb die aktuellen Therapieoptionen nur ein Fortschreiten der Degeneration um
einige Jahre hinauszégern, die Erkrankung jedoch nicht aufhalten oder heilen kén-
nen [85]. Die genannten Probleme fiihrten zur Entwicklung neuer Therapiestrate-
gien im Bereich des Tissue Engineering (TE). Diese Disziplin basiert auf einer Kom-
bination von Zellen, Biomaterialien und externen Stimuli, die auch als Trias des TE
bezeichnet wird, um in vitro Knorpel zu ziichten, der fiir die Gewebereparatur ge-

eignet ist (Abb. 1.3) [86].

Biomaterial

natiirlich / synthetisch

N

_ - Kombination

( \ chemische Modifikation Ve ~
Cit zonale Struktur Externe Stimuli
Chondrozyten / MSCs . I 3D-Kultur
\ ‘/ Nahrstoffe
Expansion/Differenzierung Wachstumsfaktoren

+ mechanische Reize
Ko-Kultur - Sauerstoﬂkofzentratlon
zonale Schichtung 1 ' :
) Bioreaktoren

Abb. 1.3: Trias des Tissue Engineering zur Reparatur von Gelenkknorpel. Durch die Kombination
aus chondrogenen Zellen, Biomaterialien aus natiirlichen oder synthetischen Polyme-
ren und verschiedenen externen Stimuli sollen in vitro Knorpelkonstrukte geziichtet
werden, die in die Gelenkknorpeldefekte des Patienten transplantiert werden kénnen.
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1.4.1 Zellarten

Die Zellarten, die zur Chondrogenese fahig sind und damit fiir TE von Gelenkknorpel
geeignet sind, sind begrenzt. Als einzige in der klinischen Anwendung sind Ansatze
mit autologen Chondrozyten [75]. Sie werden aus einer Biopsie von gesundem Ge-
lenkknorpel isoliert und zeigen in dreidimensionaler (3D-) Zellkultur eine gut erhal-
tene Zellmorphologie und Produktion von EZM-Bestandteilen [87-89]. Um die Kom-
plikation einer arthrotischen Verdnderung an der Spenderstelle zu umgehen, kann
auch der hyaline Knorpel des Nasenseptums, der zudem in einem minimalinvasiven
Eingriff erreichbar ist, als Quelle fiir die Chondrozyten dienen [86]. Ein entscheiden-
der Nachteil bei der Verwendung autologer Chondrozyten ist jedoch ihre begrenzte
Verfligbarkeit. Um ausreichend Zellmaterial zu gewinnen, werden die frisch isolier-
ten Chondrozyten zunachst meist in einer Monoschichtkultur expandiert. Die Insta-
bilitat ihres Phanotyps fiihrt dabei allerdings zu einer Dedifferenzierung zu fib-
roblastendhnlichen Zellen. Dieser Vorgang ist nach Kultivierung in einem 3D-Modell

zumindest teilweise reversibel [86, 90].

Auf der Suche nach alternativen Zelltypen zur Knorpelziichtung beschaftigt sich die
Wissenschaft mit Stammzellen. Mesenchymale Stammzellen (MSC) werden in der
regenerativen Medizin haufig eingesetzt. Sie konnen aus vielen Gewebearten wie
beispielsweise Knochenmark, Fettgewebe und der Synovialmembran gewonnen
werden und bis zu 40 Generationen ohne Differenzierung proliferieren [86, 91].
Durch verschiedene dufdere Stimuli konnen sie in unterschiedliche Bindegewebe,
darunter Knorpel und Knochen, differenzieren und sind daher auch fiir die Versor-
gung osteochondraler Defekte geeignet. Auf der anderen Seite tendieren sie zu Hy-
pertrophie und Kalzifizierung und bergen ein gewisses, wenn auch geringes Entar-
tungsrisiko [75, 92]. Aktuell werden Ko-Kulturen von MSC und Chondrozyten un-
tersucht, da so die chondrogene Differenzierung der MSC gefordert wird und auf

eine Expansion der Chondrozyten verzichtet werden kann [92, 93].

Neue Ansatze mit chondrogenen Progenitorzellen [94-96] und humanen induzier-
ten pluripotenten Stammzellen [75, 86] ergeben bisher erfolgversprechende Resul-

tate, eine fundierte Datenlage liegt jedoch noch nicht vor.
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1.4.2 Biomaterialien

Die Grundvoraussetzungen eines Materials, das in den menschlichen Kérper im-
plantiert werden soll, ist Biokompatibilitdt und biologische Abbaubarkeit. Speziell
fiir das TE von Gelenkknorpel muss es mechanischen Belastungen standhalten und
eine Permeabilitat fiir Nahrstoffe und andere Botenstoffe aufweisen. Hydrogele
werden oft favorisiert, da sie einen dhnlichen Wassergehalt wie natiirliches Knor-
pelgewebe haben und eine gute Zellverteilung innerhalb der Matrix ermoglichen. In
einer Reihe von Hydrogelen basierend auf nattirlichen und synthetischen Polyme-
ren konnte bereits eine Chondrogenese nachgewiesen werden, trotzdem wurden
nur wenige erfolgreich in die Klinik tiberfiihrt [86]. Natiirliche Biomaterialien, be-
stehend aus Proteinen wie Kollagen [87] bzw. Polysacchariden wie Agarose [97]
oder HA [98], sind in der Literatur ausfiihrlich beschrieben. Sie kénnen die chond-
rogene Differenzierung von MSC sowie die Bildung von Knorpelgewebe in vitro for-
dern, zusatzlich kommt Agarose den viskoelastischen Eigenschaften des Knorpelge-
webes nahe [91]. Insgesamt haben natiirliche Biomaterialien den Vorteil, dass sie
keine oder nur eine geringe Immunantwort auslésen und mit wenigen Ausnahmen
eine gute Zelladhdsion zulassen. Nachteilig ist dagegen, dass eine vorzeitige Resorp-
tion zu Form- und Grof3enverlust fithren kann und dass sie meist nur geringen me-
chanischen Belastungen standhalten [86, 93]. Eine chemische Modifizierung der Po-
lymere durch Bindung verschiedener Substrate an ihre funktionellen Seitengruppen
kann die Zellaffinitat und die mechanischen Eigenschaften verbessern [91]. Dieses
Prinzip nutzt man auch bei synthetischen Polymeren wie beispielsweise Polyethyl-
englycol. Hydrogele aus diesen synthetischen Materialien kdnnen standardisiert
hergestellt werden und in ihren biomechanischen und chemischen Eigenschaften je
nach Bedarf angepasst werden, sie erlauben allerdings keine ausreichende Zell-Mat-

rix-Wechselwirkung [91, 99].

Aktuelle Studien tendieren dazu, natiirliche und synthetische Biomaterialien zu
kombinieren, um die jeweiligen Vorteile zu nutzen [100]. Ein vielversprechendes
Material ist beispielsweise eine Kombination aus HA und Polyglycidol (PG), da beide

Molekiile viele modifizierbare funktionelle Seitengruppen aufweisen [94, 99, 101].
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1.4.3 Externe Stimuli

In der Entwicklung und wahrend der gesamten Lebenszeit von nativem Gelenkknor-
pel wirken verschiedene biologische und umweltbedingte Einfliisse auf die Chond-
rozyten. Im TE versucht man, diese physiologischen Zustande zu imitieren und so
die chondrogene Geweberegeneration zu fordern. Manche Ansatze, wie die Kultivie-
rung der Zellen in einem 3D-Modell und die Sicherstellung einer ausreichenden Ver-
sorgung mit Nahrstoffen wurden bereits in den vorherigen Abschnitten erwéhnt.
Die Bandbreite an untersuchten Einflussfaktoren, gerade unter den biologischen
Signalstoffen, ist enorm [102]. Daher sollen im Folgenden nur einige erlautert wer-

den.

Wachstumsfaktoren spielen eine entscheidende Rolle in der Proliferation und Diffe-
renzierung aller Zellen des menschlichen Korpers. Im TE von Knorpel gehoren Mit-
glieder der TGF-B-Familie definitiv zu den haufigsten eingesetzten Substanzen [93].
Es ist bewiesen, dass sie die chondrogene Differenzierung von MSC unterstiitzen
und den Phanotyp von Chondrozyten und differenzierten MSC aufrechterhalten [91,
102]. Alternativ oder in Kombination kénnen weitere chondrogene Signalmolekiile
wie FGF eingesetzt werden [93]. Die Moglichkeiten, wie die Wachstumsfaktoren be-
reitgestellt werden, sind vielfaltig. Neben der Zugabe einer freien Form in das Nahr-
medium [103] ist auch ein kovalenter Einbau in das Hydrogel mdéglich, wodurch die
Reaktion der Zellen sogar verbessert werden kann [101]. Durch Gentransfer mittels
viraler Vektoren kann die Expression von Wachstumsfaktoren durch die Zellen
selbst erzielt werden. Aufderdem kann man sich mit dieser Methode auch Transkrip-
tionsfaktoren wie SOX9, den Hauptregulator der embryonalen Chondrogenese, zu

Nutze machen [104].

Wie bereits in Abschnitt 1.1.3.2 beschrieben, tragt auch die physiologisch hypoxi-
sche Umgebung der Chondrozyten iiber den Signalweg mittels HIF1a zur Steuerung
der Zellmorphologie und Genexpression von Matrixmolekiilen bei. Einige Studien
konnten bereits nachweisen, dass humane Chondrozyten oder Vorlauferzellen, die

hypoxischen (1-5 % Sauerstoff) Bedingungen ausgesetzt waren, mehr Kollagen II
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bzw. weniger Kollagene [ und X synthetisieren als ihre Vergleichsgruppen mit 20-

21 % Sauerstoff in der Umgebung [89, 95].

Reife Chondrozyten im Gelenkknorpel sind standig Druck- und Scherkraften ausge-
setzt, auch die Knorpelentwicklung wird von diesen mechanischen Reizen beein-
flusst. In Anbetracht dieser Tatsache wurde die Rolle mechanischer Stimuli bei der
in vitro-Ziichtung von Knorpel erwogen und bereits einige mechanosensitive Gene
identifiziert [86, 93]. Mechanische Konditionierung kann ahnliche Effekte auf die
Produktion von Kollagen Il und GAG haben wie die Supplementierung von TGF3 und
zur Ausbildung von oberflachlichen Zonenmerkmalen im geziichteten Knorpel fiih-

ren [88, 103].

Um diese vielfaltigen daufieren Einfliisse zu jedem Zeitpunkt der Zellkultur zu kon-
trollieren, hat der Einsatz von Bioreaktoren Einzug in das Feld des TE gehalten. Bi-
oreaktoren er6ffnen die Moglichkeit, Kulturbedingungen zu standardisieren, indem
sie die Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie die Temperatur, den pH-Wert
tiberwachen und steuern [93]. Aufderdem kdonnen Bioreaktoren so konzipiert wer-
den, dass die Konstrukte einer kontinuierlichen oder intermittierenden Druckver-
formung bzw. hydrodynamischen Stromung ausgesetzt sind und so die in vivo-Bio-

mechanik eines Gelenks nachahmen [88].

1.4.4 Bioprinting in der Medizin

Bioprinting gilt als zukunftstrachtige fortschrittliche Fertigungstechnologie, mit der
organisierte 3D-Gewebekonstrukte mit komplexen Formen und exakt definierter
Struktur erzeugt werden konnen. Zellen, Biomaterial und biologische Signalstoffe
wie Wachstumsfaktoren konnen prazise und getrennt steuerbar platziert werden
[85, 91]. Hydrogele eignen sich gut als Biotinte, da ihr hoher Wassergehalt eine
gleichmaflige Verteilung der Zellen zuldsst. Um mechanische Stabilitat zu gewahr-
leisten, kann zusatzlich ein Gertist aus einem starken, thermoplastischen Polymer in
das Konstrukt integriert werden [99, 105]. Zellen konnen bereits vor dem Druck zur
Biotinte gegeben werden und weisen nach dem Druckvorgang eine gute Viabilitat
fir die Dauer der Kultur auf, wenn der Durchmesser der Drucknadeln grof genug

ist, um hohe Scherkrafte zu vermeiden [96, 99]
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Die Technologie des 3D-Bioprinting hat als aufstrebender Bereich des TE zuneh-
mend Beachtung gefunden und wird in grof angelegten Studien weiterentwickelt.
HydroZONES ist ein mittlerweile abgeschlossenes Projekt, das vom Klinikum der Ju-
lius-Maximilians-Universitat Wiirzburg koordiniert und von der EU finanziell unter-
stiitzt wurde [106]. Das internationale und interdisziplindre Konsortium befasste
sich intensiv mit gedruckten, hierarchischen Hydrogelen als zonale Implantate fiir
die Reparatur von osteochondralen Defekten. Verschiedene Materialien wurden
entworfen und hinsichtlich ihres Potenzials zur Zelldifferenzierung optimiert
Schliefdlich wurden zwei verschiedene 3D-gedruckte TE-Konstrukte im Tierversuch
bewertet [94, 107]. Zwar konnten mit den zonalen Modellen bessere mechanische
Eigenschaften, sprich eine h6here Steifigkeit, und eine gute laterale Integration der
Implantate in den benachbarten Knochen bzw. Knorpel erzielt werden, jedoch ist
die Strategie nach den Angaben des Konsortiums insgesamt fiir die Produktion von

hyalinartigem Regenerationsgewebe noch nicht ausgereift [106].

1.4.5 Nachahmung der zonalen Organisation von Knorpel

Den Ansatz von HydroZONES, durch hierarchische Struktur im geziichteten Kon-
strukt eine Anndherung an die charakteristischen Merkmale von nativem Gelenk-
knorpel zu erreichen, verfolgten bereits mehrere Studien. Dabei kommen verschie-
dene Methoden zum Einsatz. Bioreaktoren konnen unterschiedliche Kulturbedin-
gungen in den oberflachlichen und tiefen Bereichen des geziichteten Gewebes er-
zeugen, beispielsweise mithilfe von semipermeablen Membranen oder mechani-
schen Stimuli [88, 108]. Ebenso werden zunehmend hierarchische Konstrukte mit
mehreren geschichteten Materialien [94, 100] oder zonal unterschiedlicher Fa-
serausrichtung [90, 98, 103] getestet, um der tiefenabhdngig inhomogenen Biome-
chanik des Gelenkknorpels naherzukommen. Alternativ bzw. zusatzlich kénnen un-
terschiedliche Zelltypen in einem Konstrukt geschichtet werden. Dabei macht man
sich die Unterschiede im chondrogenen Potenzial von Stamm- oder Progenitorzel-
len im Gegensatz zu reifen oder dedifferenzierten Chondrozyten zunutze, um vari-
ierende biomechanische Eigenschaften in den jeweiligen Zonen des geziichteten

Knorpels herbeizufiihren [94, 107].

21



1 Einleitung

Aussichtsreiche Ergebnisse erhofft man sich auch von einem geschichteten Modell
mit zonalen Subpopulationen von Chondrozyten, die aus den unterschiedlichen
Knorpelschichten extrahiert wurden [97, 109-112]. Die Uberlegung dahinter ist,
dass Chondrozyten aus den verschiedenen Zonen EZM mit spezifischer Zusammen-
setzung und Struktur produzieren und das Konstrukt somit dem physiologischen
hierarchischen Aufbau von Gelenkknorpel ndherkommt. Obwohl diese spezifischen,
tiefenabhdngigen Verhaltensweisen in vitro seit iiber 30 Jahren bekannt sind [113],

wurden bisher kaum in vivo Studien mit zonalen Chondrozyten durchgefiihrt [114].

Zudem wurde noch keine suffiziente Losung fiir das Problem der begrenzen Verfiig-
barkeit dieses Zelltyps entwickelt. Um unter klinischen Umstinden eine ausrei-
chende Zellzahl zu erhalten, ist eine vorherige Expansion der autologen Chondrozy-
ten mit resultierender Dedifferenzierung und Verlust des zonenspezifischen Phano-
typs unabdingbar [115]. Einige Untersuchungen konnten zwar bereits zeigen, dass
dieser Prozess durch anschlief3ende 3D-Kultur theoretisch reversibel ist [114, 116,
117], allerdings gibt es dazu insgesamt noch wenig Daten. Insgesamt stellt die Suche
nach den optimalen Kulturbedingungen, um die Chondrogenese der zonenspezifi-
schen Chondrozyten zu begiinstigen und funktionell und mechanisch hochwertige

Knorpeltransplantate zu ziichten, fiir die Forschung weiterhin ein Problem dar.

Unter anderem aus genannten Griinden hat der Ansatz der Nachahmung einer zon-
alen Schichtung in geziichteten Konstrukten noch keinen Eingang in aktuelle klini-
sche Behandlungsstrategien gefunden. Die bisher erzielten, begrenzten Erfolge bei
der Wiederherstellung der nativen Gewebeorganisation des Gelenkknorpels spie-
geln das Fehlen eines angemessenen Verstindnisses der zonalen Knorpelanforde-

rungen und seiner De- und Regenerationsfahigkeit wider [118].

1.5 Ziel der Arbeit

Autologe Chondrozyten stellen eine beliebte und haufig verwendete Zellart im TE
von Knorpel dar und werden im Rahmen der ACI bereits seit iber 25 Jahren in der
Klinik eingesetzt. Seitdem gibt es viele neue Erkenntnisse, die zur stetigen Weiter-

entwicklung der geziichteten Konstrukte gefiihrt haben. Die Hypothese, dass nach
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Knorpelzonen getrennte Zellisolation und anschlief3ende Schichtung der Subpopu-
lationen im Konstrukt zur Nachahmung der hierarchischen Organisation von nati-
vem Knorpel und somit zu einer verbesserten Funktion fiihrt, wurde bereits durch
einige in vitro-Untersuchungen an primaren, nicht expandierten Chondrozyten be-
kraftigt [97, 109-111]. Bislang konnte diese Erkenntnis noch nicht in die klinische
Praxis uibertragen werden, da noch wenige Untersuchungen mit expandierten zon-
alen Subpopulationen vorliegen. In den bisherigen Studien wurden zudem oft
Wachstumsfaktoren eingesetzt. Diese wirken jedoch unterschiedlich auf die Subpo-
pulationen [119] und erschweren damit einen Vergleich zwischen den Gruppen. Au-
f3erdem wurde bisher wenig Augenmerk auf den Einfluss einer zonalen Schichtung

auf das Potenzial zur Chondrogenese gelegt.

In dieser Arbeit sollen die Unterschiede im Zellverhalten von expandierten Chond-
rozyten aus oberflachlicher und tiefer Knorpelzone sowie der Effekt einer zonalen
Schichtung der beiden Subpopulationen in 3D-Kultur untersucht werden. Insbeson-
dere werden Proliferation, Zellmorphologie und die Produktion knorpelspezifischer
EZM-Komponenten analysiert. Dafiir werden Chondrozyten aus den Hinterlaufen
von Schweinen nach Schichten getrennt isoliert und im Anschluss an eine Expansi-
onsphase in Agarose-Hydrogelen kultiviert. Auf weitere externe Stimuli wie die Zu-
gabe von Wachstumsfaktoren, die die Chondrogenese beeinflussen, wird verzichtet.
In einem zweiten Schritt werden verschiedene Kulturbedingungen wie die Sauer-
stoffkonzentration in der Umgebung, die Konfluenz des Zellrasens in der Mono-
schichtkultur sowie das Material des Hydrogels gezielt verandert, um deren Einfluss

auf das Zellverhalten zu untersuchen.

23



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 2.1: Auflistung der eingesetzten Gerate

Bezeichnung Hersteller Hauptsitz
Analysewaage Ohaus Zirich, CH

CO2 Inkubator (Hypoxie)

IBS Intera Biosciences

Fernwald, DE

CO2 Inkubator (Normoxie) Binder Tuttlingen, DE
Cryostat CM 3050S Leica Wetzlar, DE
Hamozytometer Neubauer Paul Marienfeld GmbH Lauda, DE
Mikroskop BX51/DP71 Kamera Olympus Hamburg, DE
Mikroskop [X51/XC30 Kamera Olympus Hamburg, DE
Multistep-Pipette Brand Wertheim, DE
Pipetten Research Plus Eppendorf Hamburg, DE
Reinraumwerkbank Typ-HS18 Heraeus Hanau, DE
Mikroplattenlesegerat Tecan

GENios pro Tecan Crailsheim, DE
Thermomixer comfort MTP Eppendorf Hamburg, DE
TissueLyser Qiagen Hilden, DE
UV-Handlampe Hartenstein Wiirzburg, DE
Wasserbad Memmert Schwabach, DE
Zentrifuge Rotina 420R Hettich Tuttlingen, DE
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2:

Auflistung der eingesetzten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Hauptsitz

24-Well-Platte

Greiner Bio-One

Frickenhausen, DE

96-Well-Platte

TPP

Trasadingen, CH

96-Well-Platte schwarz

Thermo Fisher Scientific

Waltham, US

Cryovials CryoPure 2,0 ml

Sarstedt

Nimbrecht, DE

Falcon Zellfilter 100 pm

BD Biosciences

Heidelberg, DE

Mikrotomklingen

Feather

Osaka, JP

Sterilfilter 0,2 um

Sartorius AG

Gottingen, DE

Super Frost Objekttrager

R. Langenbrinck

Emmendingen, DE

Zellkulturflaschen T175

Greiner Bio-One

Frickenhausen, DE

2.1.3 Chemikalien

Tabelle2.3:  Auflistung der eingesetzten Chemikalien

Bezeichnung Hersteller Hauptsitz
Allyl-funktionalisiertes

Polyglycidol (P(AGE-co-G)) PolyVation BV Groningen, NL
Antikorper Verdiinnungsmittel DAKO Hamburg, DE
Ascorbinsaure Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Chloramin-T Sigma-Aldrich Miinchen, DE

Chondroitinsulfat Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE
Collagenase II Worthington Lakewood, US
Diaminobenzidin Peroxi-

BioLogo Kronshagen, DE
dase Substrate Kit
Dimethylamino-Benzaldehyd Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE

Dimethylmethylenblau (DMMB)

Sigma-Aldrich

Miinchen, DE
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Bezeichnung Hersteller Hauptsitz

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Miinchen, DE
DNA Natriumsalz aus Lachshoden Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Dulbecco’s Modified Eagle’s Me- Thermo Fisher Scientific Waltham, US

dium High Glucose (DMEM/F-12)

Entellan Merck Darmstadt, DE
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Fast Green Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Fetales Kalberserum (FCS) 50K Thermo Fisher Scientific ~Waltham, US

Fotoinitiator Irgacure 2959 BASF Ludwigshafen, DE
Glycergel Mounting Medium DAKO Hamburg, DE
Glycin Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-
ethansulfonsaure (HEPES)

Sigma-Aldrich

Miinchen, DE

Hoechst Dye 33258 Polysciences Warrington, US
L-Hydroxyprolin Merck Darmstadt, DE
Live/Dead Assay Kit PromoKine Heidelberg, DE
Low-Melt Agarose Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE
L-Cystein Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Mayer‘s Himatoxylin Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Nichtessenzielle Aminosauren Thermo Fisher Scientific Waltham, US

Papainase

Worthington

Lakewood, US

Penicillin/Streptomycin (PS)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, US

Perchlorsaure

Merck

Darmstadt, DE

Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS) Dulbecco A Tabletten

Thermo Fisher Scientific

Waltham, US

Pikrinsdure

Applichem

Darmstadt, DE

Prolin

Sigma-Aldrich

Miinchen, DE
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Bezeichnung

Hersteller

Hauptsitz

Proteinase K (Digest-All 4)

Life Technologies

Karlsruhe, DE

Safranin O Sigma-Aldrich Miinchen, DE
Siriusrot Direct red 80 Sigma Aldrich Miinchen, DE
Terralin Liquid Desinfektion Schiilke Norderstedt, DE
Thiol-funktionalisiertes

PolyVation BV Groningen, NL

Hyaluronan (HA-SH)

TissueTek O.C.T.

Sakura Finetek

Zoeterwonde, NL

Tris

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, DE

Trypanblau

Sigma Aldrich

Miinchen, DE

Trypsin-EDTA (0,25 %)

Life Technologies

Karlsruhe, DE

Tween 20

Applichem

Darmstadt, DE

Wasserstoffperoxid

Merck

Darmstadt, DE

Weigert's Himatoxylin

Sigma-Aldrich

Miinchen, DE

2.1.4 Antikorper

Die Verdiinnung erfolgte jeweils mit Antikorper Verdiinnungsmittel von DAKO.

Tabelle 2.4: Auflistung der eingesetzten primaren Antikorper

Bezeichnung (Herkunft)

Verdinnung Hersteller

Kollagen I (monoclonal IgG rabbit) 1:800 Abcam (ab34710)
Kollagen II (monoclonal IgG rabbit) 1:200 Abcam (ab34712)
Kollagen X (monoclonal IgG mouse) 1:50 eBioscience (X53)
Aggrekan (monoclonal IgG mouse) 1:300 Life (AHP0022)
Isotype (monoclonal IgG rabbit) 1:200 Dianova (DLN13121)
I[sotype (monoclonal IgG mouse) 1:200 DAKO (X0931)
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Tabelle 2.5: Auflistung der eingesetzten sekundéren Antikorper
Bezeichnung (Herkunft) Verdiinnung Hersteller
HRP anti-rabbit (polyclonal IgG goat) 1:100 DAKO (P0161)
HRP anti-mouse (polyclonal IgG rab-

1:100 DAKO (P0448)
bit)
2.1.5 Zellkulturmedien
Tabelle 2.6: Auflistung der eingesetzten Zellkulturmedien
Bezichnung Zusammensetzung

10 % FCS, 1 % PS, 1 % Nichtessenzielle Ami-
Chondrogenes Nahrmedium nosauren, 1 % HEPES, 0,04 mg/ml Prolin und

0,05 mg/ml Ascorbinsdure in DMEM /F-12

Proliferationsmedium 10 % FCSund 1 % PS in DMEM/F-12

2.1.6 Puffer und Losungen

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte, falls nicht anders angegeben, jeweils mit HCI

oder NaOH.

Tabelle 2.7: Auflistung der eingesetzten Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

141 mg Chloramin-T, 8 ml pH 6-Puffer, 1 ml
Chloramin-T-Losung
[sopropanol

0,1 M HEPES, 0,12 M Nac(l, 0,05 M KCl,

0,001 M CaClz und 0,005 M Glucose in ¢H20,
Collagenase-Puffer
auf pH 7,4 eingestellt und durch 0,2 pum Filter

sterilisiert
Dimethylamino-Benzaldehyd- 1,5 g Dimethylamino-Benzaldehyd, 6 ml
Losung Isopropanol und 2,6 ml 60%ige Perchlorsaure
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Dimethylmethylenblau (DMMB)-

16 mg DMMB, fiir 16 h in 5 ml Ethanol gelost,

in vorbereitete Losung aus 3,04 g Glycin und

Losung 2,37 g NaCl mit ¢H20 auf 1 l aufgefiillt und auf
pH 3 eingestellt
6,53 g NazHPO4, 6,48 g NaH2P0O4 und 10 ml
500 mM EDTA mit ¢H20 auf 11 aufgefiillt, auf
PBE-Puffer

pH 6,5 eingestellt und durch 0,2 pm Filter

sterilisiert

PBE-Cystein-Puffer

17 mg L-Cystein in 20 ml PBE-Puffer

PBST 0,5 % Tween 20in 11PBS
17 g NaOH, 25 g Zitronensdauremonohydrat,
H 6-Puff 60 g Natriumacetat Trihydrat, 6 ml Eisessig,
pH 6-Puffer

150 ml Isopropanol, 5 gtt Toluol mit dH20 auf
750 ml aufgefiillt und auf pH 6 eingestellt

Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS)

10 Tabletten PBS in 11 4H20

TEN-Puffer

0,1 M NaCl, 1 mM EDTA und 10 mM Tris in
dH20, auf pH 7,4 eingestellt

2.2 Methoden

2.2.1 Isolation der Chondrozyten

Als Spender fiir die Chondrozyten, die in dieser Arbeit verwendet wurden, dienten

etwa acht bis zwolf Wochen alte Ferkel, verwertet wurde der Knorpel der Femur-

kondylen. Die Knochen der Hinterldufe inklusive des Kniegelenks wurden von ei-

nem naheliegenden Metzgereibetrieb (Metzgerei Hollerbach, Rimpar, Deutschland)

geliefert. Es handelte sich dabei um Material, das im Rahmen der kommerziellen

Schlachtung von Spanferkeln anfiel und im Fleischereibetrieb nicht weiterverarbei-

tet werden konnte. Die Verarbeitung des tierischen Materials mit Isolation der
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Chondrozyten im Labor begann taggleich mit der Schlachtung. Insgesamt wurde der
Knorpel von drei verschiedenen Donorgruppen, bestehend aus jeweils acht bis zehn

Hinterlaufen, in verschiedenen Versuchsreihen verarbeitet.

Alle fiir die folgenden Arbeitsschritte benotigten Instrumente waren entweder ste-
rile Verbrauchsmaterialien oder wurden im Vorfeld zur Desinfektion in 70%igem
Ethanol gebadet. Der Arbeitsbereich wurde zunachst mit Schiilke Terralin Liquid

desinfiziert und dann mit keimarmen Unterlagen bedeckt.

Nachdem die Gelenkkapsel eroffnet und der Knorpel der Femurkondylen freigelegt
wurde, wurde dieser mit einem Skalpell an den Rdandern inzidiert und danach als
Ganzes mithilfe eines stumpfen Spatels vom darunterliegenden Knochen getrennt.
Restliche kalzifizierte Bestandteile und BlutgefiRe der Ubergangszone wurden mit
einem Skalpell abgeschnitten. Anschlief3end wurde die Knorpelplatte in kleinere
Rechtecke unterteilt. Die oberflachliche und die tiefe Zone des Knorpels wurden
voneinander getrennt, indem die Knorpelplatte auf halber Schichtdicke parallel zu
ihrer Oberflache in zwei Blatter gespalten wurde. So entstanden zwei etwa gleich
hohe Schichten, die nicht den histologisch definierten Zonen des Knorpels (Abb.
1.2), sondern der oberflachlichen bzw. tiefen Zone jeweils mit Anteilen der mittleren
Zone entsprechen. Dennoch werden im Folgenden die aus diesen beiden Schichten
isolierten Chondrozyten vereinfacht als die zonalen Subpopulationen definiert und
mit den in der englischen Literatur gebrauchlichen Begriffen ,superficial zone

chondrocytes” (SZC) und , deep zone chondrocytes” (DZC) bezeichnet.

Die Knorpelstiicke der beiden Schichten wurden je in eine sterile Petrischale mit
phosphatgepufferter Salzl6sung (PBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (PS) gege-

ben und darin mit einer Rasierklinge weiter zerkleinert.

Um die Chondrozyten von der EZM zu separieren, wurden die Knorpelstiicke nach
mehrmaligem Waschen mit PBS und 1 % PS nach Schichten getrennt in einer Colla-
genase-Losung fiir 16 h bei 37 °C verdaut. Pro Gramm Knorpel wurden dafiir 8 ml
Collagenase-Puffer, versetzt mit 10 % Fetalem Kalberserum (FCS) und 15 mg Colla-
genase II (360 U/mg), verwendet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Sus-
pension durch ein 100 pm Zellsieb filtriert, um nicht verdaute, kalzifizierte Knorpel-

stiicke zu entfernen. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min bei 311 x g), die
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tiberstehende Fliissigkeit anschliefdend vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in
PBS mit 1 % PS aufgenommen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Das so
gewonnene, gewaschene Zellpellet wurde in Proliferationsmedium aufgenommen
und bis zu einer Konzentration von 10¢ Zellen/ml verdiinnt. Um die Zellzahl in der
Losung zu bestimmen, wurden 10 pl der Suspension, im Verhéltnis 1:1 mit Trypan-
blau gemischt, auf eine Neubauer-Platte gegeben und die Zellen unter dem
BX51 Mikroskop ausgezahlt. Da der Farbstoff Trypanblau von Zellen mit intakter
Membran nicht aufgenommen wird, konnte so nicht nur die Quantitit der Zellen in

der Losung bestimmt werden, sondern auch auf deren Vitalitdt geschlossen werden.

Aus der dritten Lieferung von tierischem Material, also Donorgruppe C, wurden
mehr Chondrozyten isoliert als fiir den anstehenden Versuch bendétigt, die tibrigen
Zellen wurden kryokonserviert und spater fiir weitere Versuchsreihen genutzt. Die
vorerst unverwendete Zellsuspension wurde dazu mit 10 % Dimethylsulfoxid ver-
setzt und nach Ursprungsschicht getrennt in mehrere Cryovials aufgeteilt. Diese
wurden bis zur spateren Weiterverarbeitung in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Nach wenigen Wochen wurden die Proben in einem 37 °C warmen Wasserbad wie-
der aufgetaut. Die Zellsuspension wurde dann, genau wie die direkt weiterverwen-
dete, nicht kryokonservierte Suspension, der Expansionsphase zugefiihrt (siehe un-

ten).

2.2.2 Expansion

Zunachst wurden die Zellen in einer Monoschichtkultur als Zellrasen expandiert
und damit zu einem gewissen Grad dedifferenziert. Die primaren SZC und DZC wur-
den dazu jeweils in Zellkulturflaschen aus Kunststoff mit einer Dichte von
10.000 Zellen/cm?2 mit 25 ml Proliferationsmedium ausgesat. Avitale und andere
ungeeignete Zellen wie beispielsweise restliche Blutkorperchen adharierten nicht
an den Flaschenboden und wurden im Zuge des regelmafdiigen Mediumwechsels
durch vorsichtiges Spiilen mit PBS entfernt. In zwei- bis dreitdgigen Abstdnden
wurde die Dichte des Zellrasens mithilfe von Auflichtmikroskopie unter dem BX51
Mikroskop kontrolliert und mithilfe der DP71 Kamera dokumentiert. Sobald die ge-

wiinschte Konfluenz des Zellrasens erreicht wurde, wurden die Chondrozyten
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passagiert und in Passage 1 weiterverwendet. Dazu wurden in jede Flasche nach
Absaugen des Proliferationsmediums 5 ml 0,25 % Trypsin-EDTA pipettiert, um die
an den Flaschenboden adhérierten Chondrozyten zu l6sen. Nach einer Inkubations-
zeit von 5 min bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Proliferations-
medium abgestoppt und die Suspension aufgenommen. Durch dreimaliges Zentrifu-
gieren (5 min bei 311 x g), Absaugen der Fliissigkeit und Wiederaufnahme des Zell-
pellets in PBS wurden die Chondrozyten gewaschen. Es erfolgte eine erneute Zell-

zahlung mit Trypanblau wie bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben.

2.2.3 Herstellung der Hydrogele

In einer zweiten Form der Zellkultur, namlich im 3D-Modell in Hydrogelen, sollten
die Chondrozyten wieder redifferenziert und zur Knorpelproduktion angeregt wer-
den. In dieser Phase erhohte sich die Anzahl der Versuchsgruppen auf vier. Zusatz-
lich zu Gelen mit ausschlief3lich SZC bzw. DZC wurden gemischte Gele (MIX) sowie
zonale Gele (ZON) mit beiden Zelltypen hergestellt. Letztere bestanden aus einer

unteren Lage mit DZC und einer oberen Lage mit SZC (Abb. 2.1).

SZC DZC MIX ZON

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Redifferenzierungsphase im 3D-Modell mit Kultivierung
der Zellen in vier Gruppen. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC:
Chondrozyten aus tiefer Schicht, MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele

2.2.3.1 Agarose-Hydrogele

Als Biomaterial zur Herstellung der ersten Form von Hydrogelen wurde 4 % Low-
Melt-Agarose in PBS verwendet, welche zuvor in einer Mikrowelle sterilisiert und
dann in einem Thermoblock bei 40 °C fliissig gehalten wurde. Die gewaschenen
Chondrozyten wurden mit der fliissigen Agarose zu einer Endkonzentration von

20 x 106 Zellen/ml und einer Agarose-Konzentration von 2 % vermengt.

Unter sterilen Bedingungen und mit auf 40 °C vorgewarmten Materialien wurden

jeweils 40 pl der Suspensionen mit SZC bzw. DZC in autoklavierte Glasringe mit
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einem Durchmesser von 5 mm pipettiert, sodass jedes Gel eine Zellzahl von 8 x 105
enthielt. Anschliefend wurden die Gele fiir 3-4 min bei 4 °C ausgehartet. Fiir ge-
mischte Gele wurden jeweils 20 pl beider Zellsuspensionen im warmen, also fliissi-
gen Zustand in einen Ring pipettiert und mit der Pipettenspitze miteinander ver-
mischt. Fiir zonale Gele wurden zuerst 20 pl der Zellsuspension mit DZC in den Glas-
ring pipettiert, fiir 2 min bei 4 °C ausgehartet, nachfolgend 20 pl der Suspension mit
SZC dariiber pipettiert und das gesamte Hydrogel erneut fiir 2 min bei 4 °C ausge-

hartet.

Durch Kapillarkrafte wurde der dufiere Rand der Gele an den Glasringen nach oben
gezogen, so entstand eine konkave Oberflache, welche fiir die Beurteilung der histo-
logischen Schnitte eine Rolle spielte, denn dadurch konnte auch nach dem Einbetten

und Schneiden der Proben die Oberseite der Gele stets identifiziert werden.

2.2.3.2 HA/PG-Hydrogele

Als Grundlage fiir ein zweites Hydrogel diente eine Kombination aus einem nattirli-
chen und einem synthetischen Polymer, die beide chemisch modifiziert wurden, um
eine Vernetzung untereinander zu ermoglichen. Dabei handelte es sich um Thiol-
funktionalisiertes Hyaluronan (HA-SH) und Allyl-funktionalisiertes Polyglycidol
(P(AGE-co-G)) [99, 101]. Dementsprechend wird das Material im Folgenden als
HA/PG bezeichnet. Beide Komponenten wurden von der Firma PolyVation BV (Gro-
ningen, NL) hergestellt und freundlicherweise vom AK Prof. Groll der Universitat
Wiirzburg zur Verfiigung gestellt. Das Biomaterial wurde mit einem totalen Massen-
anteil der Polymere von 10 % (Verhaltnis HA-SH:P(AGE-co-G) von 1:1) verwendet.
Zur Herstellung der Gele wurden HA-SH und P(AGE-co-G) in PBS gel6st und mit dem
Fotoinitiator Irgacure 2959 (Massenanteil 0,05 %) versetzt. Mithilfe von 5 M NaOH
wurde die leicht saure Losung auf einen pH-Wert von 7 neutralisiert. Die Chondro-
zyten aus beiden Schichten wurden jeweils zu einer Endkonzentration von 20 x 106
Zellen/ml zugegeben. Fir diese Versuchsreihe wurden kryokonservierte Zellen ver-

wendet.

Anschliefend wurden die Suspensionen in die Glasringe pipettiert, das Volumen der

Gele sowie deren Aufteilung in vier Versuchsgruppen war analog zur Herstellung
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der Agarose-Gele (siehe 2.2.3.1). Durch Bestrahlung mit UV-Licht (365 nm fiir
5 min) wurde die Thiol-En-Reaktion katalysiert, wodurch die Polymere sich quer-
vernetzten und das Hydrogel aushartete (Abb. 2.2). Weil bei den zonalen Gelen die
Schichtdicke der einzelnen Zonen nur die Halfte betrug, wurde zuerst nur die tiefe
Schicht und dann noch einmal das gesamte Gel mit der oberflachlichen Schicht je-

welils fiir die Halfte der Zeit, also 2,5 min mit UV-Licht bestrahlt.

1 2 12959 2
HS—R + R - 1. R
H2C///\/ uv R \/\/

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Thiol-En-Reaktion.
2.2.3.3 Aufteilung auf Zellkulturplatten

Die Gele beider Biomaterialien wurden nach Aushéartung vorsichtig aus den Glasrin-
gen gedriickt, in jeder Versuchsreihe auf drei verschiedene 24-Well-Platten verteilt
und in chondrogenes Nahrmedium aufgenommen. Zwei der Zellkulturplatten wur-
den fiir 21 Tage (d21) unter normoxischen (21 % 02, 5 % CO2) bzw. hypoxischen
(2 % 02,5 % CO2) Bedingungen bei 37 °C kultiviert, dabei erfolgte ein Mediumwech-
sel alle zwei bis drei Tage. Eine der Platten wurde bereits nach einem Tag (d1) unter
normoxischen Bedingungen geerntet und diente als Negativkontrolle sowohl fiir die

Normoxie- als auch die Hypoxie-Gruppe.

Fiir jede der vier Versuchsgruppen aus SZC-, DZC-, gemischten und zonalen Kon-
strukten wurden in jeder Versuchsreihe mindestens zwo6lf Hydrogele hergestellt, so-
dass auf jeder der drei Zellkulturplatten mindestens vier biologische Replikate pro
Gruppe vorhanden waren. Dadurch erhohte sich zum einen die Anzahl méglicher
Auswertungsmethoden, zum anderen konnten jeweils mehrere biologische Repli-
kate einem biochemischen Assay bzw. einer histologischen Farbung zugefiihrt wer-

den.

2.2.4 Zellviabilitats-Assay

Mithilfe eines Live/Dead-Assays wurde die Viabilitat der Zellen in den Hydrogelen

nach einem Tag und nach 21 Tagen Kultivierung bestimmt. Im Gegensatz zur
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Vitalitdt, bei der nur die Integritit der Zellmembran nicht kompromittiert ist, be-
dingt die Viabilitat auch die Fahigkeit der Zellen zu komplexen Stoffwechselvorgan-

gen.

Die Hydrogele wurden zunachst aus dem Medium in PBS aufgenommen und dann
fir eine Stunde in einer Farbel6sung mit 2 uM Calcein AM (AM = Acetoxymethyles-
ter) sowie 4 uM Ethidium Homodimer III (EthD-III) in PBS unter Lichtausschluss in-
kubiert.

Die Acetoxymethylgruppe des Calceins inhibiert die Bildung von Chelatkomplexen
mit lonen wie Ca2* oder Mg2* und lasst gleichzeitig eine Diffusion sogar durch in-
takte Zellmembranen zu. Lediglich viable Zellen verfiigen iiber eine Esterase zur Ab-
spaltung der AM-Gruppe, was zum einen den passiven Abtransport aus der Zelle
verhindert und zum anderen durch Bildung von Chelatkomplexen zu einer griinen
Fluoreszenz fithrt [120]. EthD-III kann nur durch perforierte Zellmembranen in ab-
gestorbene Zellen eindringen und dort in die Desoxyribonukleinsdaure (DNA) inter-
kalieren, was in einer roten Fluoreszenz resultiert [121]. Somit fluoreszieren viable

Zellen griin und avitale Zellen rot.

Nach Waschen der Gele in PBS wurden Aufsichtbilder der Schnittfliche mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop IX51 (Anregungswellenldnge Aex 460-490 nm, Emissions-
wellenlange Aem 520 nm bzw. Aex 510-550 nm, Aem 590 nm) aufgenommen und mit
einer XC30 Kamera erfasst. Die Bilder beider Farbkanale wurden im Anschluss mit
der Software Olympus cellSens Dimension (Olympus, Hamburg) tibereinanderge-

legt.

2.2.5 Kryostatschnitte

Die Proben fiir die Histologie und Immunhistochemie bestanden aus je der Halfte
von zwei bis drei Gelen pro Versuchsgruppe, welche zunachst aus dem chondroge-
nem Ndhrmedium entfernt, in PBS gewaschen und dann in 40 % Formalin fixiert
wurden. Darin wurden sie bis zur Weiterverarbeitung wenige Tage spater aufbe-
wabhrt. Zur Einbettung wurden sie in TissueTek O.C.T. fiir mindestens 24 h dehydra-

tisiert und anschliefdend in fliissigem Stickstoff schockgefroren, um Kristallbildung
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zu vermeiden. Bis zur Anfertigung der Kryostatschnitte wurden die eingebetteten

Blocke bei -20 °C aufbewahrt.

Die tiefgefrorenen Blécke mit den Hydrogele wurden im Kryostaten bei optimaler
Temperatur von -19 °C in der Kammer und -17 °C auf der Oberflache des Kryostats
geschnitten, die Schnittdicke betrug 6 pm. Die longitudinalen Schnitte, stichproben-
artig durch die gesamte Breite der Probe entnommen, wurden auf SuperFrost plus
Adhésions-Objekttragern gesammelt und erneut bei -20 °C gelagert. Pro Versuchs-
reihe wurden aus jeder Gruppe mindestens zwei Konstrukte fiir die histologische

Auswertung prapariert, gefarbt und mikroskopiert.

2.2.6 Farbungen
2.2.6.1 Histologische Farbungen

Fiir den Nachweis von GAG wurde der kationische Farbstoff Safranin O gewahlt. Die-
ser bindet an die meist negativ geladenen Seitengruppen der GAG und zeigt eine
orange-rote Farbung [122]. Die Objekttrager mit den Kryostatschnitten wurden zu-
nachst in destilliertem Wasser fiir 1 min rehydratisiert. Die Zellkernfarbung erfolgte
mit Weigert's Hamatoxylin fiir 6 min, gefolgt von kurzen Spiilungen mit destillier-
tem Wasser, 0,5 % Salzsaure in Ethanol und zuletzt fiir 5 min unter flieRendem Lei-
tungswasser. Zytoplasmatische Proteine wurden fiir 5 min mit 0,02 % Fast Green in
dH20 gefdrbt, nach einer weiteren Spiilung in 1 % Essigsaure in ¢H20 wurden die

Objekttrager fiir 6 minin 0,1 % Safranin O in ¢H20 getaucht [123].

Eine zweite in dieser Arbeit angewandte Farbung ist die Pikro-Siriusrot-Farbung fiir
Kollagen. Durch eine Interaktion der basischen Gruppen des Proteins mit den Sul-
fonsauregruppen des Farbstoffs lagert dieser sich parallel an Kollagenfasern an und
stellt sie so dar [124]. Nach der Zellkernfarbung in Weigert's Himatoxylin (8 min)
und einer Spiilung unter flieflendem Leitungswasser (10 min) wurden die Proben
fir 60 min in der Farbelosung (0,1 % Siriusrot in gesattigter wassriger Losung von
Pikrinsdure) bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefdend zwei Mal fiir je 5 min

in Wasser mit 0,5 % Essigsdure gewaschen [123].
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Bei beiden Vorgangen durchliefen die gefarbten Schnitte eine aufsteigende Alkohol-
reihe (absolutes Ethanol, Isopropanol, Xylol), als Eindeckmedium wurde Entellan

verwendet.

Ausgewertet wurden die Proben mit drei unterschiedlichen Vergrofierungen unter
einem BX51 Mikroskop mit einer DP71 Kamera. Es wurde darauf geachtet, dass der
konkave Rand des Gewebeschnittes, also die urspriinglich obere Begrenzung des
Gels, konstant nach oben zeigte. Somit lag bei den zonalen Gelen die tiefe Schicht im
unteren und die oberflachliche Schicht im oberen Bildbereich. Mit der Software
Olympus cellSens Dimension wurden die mikroskopischen Abbildungen formatiert

und ein Maféstabsbalken eingefiigt.

2.2.6.2 Immunhistochemie

Bei der indirekten Methode der Immunhistochemie bindet ein unkonjugierter, pri-
madrer Antikorper spezifisch an ein bestimmtes Epitop im Gewebe. In einem zweiten
Schritt wird ein sekundarer Antikorper eingesetzt, der mit dem Enzym Meerrettich-
peroxidase (HRP) gekoppelt ist und an den primaren Antikorper bindet. Nach Zu-
gabe des zundchst farblosen Chromogens Diaminobenzidin wird dieses durch HRP
oxidiert und bildet ein braunes, unlésliches Prazipitat [125]. Bei der Negativkon-
trolle wird anstelle des primaren Antikorpers ein Isotyp aufgetragen, den der se-
kundéare Antikorper ebenfalls erkennt. Allerdings hat der Isotyp keine Affinitdt zu

dem zu analysierenden Antigen.

Es wurden vier verschiedene Antikérper-Farbungen zum Nachweis von Kollagen |,
Kollagen II, Kollagen X und Aggrekan durchgefiihrt, die Vorbereitung der Schnitte
lief jeweils nach dem gleichen Protokoll ab. Zwischen allen folgenden Schritten er-
folgte jeweils, falls nicht anders angegeben, ein dreimaliger Waschvorgang in PBST:
Nachdem die Schnitte flir 3 min in PBS rehydratisiert wurden, wurden sie mit Pro-
teinase K fiir 10 min bei Raumtemperatur angedaut, um die Epitope zu demaskie-
ren, also die Antigenerkennung zu erleichtern. Als Blockierer dienten zwei Substan-
zen: 1 % Bovines Serumalbumin in PBS verhinderte die unspezifische, hydrophobe
Bindung der Antikorper; 2,5 % Wasserstoffperoxid (20 min bei Raumtemperatur)

inaktivierte die endogene Peroxidase, um eine unspezifische Farbung des
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Hintergrunds zu vermeiden. Anschliefend wurden die Proben mit den priméaren
Antikérpern bzw. der Negativkontrolle in den in Tabelle 2.4 beschriebenen Verdiin-

nungen liber Nacht bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert.

Die sekundaren Antikorper (Tabelle 2.5), die im Anschluss auf die Schnitte aufgetra-
gen wurden, hatten eine Inkubationszeit von 1 h bei Raumtemperatur. Danach
wurde die Farbung fiir 4-5 min mit Diaminobenzidin entwickelt und die Reaktion
bei Erreichen der optimalen Intensitat durch Spiilung mit Wasser gestoppt. Fiir die
Gegenfarbung der Zellkerne wurde Mayer‘s Hamatoxylin verwendet, welches mit
Leitungswasser gespiilt wurde. Zuletzt wurden die Schnitte mit Glycergel Mounting

Medium eingedeckt und wie bereits in Kapitel 2.2.6.1 beschrieben mikroskopiert.

2.2.7 Biochemische Analyse
2.2.7.1 Papainase-Verdau

Von jeder Versuchsgruppe wurde jeweils die Halfte von drei Gelen fiir die biochemi-
sche Analyse verwendet. Durch Messung des Nassgewichts des gesamten Gels vor
Halbierung sowie der halben Gele wurde ein Quotient berechnet, um am Ende die
Daten der biochemischen Tests wieder auf das urspriinglich ganze Gel hochrechnen
zu konnen. Die Proben wurden in PBE-Cystein-Puffer gegeben, nachdem sie zwei-

mal fiir 10 min in PBS gewaschen wurden.

Die Agarose-Gele wurden zundchst im Thermomixer auf 70 °C erhitzt, um das Gel zu
schmelzen und aufzulésen, die HA/PG-Proben wurden dagegen in einem Tissue-
Lyser mit 25 Hz fiir 5 min zerkleinert. Die so entstandenen Losungen wurden je-
weils mit PBE-Cystein-Puffer und Papainase-Losung zu 1 ml und einer Endkonzent-
ration der Papainase von 3 U/ml erganzt und fiir 20 h bei 60 °C inkubiert. Bei
HA/PG-Gelen wurde das Volumen auf insgesamt 600 pl bei gleicher Papainase-Kon-
zentration festgelegt, da weniger EZM in den Proben erwartet wurde. Die verdauten

Proben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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2.2.7.2 DNA-Assay

Ein biochemischer Test mit Hoechst Dye #33258 wurde zur Erfassung des DNA-Ge-
halts der Proben angewandt. Die Substanz interkaliert in die DNA und verschiebt
dabei ihr Emissionsmaximum bei gleichzeitiger Zunahme der Fluoreszenz [126].
Hoechst Dye #33258 wurde in einer Stammlosung mit einer Konzentration von
1 mg/ml in 4dH20 lichtgeschiitzt aufbewahrt und vor Gebrauch frisch mit einfach
konzentriertem TEN-Puffer in einer Konzentration von 0,1 pl/ml angesetzt. Es wur-
den je zwei technische Replikate von 10 pl (bei HA/PG-Gelen 30 pl) der in Papainase
verdauten Losungen in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert, je mit 200 pl der
Hoechst-Losung gemischt und an einem Mikroplattenlesegerdt vermessen (Aex

365 nm, Aem 458 nm). Als Standard wurde DNA aus Lachshoden verwendet.

2.2.7.3 GAG-Assay

Zur Bestimmung des Gehalts an GAG diente eine Dimethylmethylenblau (DMMB)-
Losung, welche ihr Absorptionsspektrum bei Bindung an sulfatierte GAG andert
[127]. Je nach erwarteter Menge an GAG in den Proben wurden 5 - 50 pl in eine 96-
Well-Platte pipettiert und mit PBE-Cystein-Puffer zu 50 pl erganzt, mit jeweils zwei
technischen Replikaten. Nachdem zu den Proben je 200 pl der DMMB-L6sung gege-
ben wurde, maf ein Mikroplattenlesegerat die Platten bei einer Wellenldnge von
590 nm aus. Zur Normierung wurde eine Standardlosung aus Chondroitinsulfat ver-

wendet.

2.2.7.4 Hydroxyprolin-Assay

Auch der Gehalt an der Aminosaure Hydroxyprolin (HP), der direkt proportional
zum Gehalt an Kollagen im Knorpel ist, wurde mithilfe eines biochemischen Assays
analysiert. HP wird durch Chloramin-T zu Pyrrol oxidiert, welches mit Dimethyla-
mino-Benzaldehyd ein rot gefarbtes Kondensationsprodukt bildet [128]. 100 pl der
in Papainase verdauten Proben, gemischt mit 100 pl 37%iger rauchender Salzsaure,
wurden in einem geschlossenen Gefafd im Thermomixer fir 16 h bei 103 °C hydro-

lysiert, wobei Polypeptide in Aminosauren gespalten wurden. Nachdem die
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Salzsdure bei 105 °C fiir 2 h abgeraucht war, wurden die nun trockenen Proben in
500 pl H20 aufgenommen und je 100 pl dieser Losung in zwei technischen Replika-
ten in eine 96-Well-Platte pipettiert. Nach Inkubation mit 50 pl Chloramin-T-L&sung
fir 20 min bei Raumtemperatur folgte eine Inkubation mit 50 pl einer Dimethyla-
mino-Benzaldehyd-Losung fiir 30 min bei 65 °C im Trockenschrank. Vermessen
wurde die Platte bei 570 nm im Mikroplattenlesegerat. Zur Normierung wurde eine
Standardlosung aus HP verwendet. Der Gesamtgehalt an Kollagen berechnet sich

mit einem Verhaltnis von HP zu Kollagen von 1:10 [58].

2.2.8 Uberblick tiber den Versuchsaufbau

Fiir einen besseren Uberblick iiber den allgemeinen Versuchsaufbau, im Folgenden
als Basisprotokoll bezeichnet, und die vorgenommenen Modifikationen der Kultur-

bedingungen werden diese hier noch einmal zusammengefasst (Abb. 2.3).

Im Basisprotokoll wurden Chondrozyten der Femurkondylen von Ferkeln nach
oberflachlicher und tiefer Schicht getrennt isoliert und zunachst fir sieben Tage in
Zellkulturflaschen expandiert. Im Anschluss erfolgte eine dreiwochige Kultivierung
in Agarose-Hydrogelen unter normoxischen Bedingungen. Die Stichprobengrofde
lag bei n =9, da aus den drei Donorgruppen konsekutive Versuchsreihen mit je drei

biologischen Replikaten durchgefiihrt wurden.

Aus jeder der drei Donorgruppen wurde ebenfalls eine Zellkulturplatte in der Redif-
ferenzierungsphase unter hypoxischen Bedingungen kultiviert (n = 9). Nach der Ex-
pansionsphase der Zellen der ersten Donorgruppe fiel auf, dass die SZC langsamer
proliferierten und zum Zeitpunkt der Trypsinierung einen weniger dichten Zellra-
sen gebildet hatten. Daraufhin wurde aus den nachsten beiden Donorgruppen je-
weils ein Teil der SZC langer expandiert und dann erst der Redifferenzierungsphase
zugefiihrt (n = 6). Ein Teil der Zellen der dritten Donorgruppe wurde zudem kryo-
konserviert und spater fiir drei weitere Versuchsreihen genutzt, zwei in HA/PG-Ge-

len (n = 6) und einem wiederum in Agarose-Gelen (n = 3).
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A Basisprotokoll
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Basisprotokolls (A) und der Modifikationen (B). (A) Nach
Schichten getrennte Isolierung der Chondrozyten aus den Femurkondylen von Ferkeln,
siebentdgige Expansionsphase in Monoschichtkultur mit zwei Versuchsgruppen und
anschlieflend dreiwochige Redifferenzierungsphase in Agarose-Hydrogelen unter
normoxischen Bedingungen mit vier Versuchsgruppen. Die Ziffern nehmen Bezug auf
die einzelnen Modifikationen der Versuchsbedingungen, die in (B) gezeigt sind. (1) vor-
herige Kryokonservierung der Zellen. (2) Verlangerung der Expansionsphase von SZC
auf zwolf Tage. (3) Redifferenzierungsphase in HA/PG-Hydrogelen. (4) Redifferenzie-
rungsphase in Agarose-Gelen unter hypoxischen Bedingungen.

2.2.9 Statistik

Die Analyse der gesammelten Daten aus den biochemischen Assays wurde mit der
Software Microsoft Excel 2010 durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert
(MW) und deren Standardabweichung (SD) angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit der Software OriginPro 2020. Zur Signifikanzberechnung wurden ein-
und zweifaktorielle Varianzanalysen mit anschliefiendem Post-hoc-Test nach Bon-
ferroni-Methode durchgefiihrt. Das statistische Signifikanzniveau wurde auf

p < 0,05 festgelegt. Die Balkendiagramme wurden mit OriginPro 2020 erstellt.
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In dieser Arbeit wurden Chondrozyten aus den Hinterldufen von Ferkeln nach ober-
flachlicher und tiefer Schicht getrennt extrahiert, in Monoschichtkultur expandiert
und dadurch dedifferenziert (als Expansionsphase bezeichnet) und anschlief3end in
einer 3D-Zellkultur redifferenziert (als Redifferenzierungsphase bezeichnet). Die
Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Versuchsreihe in Hin-
blick auf Vitalitdt bzw. Viabilitat, Proliferation, Morphologie sowie Matrixproduk-
tion untersucht. In weiteren Versuchsreihen wurden unterschiedliche Bedingungen
verandert, um deren Einfluss auf die oben genannten Endpunkte zu beurteilen. Im

Folgenden werden die Ergebnisse beschrieben.

3.1 Expansionsphase

3.1.1 Proliferationsrate

Die Dichte des Zellrasens der beiden Chondrozyten-Subpopulationen wahrend der
Kultivierung in Proliferationsmedium wurde mittels Auflichtmikroskopie beurteilt.
Nach Passagieren der Zellen mit Trypsin-EDTA konnte eine Proliferationsrate aus
dem Quotienten von der Zellzahl vor und nach der Monoschichtkultur berechnet

werden.

Die Proliferation unterlag einer hohen Donorvariabilitdt, schwankte aber auch stark
zwischen denbeiden Gruppen von SZC und DZC. Da beide Zelltypen zur gleichen Zeit
in Gele gegossen werden mussten, erfolgte die Trypsinierung ebenfalls zum gleichen
Zeitpunkt, namlich sobald eine der beiden Kulturen eine Konfluenz von ca. 80 % er-
reicht hatte. Bei den DZC wurde diese Dichte nach sieben Tagen beobachtet, wah-

rend die SZC dann erst eine Dichte von geschatzt 50 % erreicht hatten (Abb. 3.1).

Auch in der Zellzahl vor bzw. nach der Monoschichtkultur spiegelte sich diese un-
terschiedliche Proliferationsgeschwindigkeit wider. Wahrend sich die Zellzahl der

SZC innerhalb einer Woche in der Regel verdoppelte bis verdreifachte (MW = 2,4;
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SD = 0,7), stieg die Zahl bei den DZC auf das drei- bis achtfache (MW = 5,3; SD = 2,5).
Dieser Unterschied war nicht signifikant (Abb. 3.2).

SZC DZC

Abb. 3.1: Zelldichte in Kulturflaschen der beiden Versuchsgruppen nach 7 Tagen in Monoschicht-
kultur, dargestellt durch Auflichtmikroskopie. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher

Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

Proliferationsrate
S
1

O SZC W DZC

Abb. 3.2: Proliferationsraten (definiert als Zellzahl nach Monoschichtkultur geteilt durch Zellzahl
vorher) der beiden Versuchsgruppen nach 7 Tagen in Monoschichtkultur. SZC: Chond-
rozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

3.1.2 Zellvitalitat

Die Zellvitalitait wurde nach Collagenase-Verdau der Knorpelstiicke und nach Passa-
gieren des Zellrasens mit Trypsin-EDTA durch Zellzahlung mit Trypanblau be-
stimmt. Unmittelbar nach Collagenase-Verdau lag der Anteil an vitalen Zellen zwi-
schen 92,6 % und 96,3 %. Bei den SZC war er leicht, aber signifikant niedriger als
beiden DZC (p = 0,039). Der Anteil an vitalen Zellen nach der Trypsinierung bei bei-
den Gruppen war insgesamt hoher, zwischen 92,6 % und 99,3 %. Hier gab es keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 Anteile an vitalen und avitalen Zellen der beiden Versuchsgruppen nach Collagenase-

Verdau des Knorpels bzw. nach Trypsinierung der Monoschichtkultur in Prozent. SZC:
Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht. + mar-
kiert signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

3.2 Zonale Subpopulationen in der Redifferenzierungsphase

Eines der Hauptaugenmerke dieser Arbeit lag in den Unterschieden im Redifferen-
zierungspotenzial von Zellen aus oberflachlicher und tiefer Knorpelschicht. Daher
werden zur besseren Ubersicht im folgenden Abschnitt zunéchst nur die Ergebnisse
dieser beiden Zelltypen im Basisprotokoll beschrieben. Dies entspricht frisch iso-
lierten Chondrozyten mit siebentdgiger Expansionsphase und anschlief3ender Re-

differenzierung iiber 21 Tage in Agarose-Gelen unter normoxischen Bedingungen.

3.2.1 Zellviabilitat und -vitalitat

Zur Bestimmung der Viabilitiat bzw. Vitalitdt der Zellen in den Hydrogelen nach ei-
nem Tag und nach drei Wochen in Kultur diente ein Live/Dead-Assay. Insgesamt
liefd sich beobachten, dass der Anteil an viablen Chondrozyten iiber alle Gruppen
hinweg deutlich gegentiber dem Anteil an avitalen iiberwog (Abb. 3.4 oben). Die Un-
terschiede zwischen den Subpopulationen im Anteil an avitalen Zellen sind besser
zu erkennen, wenn man nur den entsprechenden Farbkanal betrachtet. An d1 war
das rote Signal, das von den avitalen Zellen ausgeht, in beiden Gruppen gleich stark.
Die Gele mit SZC schienen an d21 einen niedrigeren Anteil an avitalen Zellen aufzu-
weisen als an d1. Dagegen stieg der Anteil an avitalen Zellen bei den Gelen mit DZC

nach der 3D-Kultur eher etwas an (Abb. 3.4 unten).
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Abb. 3.4: Viabilitdt bzw. Vitalitdt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach
21 Tagen in 3D-Zellkultur, dargestellt durch Live/Dead-Farbung. Oben viable und avi-
tale, unten nur avitale Zellen. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC:
Chondrozyten aus tiefer Schicht.

Avitale Zellen

3.2.2 DNA-Gehalt

Als Methode zur Bestimmung des DNA-Gehalts in den Hydrogelen wurde ein bio-

chemischer DNA-Assay gewahlt.
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An d1 der 3D-Zellkultur war der DNA-Gehalt in beiden Zellreihen in etwa gleich
grof3, im Mittel 4,53 pg (5D = 1,15) in den Gelen mit SZC und 5,11 pg (SD = 1,63) in
solchen mit DZC. Nach 21 Tagen unterschieden sich die Werte deutlich, aber nicht
signifikant voneinander. Die SZC proliferierten weiter und vermehrten den DNA-Ge-
halt pro Gel auf einen MW von 6,66 pg (SD = 1,17). Die DZC hingegen verringerten
ihre Zellzahl und enthielten nach den drei Wochen nur noch 3,54 pg (SD = 3,88) DNA
pro Gel (Abb. 3.5).

DNA pro Gel [ug]

di d21
O SZc W DZC

Abb. 3.5: DNA-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in 3D-
Zellkultur pro Hydrogel in pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC:
Chondrozyten aus tiefer Schicht.

3.2.3 Zellmorphologie

Zur Beurteilung der Zellmorphologie wurden die histologischen Aufnahmen aller
Farbungen in einer hohen Vergréfierung betrachtet. Die Ergebnisse waren in allen
Versuchen und in jeder Farbung der Agarose-Gele deutlich zu identifizieren. Exemp-

larisch werden hier Bilder der Pikro-Siriusrot-Farbung gezeigt.

An d1 sahen die beiden Subpopulationen in der Histologie nahezu identisch aus. Die
Zellen waren diffus verteilt und einzelnstehend, die Zellkerne waren klein und rund-
lich, ein Zytoplasma konnte nicht abgegrenzt werden. Die Zelldichte im Gel war
ebenfalls in beiden Gruppen gleich grof3. Nach 21 Tagen in der Kultur wiesen die
beiden Zelltypen hingegen unverkennbare Unterschiede auf. In den Hydrogelen mit
SZC waren die Zellen relativ klein und hatten wenig Zytoplasma. Zwei oder mehr
Zellen ordneten sich oft dicht aneinander zu kleinen Gruppen an. Es lief3 sich eine

iiberwiegend horizontale Schichtung innerhalb des Gels erkennen. Die Zellkerne
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erschienen meist halbmondférmig. In den Hydrogelen mit DZC dagegen fanden sich
vor allem Zellen mit hohem Zytoplasma-Anteil, die demzufolge insgesamt grofier
waren. Die horizontale Schichtung wie bei den SZC war nicht zu erkennen, eher eine

tendenziell vertikale Schichtung (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Zellmorphologie der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen

in 3D-Zellkultur, exemplarisch dargestellt durch Pikro-Siriusrot-Farbung. SZC: Chond-
rozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

3.2.4 Matrixproduktion

Die Produktion von EZM wurde zum einen durch histologische Farbungen, zum an-
deren durch biochemische Assays untersucht. Letztere bestimmten den quantitati-
ven Gehalt an Hauptbestandteilen der EZM, welcher als absoluter Wert in pg, bezo-

gen auf das Hydrogel, und als relativer Wert in pg/ug, bezogen auf den DNA-Gehalt

der Gele, angegeben wurde.

3.2.4.1 Proteoglykane und Glykosaminoglykane

Zur Bestimmung des Gehalts an GAG und PRG in den Gelen dienten ein biochemi-
scher GAG-Assay, die histologische Farbung mit Safranin O und die immunhistoche-

mische Darstellung von Aggrekan, dem haufigsten PRG in Knorpel.
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Abb. 3.7: GAG-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in 3D-
Zellkultur pro Gel in pg und pro DNA in pg/pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher
Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht. + markiert signifikanten Unterschied
zwischen zwei Gruppen, * markiert signifikanten Unterschied zur jeweiligen Ver-
gleichsgruppe an d1.

Laut GAG-Assay war an d1 noch kaum EZM in den Proben vorhanden, zwischen den
Subpopulationen gab es keine signifikanten Unterschiede. Der MW lag bei 21,22 ug
(SD =9,67) fir die SZC bzw. 22,11 pg (SD = 7,86) fiir die DZC. Bezogen auf den DNA-
Gehalt errechnete sich somit ein MW von 4,78 pg/ug (SD = 1,85) bzw. 4,41 ug/ug
(SD =0,93). Die Steigerung sowohl des absoluten als auch des relativen GAG-Werts
der jeweiligen Gruppen von d1 auf d21 war signifikant (jeweils p < 0,001 aufder bei
relativen GAG-Gehalt der SZC, hier p = 0,024). Die SZC produzierten innerhalb der
drei Wochen in Kultur insgesamt signifikant mehr GAG im direkten Vergleich zu den
DZC (p <0,001) und enthielten an d21 einen MW von 692,94 ug (5D = 68,01), dies
entsprach etwa dem 33-fachen des Ausgangswertes. Berechnete man den relativen
GAG-Gehalt, ergab sich ein MW von 106,46 pg/ug (SD = 18,62), eine Vervielfachung
um den Faktor 22. Die Proben mit DZC hingegen steigerten den GAG-Gehalt insge-
samt nur auf das gut 14-fache des MW an d1, namlich auf 311,76 pg (SD = 220,82).
Bezog man den Wert allerdings wiederum auf die GAG-Produktion pro DNA, ergab
sich eine Steigerung um den Faktor 34 auf einen MW von 149,61 ug/ug
(SD =125,29), also einen leicht hheren Wert als bei den SZC. Die Differenz im rela-
tiven GAG-Gehalt der Subpopulationen an d21 war nicht signifikant (Abb. 3.7).

In der Histologie wurden die Ergebnisse der biochemischen Analyse widergespie-
gelt. Sowohl in der Safranin O-Farbung als auch in der Aggrekan-Farbung erkannte
man bei beiden Gruppen an d1 noch keine EZM um die Zellen herum (Abb. 3.8 und

Abb. 3.9 jeweils obere Reihe). Vor allem in der Safranin O-Farbung wurde an d21
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jedoch bereits ein grofder Unterschied deutlich. Die Gele mit SZC waren insgesamt
starker gefarbt. Die EZM wurde parallel zu den Randern des Gels ausgerichtet, au-
3erdem lief? sich am oberen Rand eine etwas starkere Farbung als in der Mitte bzw.
am unteren Rand des Gels erahnen. Die EZM war tiber das gesamte Hydrogel auch
in den Zellzwischenraumen verteilt. Die DZC wiesen eine deutlich schwachere Far-
bung mit Konzentration der EZM perizellular auf. Hier schien die GAG-Konzentra-
tion am oberen Rand etwas geringer zu sein als in der Mitte des Gels. Parallel ver-

laufende Strange wurden nicht beobachtet (Abb. 3.8 untere Reihe).

d1

" 200 pm SRt 200 pm

Safranin O

200 ym

DZC

Abb. 3.8: GAG-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in 3D-
Zellkultur, dargestellt durch Safranin O-Farbung. SZC: Chondrozyten aus oberflachli-
cher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
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Abb. 3.9: Aggrekan-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen
in 3D-Zellkultur, dargestellt durch immunhistochemische Farbung. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

Die immunhistochemische Farbung auf Aggrekan lieferte dhnliche, aber weniger
ausgepragte Ergebnisse. Hier deutete die intensivere Farbung der Schnitte der Gele
mit SZC eine hohere Konzentration an Aggrekan an, wiederum vor allem an der
Oberflache des Gels. Die DZC verteilten das PRG vor allem direkt perizellular und

kaum in die Zellzwischenraume (Abb. 3.9 untere Reihe).

3.2.4.2 Kollagene

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Methoden zur Bestimmung der Kollagen-
produktion behandelt. Der biochemische HP-Assay und die Pikro-Siriusrot-Farbung
geben nur einen Uberblick iiber den Gesamtgehalt, da sie nicht zwischen den ver-
schiedenen Kollagentypen unterscheiden. Zur genaueren Differenzierung diente die

immunhistochemische Darstellung der Kollagene I, IT und X.

An d1 der Kultur war laut HP-Assay kaum Kollagen in den Proben vorhanden, signi-
fikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht. Die Gele mit SZC ent-
hielten durchschnittlich 19,28 pg (SD =4,68) bzw. bezogen auf den DNA-Gehalt
5,22 pg/ug (SD = 2,36). Die Gele mit DZC enthielten im Mittel 22,65 pg (SD = 3,55)
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bzw. 5,47 ng/ug (SD = 1,83). Nach 21 Tagen steigerten beide Gruppen den absoluten
Kollagengehalt signifikant im Vergleich zu d1 (SZC: p < 0,001; DZC: p = 0,008). Die
SZC produzierten auf das gesamte Gel gerechnet signifikant mehr Kollagen als die
DZC (p < 0,001) und enthielten an d21 durchschnittlich 136,32 pg (SD = 21,53), eine
Zunahme um den Faktor 7. In den Gelen mit DZC stieg der Kollagengehalt insgesamt
hingegen nur um das 2,4-fache auf 54,87 pg (SD = 19,36). Auch der relative Kol-
lagengehalt stieg zwischen d1 und d21 in beiden Gruppen deutlich an, der Unter-
schied war allerdings nur bei den DZC signifikant (p <0,001). Normiert auf den
DNA-Gehalt ergab sich eine signifikant hohere Produktionsrate bei den DZC
(p=0,015). Wahrend die Gele mit SZC im Mittel nur 21,57 pg/ug (SD = 3,93) Kol-
lagen pro DNA aufwiesen, lag dieser Wert bei Gelen mit DZC bei 55,80 pg/ug
(SD =30,15). Die Vervielfachungsraten lagen im Vergleich zwischen den beiden

Gruppen dementsprechend bei ca. 4,1 bzw. 10 (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10:  Kollagengehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in
3D-Zellkultur pro Gel in ug und pro DNA in ug/ug. SZC: Chondrozyten aus oberflachli-
cher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht. + markiert signifikanten Unter-
schied zwischen zwei Gruppen, * markiert signifikanten Unterschied zur jeweiligen
Vergleichsgruppe an d1.

In der histologischen Farbung mit Pikro-Siriusrot waren diese Tendenzen ebenso
zu erkennen. An d1 war in beiden Gruppen kaum EZM vorhanden. Nach 21 Tagen
war die Farbintensitit bei den SZC ausgepragter. Vor allem die dufderen Bereiche
der Gele schienen mehr Kollagen zu beinhalten, die EZM war relativ gleichméafiig
tiber den Interzellularraum verteilt. In den Hydrogelen mit DZC lag dagegen insge-

samt weniger Kollagen vor, es war vor allem perizellular lokalisiert (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11:  Gehalt an Gesamtkollagen der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach
21 Tagen in 3D-Zellkultur, dargestellt durch Pikro-Siriusrot-Farbung. SZC: Chondrozy-
ten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

Die immunhistochemischen Farbungen der einzelnen Kollagen-Typen brachten alle
in etwa die gleichen Ergebnisse. Wahrend an d1 fast ausschliefilich die Zellkerne
gefarbt waren, haben die Chondrozyten in den drei Wochen in Kultur alle drei un-
tersuchten Kollagene produziert. Die Gele mit SZC zeigten dabei stets eine intensi-
vere Farbung, jedoch variierten bei den einzelnen Kollagen-Typen die Differenzen
zwischen den beiden Gruppen. Die SZC waren reich an Kollagen II, wiederum schien
die EZM das gesamte Gel, also auch die Zellzwischenrdume zu durchziehen. Die DZC
wiesen im Vergleich weniger Kollagen II auf. Bei den Farbungen auf Kollagen I und
Kollagen X fielen die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen weniger auf

(Abb. 3.12, Abb. 3.13 und Abb. 3.14).
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Abb. 3.12:  Kollagen I-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen
in 3D-Zellkultur, dargestellt durch immunhistochemische Farbung. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
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Abb. 3.13:

Kollagen 1I-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen
in 3D-Zellkultur, dargestellt durch immunhistochemische Farbung. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
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Abb. 3.14:  Kollagen X-Gehalt der beiden Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen
in 3D-Zellkultur, dargestellt durch immunhistochemische Farbung. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

3.3 Gemischte und zonale Gele in der Redifferenzierungsphase

In jedem Versuch wurde auf3erdem eine Gruppe von zonalen Gelen getestet, die der
hierarchischen Organisation des Gelenkknorpels ndherkommen sollte. Als Kontrolle
dienten dabei Gele, in denen SZC und DZC gemischt waren. An d1 waren die Resul-
tate in allen untersuchten Endpunkten analog zu denen der reinen Gele mit SZC und
mit DZC. Daher werden hier nur die Ergebnisse nach drei Wochen Inkubation mit-
einander verglichen. Zum besseren Vergleich und zur Signifikanzbestimmung sind
in den Diagrammen die Ergebnisse der Gele mit nur SZC bzw. DZC noch einmal ab-

gebildet.

3.3.1 Zellviabilitat und -vitalitat

Wieder iiberwog der Anteil an viablen Chondrozyten in beiden Gruppen deutlich
gegeniiber dem Anteil an avitalen Zellen, die Anzahl der avitalen Zellen war im Ver-

gleich der beiden Gruppen zueinander dhnlich (Abb. 3.15; vgl. SZC/DZC: Abb. 3.4).
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Abb. 3.15:  Viabilitat bzw. Vitalitdt der beiden Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur,
dargestellt durch Live/Dead-Farbung. Oben viable und avitale, unten nur avitale Zellen.
MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele.

3.3.2 DNA-Gehalt

Der DNA-Gehalt der gemischten und zonalen Gele an d21 unterschied sich kaum
voneinander. Im Mittel betrug er 6,78 pg (SD = 3,72) in den gemischten Gelen und
5,83 ug (SD = 2,15) in den zonalen. Damit lagen diese beiden Versuchsgruppen nah
am Wert von den Gelen mit SZC, es wurden keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Gruppen beobachtet (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16:  DNA-Gehalt der vier Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur pro Hydrogel in

pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer
Schicht, MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele.
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3.3.3 Zellmorphologie

Exemplarisch wird hier zur Darstellung der Zellmorphologie wiederum nur eine his-
tologische Farbung, die Safranin O-Farbung, abgebildet. Zur besseren Orientierung
werden zwei Vergrofderungen der Schnitte gezeigt, die Grenze zwischen oberflach-

licher und tiefer Schicht ist mit Pfeilen markiert.
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Abb. 3.17:  Zellmorphologie der beiden Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur in unter-
schiedlichen Vergréfierungen, exemplarisch dargestellt durch Pikro-Siriusrot-Farbung.
Pfeile weisen auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht. MIX: ge-
mischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele.

Die gemischten Gele enthielten gleichmafdig verstreute kleinere und grofdere Zellen
und eine homogen im Extrazellularraum verteilte EZM. In den zonalen Hydrogelen
dagegen war die unterschiedliche Morphologie der SZC und DZC in ihrer jeweiligen
Gelschicht deutlich zu erkennen. In jedem Schnitt und bei jeder Farbung liefd sich
die Grenze zwischen den beiden Versuchsgruppen zweifelsfrei festlegen. Der obere
Teil der Gele mit den SZC war meist etwas schmaler bezogen auf die gesamte Hohe
des Hydrogels. Er zeigte kleine Zellen mit wenig Zytoplasma, die dicht aneinander
gereiht lagen und viel EZM um sich herum gebildet hatten. Im unteren Teil der Gele
zeigte sich hingegen das Bild der DZC, mit weniger, dafiir grofieren Zellen, mehr Zy-

toplasma und weniger angefarbter EZM (Abb. 3.17; vgl. SZC/DZC: Abb. 3.6)
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3.3.4 Matrixproduktion
3.3.4.1 Proteoglykane und Glykosaminoglykane

Auch bei den gemischten und zonalen Konstrukten wurde der Gehalt an EZM durch
die bereits beschriebenen Methoden gepriift. In der quantitativen GAG-Messung
konnte zwischen diesen beiden Versuchsgruppen weder ein signifikanter Unter-
schied beim GAG-Gehalt des gesamten Gels noch bei dem Wert bezogen auf den
DNA-Gehalt beobachtet werden. Sowohl die gemischten als auch die zonalen Gele
erzielten einen ahnlichen MW im gesamten Gel wie die reinen SZC-Zellkulturen, im
Mittel 719,55 pg (SD = 127,69) bzw. 679,86 pg (SD = 39,58). Beide enthielten einen
signifikant h6heren GAG-Gehalt als die Gele mit DZC (jeweils p < 0,001). Bezogen auf
den DNA-Gehalt der Gele lagen die Werte zwischen denen von SZC und DZC, namlich
bei 127,37 pg/ug (SD =59,72) bei den gemischten bzw. 134,51 pg/ug (SD = 58,06)
bei den zonalen Konstrukten, ohne signifikante Differenzen zwischen den einzelnen

Gruppen (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18:  GAG-Gehalt der vier Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur pro Hydrogel in
pg und pro DNA in pg/pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chond-
rozyten aus tiefer Schicht, MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele. + mar-
kiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen.

Auch hier korrelierte die Histologie mit den Ergebnissen der quantitativen Messung.
Inden histologischen Farbungen zeigte sich bei den beiden Versuchsgruppen jedoch
eine unterschiedliche Verteilung der EZM innerhalb des Hydrogels. Wahrend die
Schnitte der gemischten Gele gleichmafdig angefarbt wurden, zeigte sich ein deutli-
cher Unterschied zwischen der oberflachlichen und tiefen Schicht bei den zonalen

Gelen. Die oberflachliche Schicht war im Gegensatz zur tiefen geschrumpft und
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wesentlich schmaler. Allerdings enthielt sie deutlich mehr GAG und Aggrekan als die
tiefe Schicht. Direkt am Ubergang zwischen den beiden Zonen war der Extrazellu-
larraum zwischen den DZC starker angefarbt als weiter peripher. In der Safranin O-
Farbung war dieses Phanomen noch besser zu erkennen als in der immunhistoche-

mischen Farbung auf Aggrekan (Abb. 3.19; vgl. SZC/DZC: Abb. 3.8; Abb. 3.9).

Safranin O

Aggrekan

MIX ZON

Abb. 3.19:  GAG- bzw. Aggrekan-Gehalt der beiden Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkul-
tur, dargestellt durch Safranin O- bzw, immunhistochemische Farbung. Pfeile weisen
auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht. MIX: gemischte Hydrogele,
ZON: zonale Hydrogele.

3.3.4.2 Kollagene

Analog zu den Ergebnissen der GAG-Analyse gab es zwischen den beiden Versuchs-
gruppen auch in der quantitativen Kollagen-Messung keine signifikanten Differen-
zen insgesamt sowie bezogen auf den DNA-Gehalt. Im Vergleich zu den reinen SZC-
bzw. DZC-Gelen waren die absoluten Werte im Kollagengehalt tendenziell hoher,
178,96 pug (SD =52,55) bei den gemischten bzw. 146,36 ug (SD = 9,25) bei den zon-
alen Gelen, der Unterschied zu den DZC war jeweils signifikant (jeweils p <0,001).
Bezogen auf den DNA-Gehalt der Gele lagen die Werte zwischen denen von SZC und

DZC, ohne signifikante Unterschiede. Dies entsprach 39,64 ug/ug (SD = 20,45) bei
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den gemischten bzw. 33,71 pg/pg (SD =15,33) bei den zonalen Konstrukten
(Abb. 3.20).
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Abb. 3.20:  Kollagengehalt der vier Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur pro Hydrogel
in pg und pro DNA in pg/pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht,
DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydro-
gele. + markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen.

Die Tendenzen im quantitativen Kollagengehalt deckten sich wiederum mit den Er-
gebnissen der Pikro-Siriusrot-Farbung. Es lief3 sich eine unterschiedliche Verteilung
der EZM innerhalb der Hydrogele feststellen. Wahrend die gemischten Gele homo-
gen angefarbt wurden, konnten bei den geschichteten Gelen zwei Zonen unter-
schiedlicher Farbintensitat identifiziert werden. Auch hier liefs sich in der unteren
Schicht in der Nihe des zonalen Ubergangs eine tendenziell etwas stirkere Farbung
als weiter peripher erahnen, wenn auch nicht so eindriicklich wie in der Safranin O-

Farbung (Abb. 3.21 erste Reihe).

Die weiteren immunhistochemischen Farbungen sollten Aufschluss tiber die Zusam-
mensetzung des Gesamtkollagens geben. In der oberen Schicht der zonalen Gele war
die Farbung stets intensiver. Bei Kollagen | war der Unterschied zwischen den bei-
den Zelltypen in den zonalen Gelen am geringsten, bei Kollagen II am starksten. Be-
sonders in der Kollagen II-Farbung nahm wiederum die Farbintensitdt der unteren
Schicht in der Ndhe des Ubergangs zur oberen Schicht zu. Der Gehalt an Kollagen X
war bei beiden Versuchsgruppen insgesamt gering (Abb. 3.21 zweite bis vierte Rei-

hen; vgl. SZC/DZC: Abb. 3.11-Abb. 3.14).

59



3 Ergebnisse
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Abb. 3.21:  Gehalt an Gesamtkollagen sowie Kollagen I, Il bzw. X der beiden Versuchsgruppen nach
21 Tagen in 3D-Zellkultur, dargestellt durch Pikro-Siriusrot- bzw. immunhistochemi-
sche Farbungen. Pfeile weisen auf die Grenze zwischen oberfliachlicher und tiefer
Schicht. MIX: gemischte Hydrogele, ZON: zonale Hydrogele.

3.4  Weitere Einflussfaktoren
In diesem Abschnitt werden nun die Ergebnisse aus der Expansions- und der Redif-

ferenzierungsphase nach Modifikation des Basisprotokolls dargestellt. Es wurden
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alle Methoden wie bereits in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben zur Aus-
wertung angewandt, mit Ausnahme der quantitativen Kollagen-Messung sowie der
immunhistochemischen Farbungen auf Aggrekan und Kollagen X, auf die in einzel-
nen Versuchen verzichtet wurde. Dies ist in den jeweiligen folgenden Abschnitten
gekennzeichnet. In den Diagrammen sind die Ergebnisse der jeweiligen Vergleichs-
gruppen im bisher beschriebenen Basisprotokoll zur Signifikanzberechnung noch
einmal abgebildet. Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf SZC, DZC und zonalen
Konstrukten lag, wurde zur besseren Ubersicht die Versuchsgruppe der gemischten

Gele nicht mehr abgebildet.

3.4.1 Sauerstoffkonzentration in der Umgebung

In jedem Versuch wurde eine Kulturplatte bei 21 % und eine bei 2 % Sauerstoff in
der Umgebungsluft inkubiert und die Ergebnisse miteinander verglichen. Als Nega-
tivkontrolle diente hier analog zum Basisprotokoll die Zellkulturplatte, die nach ei-
nem Tag unter normoxischen Bedingungen geerntet wurde. Da die Ergebnisse die-
ser Kontrollgruppe bereits in Abschnitt 3.2 aufgefiihrt wurden und hier besonders
die Unterschiede zwischen Kultivierung in Normoxie und Hypoxie herausgearbeitet

werden sollen, wird auf eine erneute Darstellung der Daten von d1 verzichtet.

In der Viabilitat der Zellen war kaum ein Unterschied zu den Versuchsgruppen in
Normoxie feststellbar. Die Gruppe der Gele mit DZC schien jedoch in Hypoxie einen
geringeren Anteil avitaler Zellen aufzuweisen als in Normoxie (Abb. 3.22; vgl.

Normoxie: Abb. 3.4; Abb. 3.15).

Auch im DNA-Gehalt der Gele an d21 gab es keine signifikanten Unterschiede, weder
zwischen den drei Versuchsgruppen in Hypoxie noch zu ihren jeweiligen Vergleichs-
gruppen in Normoxie. Die Mittelwerte lagen zwischen 5,98 ug (5D = 3,54) bei den
SZCund 8,27 ug (SD = 4,34) bei den zonalen Gelen (Abb. 3.23).
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Abb. 3.22:  Viabilitat bzw. Vitalitat der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur unter
hypoxischen Bedingungen, dargestellt durch Live/Dead-Farbung. Oben viable und avi-
tale, unten nur avitale Zellen. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC:
Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.
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Abb. 3.23:  DNA-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Kultur jeweils unter norm-
bzw. hypoxischen Bedingungen pro Hydrogel in pg. SZC: Chondrozyten aus oberflachli-
cher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.

Die morphologischen Eigenschaften der beiden Zelltypen von SZC und DZC waren
auch in der Hypoxie-Gruppe gut erkennbar. Nach 21 Tagen in 3D-Kultur wiesen die
SZC sowohl in den reinen als auch den zonalen Gelen wenig Zytoplasma auf, die Zel-
len lagen zu kleinen Gruppen aneinander und die EZM war auch in den Zellzwi-
schenrdumen homogen verteilt. In den Hydrogelen mit DZC sowie in der unteren
Schicht der zonalen Gele dagegen fanden sich vor allem Zellen mit hohem Zyto-
plasma-Anteil, die demzufolge insgesamt grof3er waren und die EZM um sich herum

konzentrierten (Abb. 3.24; vgl. Normoxie: Abb. 3.6; Abb. 3.17).
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Abb. 3.24:  Zellmorphologie der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur unter hypo-
xischen Bedingungen, exemplarisch dargestellt durch Pikro-Siriusrot-Farbung. Pfeile
weisen auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydro-
gele.

Der absolute GAG-Gehalt der SZC- sowie der zonalen Gele lag in Hypoxie signifikant
unter dem der jeweiligen Vergleichsgruppe in Normoxie (SZC: p=0,026, ZON:
p <0,001). AufRerdem war, analog zu den Ergebnissen aus der Normoxie, der GAG-
Gehalt pro Gel in Hypoxie bei den DZC mit 164,27 pg (SD = 54,93) signifikant gerin-
ger als bei den SZC mit 513,77 pg (SD =70,84) (p <0,001) und den zonalen Gelen
mit 365,13 pg (SD = 71,61) (p = 0,004). Im GAG-Gehalt pro DNA gab es keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in Hypoxie. Die SZC- bzw.
zonalen Gele enthielten dhnlich zu ihren Vergleichsgruppen in Normoxie im Mittel
117,67 pg/ug (SD =74,93) bzw. 55,40 pg/ug (SD = 26,70) GAG pro DNA. Bei den
DZC lag der Wert mit 31,05 pg/pg (SD = 14,53) jedoch signifikant unter dem Ver-
gleichswert in Normoxie (p = 0,006) (Abb. 3.25).

Die Ergebnisse der Histologie waren gut vereinbar mit den Ergebnissen der quanti-
tativen Messung. Sowohl in der Safranin O- als auch in der immunhistochemischen
Farbung auf Aggrekan wurden die Bereiche der Gele, die SZC enthielten, starker an-
gefarbt. Insbesondere in der Safranin O-Farbung war bei den zonalen Gelen auch
hier eine intensivere Farbung der tiefen Schicht in der Niahe der Ubergangszone zu

beobachten (Abb. 3.26; vgl. Normoxie: Abb. 3.8; Abb. 3.9; Abb. 3.19).
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Abb. 3.25:  GAG-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Kultur jeweils unter norm-
bzw. hypoxischen Bedingungen pro Hydrogel in pg und pro DNA in pg/ug. SZC: Chond-
rozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale
Hydrogele. + markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen, * markiert
signifikanten Unterschied zur jeweiligen Vergleichsgruppe in Normoxie.
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Abb. 3.26:  GAG- bzw. Aggrekan-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur
unter hypoxischen Bedingungen, dargestellt durch Safranin O- bzw. immunhistochemi-
sche Farbung. Pfeile weisen auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht,
ZON: zonale Hydrogele.

Ahnlich verhielt es sich mit dem Kollagengehalt der Zellkulturen. Die Gele mit SZC
und die zonalen Gele, die hypoxischen Bedingungen ausgesetzt waren, beinhalteten
mit 119,10 pg (SD = 15,52) bzw. 95,77 ug (SD = 12,89) signifikant mehr Kollagen
pro Gel als die DZC-Gele mit 60,01 ug (SD = 20,98) (p < 0,001 bzw. p = 0,017). Nur
bei den zonalen Gelen lag dieser Wert signifikant unter dem Vergleichswert in
Normoxie (p < 0,001). Im Kollagengehalt pro DNA waren die Unterschiede der ein-

zelnen Gruppen untereinander, dhnlich wie beim relativen GAG-Gehalt, nicht
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signifikant. Die SZC enthielten 32,32 pg/pug (SD=15,10), die zonalen Gele
12,75 pg/ug (SD = 7,08). Die DCZ wiesen in Hypoxie wiederum mit 12,06 pg/ug

(SD =8,31) einen signifikant niedrigeren Wert als in Normoxie auf (p <0,001)
(Abb. 3.27).

+ — + =5 100 +
—_ [ — [ — = 1 —
§150— l T ?:f 80
i) _T_ * : b
< Z 60 -
o 100 )
Q. o i
5 g, 40
5 2 20 1 T
auinl | HAFT
0 2 0
Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie

O SZC W DZC B ZON

Abb. 3.27:  Kollagengehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Kultur jeweils unter
norm- bzw. hypoxischen Bedingungen pro Hydrogel in pg und pro DNA in pg/pg. SZC:
Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON:
zonale Hydrogele. + markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen, * mar-
kiert signifikanten Unterschied zur jeweiligen Vergleichsgruppe in Normoxie.

In der Pikro-Siriusrot-Farbung wurden die Unterschiede im Kollagengehalt der Gele
ebenso dargestellt. Die immunhistochemischen Farbungen der verschiedenen Kol-
lagen-Typen erbrachten dhnliche Ergebnisse wie in der Kultur unter normoxischen
Bedingungen. Insgesamt schienen die Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen
etwas geringer zu sein, insbesondere in der Farbung auf Kollagen I. Die Kollagene I
und X konzentrierten sich bei beiden Zelltypen perizellular, genauso wie Kollagen I1
bei den DZC. Lediglich zwischen den SZC zeigte sich Kollagen Il relativ homogen ver-
teilt (Abb. 3.28; vgl. Normoxie: Abb. 3.11-Abb. 3.14; Abb. 3.21).
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Abb. 3.28:  Gehalt an Gesamtkollagen sowie Kollagen I, II bzw. X der drei Versuchsgruppen nach
21 Tagen in 3D-Zellkultur unter hypoxischen Bedingungen, dargestellt durch Pikro-Si-
riusrot- bzw. immunhistochemische Farbungen. Pfeile weisen auf die Grenze zwischen
oberflachlicher und tiefer Schicht. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC:
Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.

3.4.2 Konfluenzin der Expansionsphase

Wie in Kapitel 3.1.2 bereits erwahnt, erreichten die DZC die 80%ige Konfluenz in
der Expansionsphase schneller als die SZC. Um auszuschliefden, dass die Konfluenz
des Zellrasens bei Trypsinierung einen Einfluss auf das spatere Verhalten der
Chondrozyten in der Redifferenzierungsphase habe und dass die Unterschiede zwi-
schen den beiden Zelltypen damit zu erkldren seien, wurden zusatzlich einige Zell-
kulturflaschen mit SZC zwolf Tage inkubiert und die Zellen erst dann in Hydrogele

inkorporiert. Die Ergebnisse wurden mit den Gelen aus SZC verglichen, die nach
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sieben Tagen mit einer 50%igen Konfluenz weiterverwendet wurden, sowie mit den

DZC, die nach diesem Zeitraum bereits eine 80%ige Konfluenz aufwiesen.

Nach zwolf Tagen in den Zellkulturflaschen erreichten die SZC eine nahezu 90%ige
Konfluenz (Abb. 3.29; vgl. 7 Tage Expansionsphase: Abb. 3.1). Die Zellzahl stieg da-
bei auf das vier- bzw. zehnfache (MW = 7,2; SD = 4,0). Aufgrund der geringen Stich-
probengrofie sowie der grofden Abweichungen zwischen den einzelnen Donorgrup-
pen waren die Unterschiede zu den SZC und DZC nach siebentagiger Monoschicht-

kultur nicht signifikant (Abb. 3.30).

Abb. 3.29:  Zelldichte in Kulturflaschen der Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht nach 12 Ta-
gen in Monoschichtkultur, dargestellt durch Auflichtmikroskopie.
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Abb. 3.30:  Proliferationsraten (definiert als Zellzahl nach Monoschichtkultur geteilt durch Zellzahl
vorher) der Versuchsgruppen jeweils nach 7 bzw. 12 Tagen in Monoschichtkultur. SZC:
Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.

Im Live/Dead-Assay nach dreiwdchiger 3D-Zellkultur konnte kein Unterschied zu
den Proben mit kiirzerer Expansionsphase erkannt werden. Der Anteil avitaler Zel-
len im Vergleich zu viablen Zellen war sehr gering (Abb. 3.31; vgl. 7 Tage Expansi-
onsphase: Abb. 3.4).
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Viabel/avital

Abb. 3.31:

Abb. 3.32:

Abb. 3.33:

Avital

Viabilitat bzw. Vitalitidt der Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht nach 21 Tagen in
3D-Zellkultur und vorheriger 12-tagiger Expansionsphase, dargestellt durch
Live/Dead-Farbung. Links viable und avitale, rechts nur avitale Zellen.
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DNA-Gehalt der Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur jeweils nach vorhe-
riger 7- bzw. 12-tagiger Expansionsphase pro Hydrogel in pg. SZC: Chondrozyten aus
oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
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Zellmorphologie der Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht nach 21 Tagen in 3D-
Zellkultur und vorheriger 12-tagiger Expansionsphase, exemplarisch dargestellt durch
Pikro-Siriusrot-Farbung.

Die Gele mit den SZC, die langer in Monoschicht expandiert wurden, enthielten et-

was weniger DNA als die anderen SZC-Gele und lagen im Bereich der DZC-Gele, ndm-

lich bei 3,85pg (SD=1,40). Die Differenzen waren jedoch nicht signifikant
(Abb. 3.32).
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Morphologisch ahnelten die Zellen eindeutig den SZC, die nur sieben Tage in Mono-
schichtkultur proliferierten. Es iiberwogen kleine Zellen mit wenig Zytoplasma. Die
Zellkerne waren oft halbmondférmig, die EZM auch in den Zellzwischenrdumen
gleichmaf3ig verteilt. Auch hier lief3 sich eine horizontale Schichtung der EZM erah-
nen (Abb. 3.33; vgl. 7 Tage Expansionsphase: Abb. 3.6).

Ahnlich wie mit dem DNA-Gehalt verhielt es sich mit dem GAG-Gehalt der Gele. Die
SZC nach zwolftagiger Expansionsphase produzierten insgesamt signifikant weni-
ger (p = 0,033), bezogen auf den DNA-Gehalt dagegen genauso viel GAG wie die SZC
nach siebentagiger Expansionsphase. Die MW lagen bei 437,46 ug (SD = 59,40) bzw.
123,04 pg/pg (SD = 33,57). Die Unterschiede zu den DZC-Gelen waren nicht signifi-
kant (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34:  GAG-Gehalt der Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur jeweils nach vorheri-
ger 7- bzw. 12-tagiger Expansionsphase pro Hydrogel in ug und pro DNA in pg/ug.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
+ markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen.

Der Kollagengehalt der hier beschriebenen Gruppe an langer expandierten SZC be-
trug 116,81 pg (SD = 5,94) insgesamt bzw. 26,11 pg/ug (SD = 7,79) bezogen auf den
DNA-Gehalt. Damit gab es im Vergleich zu den SZC, die kiirzer in der Expansions-
phase inkubiert wurden, keinen Unterschied. Die Differenzen zu den DZC, die dhn-
lich dicht in der Monoschichtkultur gewachsen sind, waren dagegen deutlicher. Der

Unterschied im absoluten Wert war signifikant (p = 0,006) (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35:  Kollagengehalt der Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur jeweils nach vor-
heriger 7- bzw. 12-tigiger Expansionsphase pro Hydrogel in pg und pro DNA in pg/pg.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht.
+ marKkiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen.
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Abb. 3.36:  Gehalt an GAG, Gesamtkollagen sowie Kollagen I bzw. II der Gele mit Chondrozyten aus
oberflachlicher Schicht nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur und vorheriger 12-tagiger Ex-
pansionsphase, dargestellt durch Safranin O-, Pikro-Siriusrot- bzw. immunhistochemi-
sche Farbungen.

Die histologischen Farbungen glichen denen der in den vorherigen Abschnitten be-
schriebenen SZC in Agarose-Gelen, mit gleichmafdig verteilter EZM im gesamten Gel.
Allerdings fiel die Intensitit vor allem der Safranin O-Farbung, libereinstimmend
mit der quantitativen GAG-Messung, insgesamt etwas geringer aus, sie kon-
zentrierte sich vor allem im oberen Bereich des Konstrukts. Die Kollagene, darge-

stellt in der Pikro-Siriusrot-Farbung, waren dagegen etwas gleichmafdiger verteilt.
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Die Kollagen [-Farbung zeigte sich mit dhnlich starker Intensitit, der Gehalt an Kol-
lagen II schien dagegen geringer als bei den Chondrozyten nach siebentigiger Ex-
pansionsphase zu sein (Abb. 3.36; vgl. 7 Tage Expansionsphase: Abb. 3.8; Abb. 3.11-
Abb. 3.13).

3.4.3 Material des Hydrogels

Neben den Agarose-Gelen, die bisher beschrieben wurden, sollten in dieser Arbeit
auch zwei Versuchsreihen mit einem anderen Biomaterial durchgefiihrt werden,
welches in einem 3D-Drucker verwendbar ist. Dafiir diente eine Kombination aus
einem natiirlichen und einem synthetischen Polymer, die beide chemisch modifi-
ziert wurden, um eine Quervernetzung untereinander zu ermoglichen, namlich
Thiol-funktionalisiertes = Hyaluronan (HA-SH) und Allyl-funktionalisiertes
Polyglycidol (P(AGE-co-G)). Dieses Biomaterial, hier als HA/PG bezeichnet, war
schwieriger in der Handhabung, die Gele waren sehr weich und fragil. Daher wurden
wahrend der dreiwdchigen Inkubationszeit im Rahmen des Mediumwechsels einige
der Hydrogele beschadigt, weswegen fiir die Auswertung weniger Material zur Ver-
figung stand. Mit den verbliebenen, unbeschadigten Gelen lief3 sich dennoch eine
tendenzielle Aussage zu den untersuchten Endpunkten treffen. Die Ergebnisse von
d1 der 3D-Zellkultur sind ebenfalls abgebildet, um den Verlauf wahrend der drei-

wochigen Kultivierung besser beurteilen zu konnen.

Flir diese Versuchsreihen wurden, wie bereits in Abschnitt 2.2.8 erwahnt, kryokon-
servierte Chondrozyten verwendet. Daher ist ein direkter Vergleich zu den Agarose-
Gelen mitfrisch isolierten Knorpelzellen nur eingeschrankt méglich. Die erneute Ab-
bildung der Ergebnisse der biochemischen Assays aus den vorhergehenden Ver-

suchsreihen dienen lediglich zur Orientierung.

Im Zellviabilitats-Assay zeigte sich bei allen Versuchsgruppen eine intensivere Rot-
farbung als in den Agarose-Gelen, entsprechend mehr avitale Zellen im Vergleich zu
den griin fluoreszierenden viablen Zellen. Dieser Anteil an avitalen Zellen hat, im
Gegensatz zu dem in Agarose-Gelen, im Laufe der dreiwdchigen Kultur eher zuge-

nommen und war somitand21 hoéher als an d1. Zwischen den drei Versuchsgruppen
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konnte kein deutlicher Unterschied erkannt werden (Abb. 3.37; vgl. Agarose-Gele:
Abb. 3.4; Abb. 3.15).
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Abb. 3.37:  Viabilitat bzw. Vitalitdt der drei Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Ta-
gen in 3D-Zellkultur in HA/PG-Gelen, dargestellt durch Live/Dead-Farbung. Oben vi-
able und avitale, unten nur avitale Zellen. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher
Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.

Dementsprechend fiel auch der DNA-Assay aus. Alle Versuchsgruppen wiesen nach
dreiwochiger Inkubationszeit weniger DNA auf als an d1. An d1 enthielten die Gele
zwischen 3,35 pg und 3,74 pg DNA. An d21 verringerte sich dieser MW auf 1,32 pg
bis 1,95 pg, die Differenz war jedoch nicht signifikant. Auch bei Vergleich der einzel-
nen Gruppen zu einem Zeitpunkt der Zellkultur gab es keine signifikanten Unter-

schiede. Im Vergleich zwischen HA/PG- und Agarose-Gelen an d21 war der
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Unterschied bei den SZC und den zonalen Gelen signifikant (p= 0,003 bzw.
p=10,023) (Abb. 3.38).
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Abb. 3.38:  DNA-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach einem Tag in 3D-Zellkultur in HA/PG-Ge-
len und nach 21 Tagen jeweils in HA/PG- bzw. in Agarose-Gelen pro Hydrogel in pg. In
Agarose-Gelen wurden frische Chondrozyten verwendet, in HA/PG-Gelen hingegen
kryokonservierte Chondrozyten, weswegen ein Vergleich nur eingeschrankt moglich
ist. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer
Schicht, ZON: zonale Hydrogele.
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Abb. 3.39:  Zellmorphologie der drei Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in
3D-Zellkultur in HA/PG-Gelen, exemplarisch dargestellt durch Pikro-Siriusrot-Farbung.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht,
ZON: zonale Hydrogele.

Da HA selbst eine dhnliche chemische Struktur wie GAG besitzt, wurde es in der Saf-
ranin O-Farbung angefarbt, was die Beurteilung der histologischen Schnitte beein-
trachtigte. Auch in den anderen Farbungen zeigte sich eine leichte Anfarbung des

Materials. Durch die Fixierung und Kryokonservierung der histologischen Proben
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dehnte sich das Material zunachst aus und fiel dann in sich zusammen, was kleine
Risse in der gesamten Struktur des Gels zur Folge hatte. Darum stellten sich die Gele

mit einer Art Wabenmuster dar.

Bei grofder Vergrofierung der histologischen Schnitte zur Beurteilung der Morpho-
logie fiel an d21 eine insgesamt geringere Zelldichte im Vergleich zu d1 in Zellkultur
sowie zu den Agarose Gelen an d21 auf. Die Zellkerne waren oft unrund und inho-
mogen gefarbt. Es gab keine ersichtlichen Unterschiede zwischen den drei Ver-
suchsgruppen, ebenso war die Grenze der zonalen Schichtung nicht erkennbar. Die
Zellen wurden nicht von EZM umgeben, lediglich die Struktur des Hydrogels ver-
dichtete sich im Laufe der 3D-Zellkultur (Abb. 3.39; vgl. Agarose-Gele: Abb. 3.6;
Abb. 3.17).
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Abb. 3.40:  GAG-Gehaltder drei Versuchsgruppen nach einem Tag in 3D-Zellkultur in HA/PG-Gelen
und nach 21 Tagen jeweils in HA/PG- bzw. Agarose-Gelen pro Hydrogel in pg und pro
DNA in pg/ug. In Agarose-Gelen wurden frische Chondrozyten verwendet, in HA/PG-
Gelen hingegen kryokonservierte Chondrozyten, weswegen ein Vergleich nur einge-
schrankt moglich ist. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozy-
ten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.

Laut GAG-Assay enthielten die HA/PG-Gele an d1 durchschnittlich jeweils weniger
als 10 pg an GAG insgesamt. Bezogen auf den DNA-Gehalt errechneten sich Werte
um 2 pg/ug. An d21 gab es keine signifikante Veranderung dieser Werte, der abso-
lute GAG-Gehalt lag in allen Gruppen weiter unter 10 pg, der relative unter 5 ug/ug.
Auch hier gab es weder an d1 noch an d21 signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen. Die Werte entsprachen allerdings jeweils nur einem

sehr kleinen Bruchteil der Werte, die die Agarose-Gele erzielten. Die Unterschiede
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zwischen den beiden Materialien im absoluten und relativen GAG-Gehalt an d21 war

in allen Gruppen signifikant (jeweils p < 0,001) (Abb. 3.40).
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Abb. 3.41: GAG-Gehalt der drei Versuchsgruppen jeweils nach einem bzw. nach 21 Tagen in 3D-
Zellkultur in HA/PG-Gelen, dargestellt durch Safranin O-Farbung. SZC: Chondrozyten
aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydro-
gele.

In allen histologischen Schnitten, vor allem in der Safranin O-Farbung, wurde das
Material des Hydrogels angefarbt, was eine Beurteilung der Matrixproduktion er-
heblich erschwerte. Vergleicht man allerdings die Aufnahmen von d21 mit denen
von d1 der Zellkultur, lasst sich keine Zunahme der Farbintensitat feststellen. Zu-
dem kann man den perizelluliren Raum genauer betrachten. Da hier keine Anfar-
bung im direkten Umfeld der Zellen zu erkennen ist, ldsst sich daraus schlief3en, dass
keiner der untersuchten EZM-Bestandteile in histologisch nachweisbarem Umfang
produziert wurde. Ebenso wenig wurde ein Unterschied zwischen den drei Ver-
suchsgruppen ersichtlich, die Grenze in den zonalen Gelen war nicht zu erkennen
(Abb. 3.41; Abb. 3.42; vgl. Agarose-Gele: Abb. 3.8; Abb. 3.11-Abb. 3.13; Abb. 3.19;
Abb. 3.21).

Aufgrund der Tatsache, dass weder im GAG-Assay noch in den histologischen Far-
bungen mit Safranin O und Pikro-Siriusrot oder den immunhistochemischen Far-
bungen auf KollagenI und II eine Produktion von EZM nachgewiesen werden
konnte, wurde auf den HP-Assay und die immunhistochemische Farbung auf Kol-

lagen X und Aggrekan verzichtet.
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Abb. 3.42:  Gehalt an Gesamtkollagen sowie Kollagen I bzw. II der drei Versuchsgruppen jeweils
nach einem bzw. nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur in HA/PG-Gelen, dargestellt durch
Pikro-Siriusrot- bzw. immunhistochemische Farbungen. SZC: Chondrozyten aus ober-
flachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.
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3.4.4 Kryokonservierung der Zellen nach Collagenase-Verdau

Bei den Versuchen mit den HA/PG-Gelen wurden Chondrozyten verwendet, die nach
der Isolation zundchst in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und eine bzw. zwei Wochen
spater wieder aufgetaut und in Monoschichtkultur gegeben wurden. Dies diente dazu,
einen weiteren Einflussfaktor durch andere Zelldonoren zu vermeiden. Um auszu-
schliefden, dass die Kryokonservierung der Zellen an sich einen negativen Effekt
habe und die schlechten Ergebnisse der HA/PG-Gele dadurch zu erklaren seien,
wurde ein erneuter Versuch mit den kryokonservierten Zellen in Agarose-Gelen ge-
startet. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Zellreihe mit den direkt

nach Collagenase-Verdau verarbeiteten Chondrozyten verglichen.

Die Expansion in Monoschichtkultur lief langsamer ab als bei den frisch verwende-
ten Chondrozyten. SZC und DZC erreichten die 80%ige Konfluenz etwa gleichzeitig
am elften Tag in den Zellkulturflaschen (Abb. 3.43; vgl. ohne Kryokonservierung:
Abb. 3.1). Der grofde Unterschied in der Proliferationsrate, der bei den frischen
Chondrozyten zwischen den beiden Zelltypen bestand, relativierte sich. Die Zellzahl
stieg jeweils um das zwei- bis vierfache, der Unterschied war nicht signifikant

(Abb. 3.44).

SZC DZC

Abb. 3.43:  Zelldichte in Kulturflaschen der beiden Versuchsgruppen nach 11 Tagen in Mono-
schichtkultur mit vorheriger Kryokonservierung der Zellen, dargestellt durch Auflicht-
mikroskopie. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus
tiefer Schicht.
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Abb. 3.44:  Proliferationsraten (definiert als Zellzahl nach Monoschichtkultur geteilt durch Zellzahl
vorher) der beiden Versuchsgruppen nach 7 Tagen in Monoschichtkultur ohne bzw.
nach 11 Tagen in Monoschichtkultur mit vorheriger Kryokonservierung. SZC: Chondro-
zyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht

In der Zellviabilitdt waren die Tendenzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
ahnlich zu den frisch verwendeten Zellen. Die Gele mit DZC hatten den héchsten An-
teil an avitalen Zellen, die mit SZC den geringsten. Lediglich die zonalen Gele schie-
nen eine etwas hohere Anzahl avitaler Zellen aufzuweisen als die zonalen Gele mit
frischen Chondrozyten (Abb.3.45 ; vgl. ohne Kryokonservierung: Abb. 3.4;
Abb. 3.15).

Viabel/avital

Avital

SZC DZC ZON

Abb. 3.45:  Viabilitat bzw. Vitalitdt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur mit
vorheriger Kryokonservierung der Zellen, dargestellt durch Live /Dead-Farbung. Oben
viable und avitale, unten nur avitale Zellen. SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher
Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.
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Abb. 3.46: DNA-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur ohne bzw. mit
vorheriger Kryokonservierung der Zellen pro Hydrogel in pg. SZC: Chondrozyten aus
oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.

Der DNA-Gehalt der Gele mit zundchst kryokonservierten Zellen war in allen Grup-
pen etwas, aber nicht signifikant niedriger als der der bisher beschriebenen Proben.
Es zeigten sich jedoch die gleichen Tendenzen zwischen den drei Versuchsgruppen
wie bei den nicht kryokonservierten Zellen, die SZC-Gele enthielten mit 2,55 pg den
hochsten Wert an DNA, die DZC-Gele mit 1,24 pg den niedrigsten. Die Differenzen

der Versuchsgruppen untereinander waren ebenfalls nicht signifikant (Abb. 3.46).
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Abb. 3.47:  Zellmorphologie der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur mit vorhe-
riger Kryokonservierung der Zellen, exemplarisch dargestellt durch Pikro-Siriusrot-
Farbung. Pfeile weisen auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht,
ZON: zonale Hydrogele.

Die Zellen nach ihrer Morphologie zu beurteilen, war in dieser Versuchsreihe
schwierig, da insbesondere die Gele mit DZC wenig EZM enthielten und darum nur
die Zellkerne, nicht aber das Zytoplasma gut erkennbar waren. Die SZC in den reinen
und zonalen Gelen waren eher klein (Abb. 3.47; vgl. ohne Kryokonservierung:

Abb. 3.6; Abb. 3.17).
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Was schon in der Betrachtung der Morphologie der Zellen auffiel, bestétigte sich in
den Tests auf den Gehalt an EZM. Alle drei Versuchsgruppen produzierten insge-
samt weniger GAG im Vergleich zu den Gruppen, deren Zellen direkt nach Colla-
genase-Verdau verwendet wurden. Die DZC erreichten mit 100 pg analog zu den
frisch verwendeten Chondrozyten den geringsten GAG-Wert. Die SZC und zonalen
Gelen enthielten ca. 300 ug GAG, der Unterschied zu den nicht kryokonservierten
Zellen war bei diesen beiden Gruppen jeweils signifikant (p = 0,001 bzw. p = 0,002).
Im relativen GAG-Gehalt gab es dagegen keine Unterschiede zwischen den frisch
bzw. nach Kryokonservierung weiterverwendeten Chondrozyten, die Werte lagen
zwischen 135 pg/pug und 180 pg/ug. Weder beim absoluten noch beim relativen
GAG-Gehalt gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Grup-

pen mit kryokonservierten Zellen (Abb. 3.48).
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Abb. 3.48:  GAG-Gehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur ohne bzw. mit
vorheriger Kryokonservierung der Zellen pro Hydrogel in pg und pro DNA in pg/ug.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht,
ZON: zonale Hydrogele. + markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen,
* markiert signifikanten Unterschied zur jeweiligen Vergleichsgruppe ohne vorherige
Kryokonservierung.

Im absoluten Kollagengehalt der Gele fiel der Unterschied zwischen frischen und
kryokonservierten Zellen noch drastischer aus. Alle drei Versuchsgruppen enthiel-
ten insgesamt signifikant weniger Kollagen als ihre jeweilige Vergleichsgruppe mit
frisch verwendeten Chondrozyten (p < 0,001 bei SZC und ZON; p = 0,010 bei DZC).
Der absolute Kollagengehalt lag zwischen 13 pg bei den DZC und 25 pg bei den SZC,
ohne signifikante Unterschiede untereinander. Es zeigten sich jedoch wiederum die

gleichen Tendenzen zwischen den drei Versuchsgruppen wie bei den nicht
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kryokonservierten Zellen. Bezogen auf den DNA-Gehalt produzierten die zundchst
kryokonservierten Zellen zwar ebenfalls tendenziell weniger Kollagen, die Differenz
zu den frisch verwendeten Zellen war allerdings nicht mehr signifikant. Der MW der
SZC- bzw. zonalen Gele lag bei ca. 12 pg/ug, der MW der DZC-Gele bei 30 pg/ug, wie-

derum ohne signifikante Unterschiede untereinander (Abb. 3.49).
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Abb. 3.49:  Kollagengehalt der drei Versuchsgruppen nach 21 Tagen in 3D-Zellkultur ohne bzw. mit
vorheriger Kryokonservierung der Zellen pro Hydrogel in pg und pro DNA in pg/ug.
SZC: Chondrozyten aus oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht,
ZON: zonale Hydrogele. + markiert signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen,
* markiert signifikanten Unterschied zur jeweiligen Vergleichsgruppe ohne vorherige
Kryokonservierung.

Die Ergebnisse der histologischen Farbungen deckten sich mit den Werten der
quantitativen Messung und fielen insgesamt sehr schwach aus. Die Bereiche mit SZC
erreichten in allen Farbungen noch eine etwas hohere Farbintensitit, die vorhan-
dene EZM verteilte sich gleichmafdig auch in den Zellzwischenrdumen. In den Berei-
chen mit DZC war oft nur die Zellkernfarbung sichtbar, lediglich der Bereich mit DZC
in den zonalen Gelen nahe der Ubergangszone war etwas stirker gefarbt. (Abb. 3.50;

vgl. ohne Kryokonservierung: Abb. 3.8; Abb. 3.11-Abb. 3.13; Abb. 3.19; Abb. 3.21).

Obwohl eine Kompromittierung der Zellen durch die Kryokonservierung bei Be-
trachtung dieser Ergebnisse als wahrscheinlich anzusehen ist, erreichen die Zellen
in den Agarose-Gelen dennoch deutlich h6here Syntheseraten fiir GAG und Kolla-

gene als die ebenfalls kryokonservierten Zellen in den HA/PG-Gelen.
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Gehalt an GAG, Gesamtkollagen sowie Kollagen I bzw. Il der drei Versuchsgruppen nach
21 Tagen in 3D-Zellkultur mit vorheriger Kryokonservierung der Zellen, dargestellt
durch Safranin O-, Pikro-Siriusrot- bzw. immunhistochemische Farbungen. Pfeile wei-
sen auf die Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht. SZC: Chondrozyten aus
oberflachlicher Schicht, DZC: Chondrozyten aus tiefer Schicht, ZON: zonale Hydrogele.
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Zusammengefasst lasst sich sagen, dass es viele aussichtsreiche Ansdtze im Hinblick
auf die Versorgung von Knorpeldefekten gibt. Obwohl in den letzten Jahrzehnten
grofde Fortschritte im Bereich des TE von Knorpel gemacht wurden, ist es bis heute
nicht gelungen, das richtige Studienprotokoll unter Einbezug des Zelltyps, des Bio-
materials und der Kulturbedingungen zu finden, das zu einem funktionell und me-
chanisch hochwertigem Knorpeltransplantat fiihrt. Da die hohe Belastbarkeit des
gesunden Gelenkknorpels zu einem erheblichen Teil auf seinen zonalen Aufbau zu-
rickzufiihren ist, ist eine Anndherung an die tiefenabhangig inhomogene Biomecha-
nik im geziichteten Gewebe erstrebenswert [90, 107]. Im Laufe der letzten Jahre
wurden viele Methoden entwickelt, ein zonal organisiertes Konstrukt herzustellen
[94, 107]. Neben dem Einbau von strukturellen, mechanischen oder chemischen
Gradienten in das Biomaterial [98, 100] sowie der Kultivierung unter zonenabhén-
gig unterschiedlichen Umgebungsbedingungen [88, 108] konnen alternativ bzw. zu-

satzlich unterschiedliche Zelltypen in einem Konstrukt geschichtet werden.

Einige Studien beschaftigen sich zudem damit, zonenspezifische Subpopulationen
der Chondrozyten in einem mehrschichtigen Konstrukt zu kultivieren, womit mog-
licherweise die tiefenabhdngigen mechanischen Eigenschaften von Gelenkknorpel
im Neogewebe nachgeahmt und die Funktionalitit des Transplantats verbessert
werden kann [97, 109-112]. Dass zonale Subpopulationen von primaren Chondro-
zyten ihren Phanotyp in 3D-Kultur weitestgehend aufrechterhalten kénnen, wurde
bereits in mehreren Studien gezeigt [129-131]. In der klinischen Praxis ist jedoch
eine Expansion der autologen Chondrozyten unvermeidlich, damit bei moglichst
kleinem Defekt an der Entnahmestelle eine ausreichende Zellzahl fiir die Weiterver-
arbeitung zur Verfligung steht. Es ist allgemein bekannt, dass Chondrozyten bei Ex-
pansion in Monoschichtkultur zu einem gewissen Grad dedifferenzieren und in 3D-
Kultur redifferenzieren konnen [90, 132]. So verringert sich in Monoschichtkultur
auch der Unterschied im spezifischen Phdanotyp von Chondrozyten, die aus den ver-

schiedenen Knorpelschichten isoliert wurden. Dies kann sich in einer verminderten
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Expression von zonalen Markern wie Clusterin und PRG4 fiir oberflachliche Chond-
rozyten sowie Cartilage Oligomeric Matrix Protein fiir die tiefe Zone dufdern [115,
116]. Die Arbeiten mancher Autoren legen die Vermutung nahe, dass dieser Prozess
zumindest teilweise reversibel ist und Subpopulationen unter bestimmten Kultur-
bedingungen ihren zonenspezifischen Phanotyp regenerieren [114, 116, 117]. An-
dere konnten diese Theorie wiederum nicht bestatigen [112]. In den genannten Stu-
dien wurden meist auch Wachstumsfaktoren eingesetzt, die allerdings unterschied-
liche Reaktionen beziiglich Proliferation, Genexpression und Biosynthese in den zo-
nalen Chondrozyten-Subpopulationen auslésen [119], was den Vergleich zwischen
den Gruppen erschwert. Aufderdem wurde bisher wenig Augenmerk auf den Ein-
fluss einer zonalen Schichtung der Zellgruppen im Konstrukt auf das Redifferenzie-
rungspotenzial gelegt. Daher beschaftigte sich diese Arbeit mit den Unterschieden
im Redifferenzierungspotenzial von Chondrozyten aus oberflachlicher und tiefer
Schicht sowie dem Effekt einer zonalen Schichtung in 3D-Kultur ohne Zugabe von
Wachstumsfaktoren. Um die Ergebnisse weitestgehend isoliert von weiteren aufse-
ren Stimuli betrachten zu konnen, wurden verschiedene Kulturbedingungen gezielt
verandert, um deren Einfluss auf das Zellverhalten zu untersuchen. Im Folgenden

werden die Methoden und Ergebnisse diskutiert.

4.1 Zonale Subpopulationen

Es gibt unterschiedliche Moglichkeiten, die Zellen der einzelnen Knorpelschichten
voneinander zu separieren. So koénnen gemischte isolierte Chondrozyten mittels
Durchflusszytometrie nach Oberflachenmarkern und Zellvolumen getrennt werden,
selten resultieren daraus jedoch reine Kulturen, da es Uberschneidungen zwischen
den Subpopulationen gibt [118]. Die Trennung der Knorpelschichten mit einem
Skalpell vor Isolation der Zellen stellt eine weniger aufwendige und mit einfachen
Mitteln durchfiihrbare Alternative dar und wurde deshalb fiir die vorliegende Arbeit
ausgewahlt. Bereits mehrere Studien konnten die Eignung dieser Methode zur Ge-
winnung zonaler Chondrozyten-Subpopulationen nachweisen [110, 116, 131]. In
der klinischen Anwendung ist dieses Vorgehen jedoch nur eingeschrankt praktika-

bel, da an der Spenderstelle in der Regel keine Vollschichtprobe entnommen werden
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kann [114]. In dieser Arbeit wurde nur zwischen einer oberflachlichen und einer
tiefen Schicht unterschieden. Durch die geringe Gesamtknorpeldicke auf den
Femurkondylen der Ferkel war zum einen eine Teilung in drei Schichten mit den
gegebenen Mittel nicht moéglich, zum anderen stellt die histologische Einteilung von
nichtkalzifiziertem Gelenkknorpel in drei Zonen ohnehin nur eine vereinfachte Be-
schreibung eines kontinuierlichen phinotypischen Ubergangs von der Oberfliche

zur Tidemark dar [118].

Trotz der Bemiihungen, eine zeitnahe Weiterverarbeitung der Knorpelzellen nach
Schlachtung der Tiere zu gewahrleisten, konnte eine gewisse Verzogerung bei Zer-
legung und Transport der Kadaver durch den Fleischereibetrieb nicht vermieden
werden, wahrend derer die Chondrozyten nicht mit Nahrstoffen versorgt wurden.
Weitere Stressfaktoren, denen die Zellen vor Kultivierung ausgesetzt waren, stellten
die Scherkrafte an den Schnittflichen bei Zerkleinerung der Knorpelstiicke, der Ver-
dau in Collagenase-L6sung und, zu einem spateren Zeitpunkt, die Trypsinierung der
Monoschichtkultur dar. Die Priifung der Zellvitalitat durch Zellzahlung mit Trypan-
blau nach diesen Arbeitsschritten sollte Hinweise dariuber liefern, inwieweit die
Funktionsfahigkeit der Zellkultur durch diesen erhdhten Stress beeintrachtigt
wurde. In beiden Gruppen blieb jeweils ein Grofteil der Zellen vital, wie die Unter-

suchungen nach den jeweiligen Einzelschritten zeigten.

In der Expansionsphase waren bereits Unterschiede zwischen den beiden Zellgrup-
pen erkennbar. Die DZC wiesen eine tendenziell hohere, wenn auch nicht signifikant
unterschiedliche Proliferationsrate auf. Diese Beobachtung stimmt mit anderen Stu-
dien, wie beispielsweise von Kim et al. [110] tiberein, die mit Knorpel aus jungen
Tieren gearbeitet haben. Dafiir konnten residuale, proliferationsfahige Vorlauferzel-
len in der tiefen Schicht von unreifem Knorpel verantwortlich sein [114]. Im Gegen-
satz dazu wurden bei reifem Knorpel keine Unterschiede in der Proliferationsrate
zwischen den einzelnen Subpopulationen beobachtet [116]. Die Chondrozyten wur-
den nur einen Zyklus expandiert und in Passage 1 weiterverwendet, um eine Har-
monisierung mit den Studienprotokollen des HydroZONES Projekts zu erreichen
[107]. Zudem schreitet die Dedifferenzierung zu fibroblastendhnlichen Zellen ge-

rade in Zellkulturflaschen aus Kunststoff rasch voran [117, 133].
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Als Biomaterial fiir die 3D-Zellkultur in der Redifferenzierungsphase wurde Agarose
gewahlt, da sich dieses Material als geeignet erwiesen hat, den Phanotyp von Chond-
rozyten aufrechtzuerhalten bzw. nach Dedifferenzierung wiederherzustellen [97,
117]. Zusatzlich zu ihrer hohen Viskoelastizitat, die der von Knorpelgewebe nahe-
kommt, weisen Agarosehydrogele auch eine ausgezeichnete Biokompatibilitdt auf
[91]. Dies zeigte sich in den hohen Raten viabler Zellen nach 21 Tagen in Kultur. Der
tendenziell etwas hohere Anteil an avitalen Zellen in den Kontrollgruppen von d1
ist wahrscheinlich durch den Herstellungsprozess der Hydrogele begriindet. Eine
Erwarmung der Zellsuspension auf 40 °C und anschliefRende kurzzeitige Abkiihlung
auf 4 °C konnte manche Zellen kompromittiert und einen Zelltod induziert haben.
Die Uberreste dieser apoptotischen Zellen wurden wahrscheinlich im Hydrogel
durch die restlichen viablen Zellen abgebaut und waren daher zu einem spateren

Zeitpunkt in der Zellkultur nicht mehr nachweisbar.

In der Negativkontrolle von d1 gab es in keinem der untersuchten Endpunkte signi-
fikante Unterschiede zwischen SCZ und DCZ. Auch in allen histologischen Untersu-
chungen sahen die Gruppen an d1 noch identisch aus. Nach dreiwdéchiger Zellkultur
bestanden dagegen bereits einige signifikante Unterschiede. Dies deutet klar darauf
hin, dass die beiden Subpopulationen ungleiche Phanotypen aufwiesen und sich da-
her in der Redifferenzierungsphase unterschiedlich verhielten. Ob diese Unter-
schiede im Phanotyp auch wahrend der Expansionsphase erhalten blieben oder erst
in der Redifferenzierungsphase wiederhergestellt wurden, lasst sich mit den vorlie-
genden Ergebnissen nicht nachvollziehen. Der Grad der Dedifferenzierung nach der
Expansionsphase liefde sich anhand der Genexpression in den beiden Zellgruppen
bestimmen. In fritheren Studien wurde allgemein eine Verlagerung der Genexpres-
sion von Kollagen II zugunsten von Kollagen I sowie ein Verlust der Expression zo-

naler Marker nach Monoschichtkultur von Chondrozyten beschrieben [89, 129,

134].

Es gibt viele Hinweise darauf, dass die Zellen in den hier geziichteten Konstrukten
phanotypisch ihren korrespondierenden Subpopulationen in nativem Knorpel ah-
neln. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Hidaka et al. [130] proliferierten

die SCZ im Hydrogel starker, der DNA Gehalt war in etwa doppelt so hoch wie in den
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Gelen mit DCZ. Dass dieser Unterschied nicht signifikant war, kénnte durch die ho-
heren Varianzen zwischen den Donorgruppen zu erklaren sein. So ist auch im nati-
ven Knorpel die Zelldichte in der oberflachlichen Schicht am héchsten [15]. Die DZC
verringerten ihre Zellzahl in der dreiwdchigen Kultur sogar, dies korreliert mit dem
leicht hoherem Anteil avitaler Zellen bei den DZC-Gelen im Zellviabilitats-Assay. Ge-
meinsamkeiten zwischen den Chondrozyten in den Konstrukten und im nativen
Knorpel liefden sich auch morphologisch erkennen. Wie bereits Ng et al. [97] und
Kim et al. [110] berichteten, waren die SZC abgeflacht und kleiner im Durchmesser
als die eher rundlichen DZC. Aufserdem richteten die SZC die EZM eher in parallelen
Strangen zur Oberflache des Hydrogels aus, wie es auch physiologisch in der ober-

flachlichen Knorpelschicht der Fall ist [36].

Im nativen Knorpel sind Chondrozyten in der tiefen Zone bis zu zehnmal aktiver in
Bezug auf die Matrixsynthese als in der oberflachlichen Zone [32]. In den meisten
Studien findet sich dementsprechend in den Konstrukten mit DCZ die hochste Mat-
rixproduktion [97,110, 114, 116]. Demgegeniiber iiberwog bei dieser Arbeit der ab-
solute GAG- und Kollagengehalt in den Gelen mit SZC signifikant im Vergleich zu den
Gelen mit DZC. Auch die histologischen Untersuchungen stiitzten diese Ergebnisse
aus den biochemischen Analysen. Diese Differenz war allerdings vornehmlich auf
die hohere Zelldichte in der Versuchsgruppe der SZC zuriickzufiihren. Normierte
man den Matrixgehalt auf den DNA-Gehalt in den Konstrukten, errechnete sich eine
grofdere Syntheserate bei den DZC, die zumindest fiir das Gesamtkollagen auch sig-
nifikant war. Weshalb der Unterschied in der Matrixproduktion nicht so deutlich zu-
gunsten der DZC ausfiel, wie nach der aktuellen Literatur erwartet, kénnte mit ver-
schiedenen Uberlegungen erkliart werden. Zum einen enthielt die Gruppe an SZC
auch Chondrozyten aus der mittleren Schicht, die ebenfalls deutlich héhere Synthe-
seraten fiir GAG und Kollagen aufweisen als Zellen aus der oberflachlichen Schicht
[110,111, 114]. Zum anderen wurde durch direkten Vergleich gezeigt, dass die DZC
wahrend Expansion in Monoschichtkultur einen weniger stabilen Phanotyp aufwei-

sen als die SZC [130] und vermutlich infolgedessen starker dedifferenzieren.

Um den Grad der Redifferenzierung beurteilen zu kénnen, ist vor allem der vorherr-

schende Kollagentyp ausschlaggebend. Wahrend reife Chondrozyten fast
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ausschliefilich Kollagen II produzieren, kennzeichnet Kollagen I im Hydrogel einen
hohen Anteil an fibroblastendhnlichen Zellen [134] und Kollagen X hypertrophe Zel-
len [135]. An d21 waren alle drei Kollagentypen sowohl in den Konstrukten mit SZC
als auch in denen mit DZC in den immunhistochemischen Farbungen nachweisbar.
Da weder die Proben von d1 noch die Isotypkontrollen (nicht abgebildet) angefarbt
wurden, lag hier keine fehlerhafte oder unspezifische Hintergrundfarbung vor. Die
Farbintensitdt der immunhistochemischen Schnitte ist auferdem gut vereinbar mit
der Pikro-Siriusrot-Farbung. Beide Subpopulationen wiesen eine merkliche Produk-
tion von Kollagen II auf, was fiir eine zumindest partielle chondrogene Auspragung
der Zellen spricht. Der Anteil an Kollagen I in beiden Subpopulationen schien zu-
nachst relativ hoch, aber auch Schuurman et al. [116] sowie Schrobback et al. [133]
beobachteten eine starke immunhistochemische Anfarbung fiir Kollagen I in ihren
mit expandierten Chondrozyten beladenen Hydrogelen. Auch wenn in anderen Stu-
dien die Produktion von Kollagen I in redifferenzierten Chondrozyten geringer er-
schien, konnte bisher kein Konstrukt geziichtet werden, das einen dhnlich niedrigen
Kollagen I-Gehalt wie nativer Knorpel aufweist [112, 114, 117]. Kollagen X konnte
in dieser Arbeit nur in geringen Mengen nachgewiesen werden, diese Daten sind mit
den Ergebnissen von Schrobback et al. vereinbar [133]. Da der Kollagen X-Gehalt in

den wenigsten Studien analysiert wurde, mangelt es an weiteren Vergleichswerten.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse die Vermutung nahe, dass sich die phano-
typische Auspragung der beiden Zelltypen und deren Verhalten in der Redifferen-
zierungsphase voneinander unterschieden. Wie ihre entsprechenden Subpopulati-
onen im nativen Knorpel kennzeichnete die Gruppe der SZC tendenziell eine hohere
Zelldichte, die der DZC dagegen eine hohere Syntheserate. Die produzierte EZM in
den Konstrukten hatte im Grof3en und Ganzen eine dhnliche Zusammensetzung wie
die von Gelenkknorpel, erreichte jedoch weder die physiologischen Konzentratio-
nen der einzelnen Bestandteile noch die zonale Organisation. Aufderdem fanden sich
auch Komponenten, die fiir fibroses Gewebe und entdifferenzierte Zellen charakte-
ristisch sind und damit minderwertige Eigenschaften mit sich bringen. Die Ergeb-
nisse werfen auch weitere Fragen auf, beispielsweise zur optimalen Kulturdauer.

Studien, die Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der 3D-Kultur
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analysiert haben, zeigten eine bereits friih einsetzende Kollagen I Produktion, wo-
hingegen die Kollagen X-Genexpression erst mit langerer Kulturdauer anstieg. Die

Ergebnisse zu Kollagen Il variierten je nach Studie [116, 133].

4.2 Zonale Schichtung

Ein weiteres Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag darin, den Effekt einer zonalen
Schichtung der beiden Subpopulationen auf die Redifferenzierung zu analysieren.
Zum Vergleich dienten hier gemischte Gele, in denen SZC und DZC gleichmafiig tiber
das gesamte Hydrogel verteilt waren, sowie die Hydrogele mit nur einem der beiden
Zelltypen. In nahezu allen histologischen Farbungen der zonalen Gele lief3 sich zwei-
felsfrei eine Grenze zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht erkennen. Die ober-
flachliche Schicht war zudem an d21 stark geschrumpft und deutlich diinner als die
tiefe Schicht. Ahnliche Unterschiede in der Schichtdicke beobachteten auch Klein et
al. [111]. Die Morphologie der Zellen und der Gehalt an Matrixbestandteilen zu bei-
den Seiten dieses Ubergangs glichen denen der entsprechenden Subpopulation in
den oben genannten, mit nur einem Zelltyp beladenen Hydrogele. Die gemischten
Gele dagegen enthielten zwar morphologisch unterschiedliche Zellen mit grof3erem
und kleinerem Durchmesser, die EZM war aber homogen zwischen den Chondrozy-
ten verteilt. Eine gerichtete Struktur war nicht erkennbar. Das beweist, dass die an-
gewandte Methode zur Herstellung der zonalen und gemischten Gele erfolgreich

war und unterschiedliche Konstrukte resultierten.

Der Anteil avitaler Zellen im Zellviabilitats-Assay war sowohl bei gemischten als
auch bei zonalen Gelen dhnlich gering wie bei den reinen SZC-Gelen. In allen quan-
titativen Messungen des DNA- sowie des Matrixgehalts lagen die erzielten Werte
dieser beiden Vergleichsgruppen nah beieinander, signifikante Unterschiede konn-
ten nichtbeobachtet werden. Die Werte fiir die relative Matrixproduktion lagen zwi-
schen den jeweiligen Werten von SZC und DZC, wie es auch Klein et al. [111] beo-

bachteten, ohne signifikante Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen.

Dennoch gab es in den Ergebnissen Hinweise darauf, dass die Subpopulationen Ein-

fluss aufeinander ausiibten und eine kombinierte Zellkultur Vorteile in Hinblick auf
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die chondrogene Redifferenzierung birgt, wie es auch die Meinung einiger weiterer
Autorenist[97,109, 114]. So waren die absoluten Werte fiir den GAG- und Kollagen-
gehalt der gemischten und zonalen Gele signifikant hoher als die der reinen DZC-
Gele und auf dem Niveau der reinen SZC-Gele bzw. sogar hoher. Weiterhin liefs sich
in den histologischen Abbildungen der zonalen Gele eine starkere Farbintensitat der
tiefen Zone in der Nahe des Ubergangs zur oberflichlichen Zone feststellen. Dieses
Phianomen war am eindrtcklichsten in der Safranin O-Farbung zu erkennen, deutete
sich jedoch auch in der Pikro-Siriusrot-Farbung und den immunhistochemischen
Farbungen auf Aggrekan und Kollagen II an. Fiir eine lokale Produktion und gegen
eine blofde Diffusion dieser vermehrten EZM von der oberflachlichen in die tiefe
Schicht sprach die iiberwiegend perizelluldre Verteilung. Dass SZC in die tiefe
Schicht diffundierten und so fiir den erhéhten Matrixgehalt im Ubergangsbereich
verantwortlich waren, war in Anbetracht der DZC-ahnlichen Morphologie der mat-
rixproduzierenden Zellen ebenfalls unwahrscheinlich. Manche Studien markierten
die Zellen der einzelnen Schichten vor 3D-Kultur mit fluoreszierenden Stoffen, um
eine Zuordnung in der Histologie zu erleichtern. Eine Wanderung von zonenspezifi-
schen Chondrozyten in andere Schichten des Konstrukts wurde dabei nicht be-
schrieben [110, 114]. Somit schien es einen Einfluss der SZC auf die DZC bei zonaler
Schichtung dieser zu geben. Aufgrund der ohnehin schon intensiven Anfarbung in
der oberflachlichen Schicht der zonalen Gele war ein umgekehrter Einfluss nicht zu
erkennen. Um einen solchen zu quantifizieren, konnten die einzelnen Schichten der
zonalen Konstrukte vor biochemischer Analyse separiert werden. So wiesen Ng et
al. [97] eine Zunahme der Matrixproduktion innerhalb der Subpopulationen im zo-

nalen Modell gegeniiber einer reinen Zellkultur nach.

Ob dieser positive Einfluss auf die Redifferenzierung durch zonale Schichtung noch
weiter bestarkt wurde oder genauso durch eine gemischte Zellkultur zustande kam,
istaus den vorliegenden Daten nicht eindeutig ersichtlich. Fiir den Nutzen einer zo-
nalen Schichtung sprache, dass die Matrixproduktion sowohl in gemischten als auch
in zonalen Gelen dhnlich hoch war, obwohl die Kontaktflache zwischen den Subpo-
pulationen in den zonalen Gelen wesentlich geringer war. Auch in der Literatur ist

man sich in dieser Fragestellung nicht einig. Wahrend manche Studien ebenfalls
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kaum Unterschiede zwischen gemischten und geschichteten 3D-Zellkulturen zonen-
spezifischer Chondrozyten beschrieben [97, 112], legten andere einen eindeutigen
Vorteil des zonalen Modells nahe [114]. Allerdings sind sich mehrere Autoren einig,
dass durch Schichtung der Subpopulationen die mechanischen Eigenschaften des

Konstrukts verbessert werden kénnen [97, 109, 114].

4.3 Weitere Einflussfaktoren

Neben der verwendeten Zellart haben das Biomaterial und externe Stimuli einen
immensen Einfluss auf den Erfolg des TE von Knorpel. Trotz des Ziels dieser Arbeit,
das Redifferenzierungspotenzial weitestgehend isoliert von weiteren aufderen Fak-
toren zu untersuchen, konnen diese oft nicht vermieden werden. Jedoch sollte ver-
sucht werden, durch gezielte Anderung einzelner Umgebungsbedingungen einen
moglichen Einfluss dieser auf das Zellverhalten zu identifizieren. Im Basisprotokoll
des Versuchs wurde mit frisch isolierten Chondrozyten in Agarose-Gelen mit
normoxischer Umgebung und einer einheitlichen Expansionsphase von sieben Ta-
gen gearbeitet. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Versuchen mit veran-

derten Kulturbedingungen diskutiert.

Zunichst wurde eine niedrigere Sauerstoffkonzentration von 2 % in der Umgebung
wahrend der Redifferenzierungsphase gewahlt. Ein Grund dafiir war, dass dies dem
physiologischen Zustand im Gelenkknorpel ndher kommt [95]. Zum anderen be-
schrieben einige Autoren eine bessere chondrogene Differenzierung unter hypoxi-
schen Bedingungen [89, 133, 136]. Unter normoxischen Bedingungen schienen die
DZC im Zellviabilitats-Assay einen hoheren Anteil avitaler Zellen als in Hypoxie auf-
zuweisen. Passend dazu war die Zellzahl der SZC und der DZC an d21 der 3D-Zell-
kultur in Hypoxie gleich hoch. Insgesamt konnten im DNA-Assay keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. In den biochemi-
schen Assays zum GAG- und Kollagengehalt schnitten jedoch die SZC- und zonalen
Gele in Hypoxie den absoluten Wert betreffend deutlich schlechter ab. Die DZC ent-
hielten in Hypoxie einen signifikant niedrigeren relativen Gehalt an beiden Mat-

rixmolekiilen. Somit schien in dieser Arbeit die Hypoxie einen negativen Einfluss auf
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die Redifferenzierung der Chondrozyten zu haben. Betrachtet man die aktuelle For-
schung zu diesem Thema genauer, so scheint der oben genannte positive Einfluss
einer hypoxischen Umgebung besonders in humanen Chondrozyten zu wirken [89,
133]. Untersuchungen mit Zellen, die aus Rindern oder Mausen isoliert wurden,
ergaben weniger deutliche oder sogar umgekehrte Resultate [92, 93]. Ein mégliche
Erklarung fiir diese Differenzen ist, dass die physiologische Sauerstoffkonzentration
im Gelenkknorpel des Menschen einen niedrigeren Wert erreicht als in anderen un-
tersuchten Lebewesen wie Rindern, Hunden oder Kaninchen [41]. Die Tendenzen
der einzelnen Versuchsgruppen untereinander blieben unter hypoxischen Bedin-

gungen weitestgehend unverandert.

In der ersten Versuchsreihe wurde beobachtet, dass die SZC in Monoschichtkultur
langsamer proliferierten und einen weniger konfluenten Zellrasen als die DZC zum
Zeitpunkt der Trypsinierung gebildet hatten. Um zu untersuchen, ob die Konfluenz
in der Expansionsphase zu den beschriebenen Unterschieden der Subpopulationen
in der Redifferenzierungsphase fiihrte, wurde in weiteren Versuchen ein Teil der
SZC langer in Monoschichtkultur belassen und erst nach zwdlf statt nach sieben Ta-
gen trypsiniert. Diese Gruppe der langer expandierten SZC glich morphologisch den
SZC aus dem Basisprotokoll, die Zellzahl sowie der absolute und relative Matrixgeh-
alt lagen jeweils zwischen den Werten von den SZC und DZC mit siebentagiger Ex-
pansionsphase. Signifikant war der Unterschied zu den SZC aus dem Basisprotokoll
jedoch nur im GAG-Gehalt pro Gel. Der Kollagengehalt der langer expandierten SZC
war dagegen fast genauso hoch wie bei den anderen SZC und signifikant hoher als
bei den DZC. Hingegen war bei den langer expandierten SZC der Kollagen II-Gehalt
deutlich niedriger bei etwa gleich hohem Kollagen [-Gehalt im Vergleich zu den Zel-
len mit kiirzerer vorheriger Expansionsphase. Ahnliche Verlagerungen der Produk-
tion der verschiedenen Kollagentypen wurden auch durch haufigeres Passagieren
von Chondrozyten herbeigefiihrt [117, 132]. Eine mogliche Erklarung fiir dieses
Phdanomen wire, dass die langere Expansionsphase zu einer starkeren Dedifferen-

zierung mit eingeschranktem Redifferenzierungspotenzial fiihrte.

Bioprinting gilt als zukunftstrachtige Technologie, mit deren Hilfe Konstrukte mit

optimiertem hierarchischem Aufbau hergestellt werden kénnen [105]. Nicht jedes
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Biomaterial kann dabei als Biotinte verwendet werden, die Suche nach geeigneten
Materialien bleibt weiterhin eine Herausforderung. Neben guten biologischen Ei-
genschaften zur Unterstiitzung der chondrogenen Differenzierung sind auch be-
stimmte mechanische Eigenschaften fiir ein genaues Drucken erforderlich [96]. Das
hier verwendete Material, eine Kombination aus HA-SH und P(AGE-co-G), wurde im
Rahmen des EU-weiten Projekts HydroZONES entwickelt, um genau diese Anforde-
rungen zu erfiillen, und bereits am Tiermodell getestet [94]. Es konnte nachgewie-
sen werden, dass das Biomaterial trotz UV-aktivierter Quervernetzung der Kompo-
nenten eine gute Zellviabilitat in Kultur ermoéglicht und die chondrogene Differen-
zierung von MSC unterstiitzt [99]. In dieser Arbeit wurden dagegen hohe Raten avi-
taler Zellen und ein Riickgang der Zellzahl im Gel an d21 in allen Gruppen beobach-
tet. Keine der Versuchsgruppen wies eine messbare Matrixproduktion auf. Eine
mogliche Erklarung fiir diese unterschiedlichen Resultate ist, dass die reifen Chond-
rozyten ein anderes Verhalten in diesem Material aufwiesen als die von Stichler et
al. [99] bzw. Mancini et al. [94] verwendeten Vorldufer- und Stammzellen. Zudem
konnen bei einem experimentellen Material wie diesem herstellungsbedingte Vari-
ationen von Batch zu Batch nicht ausgeschlossen werden. Nicht zuletzt muss auch
an die Moglichkeit gedacht werden, dass sich die vorhergehende Kryokonservie-
rung nachteilig auf die hier verwendeten Chondrozyten auswirkte. Das Problem,
dass Chondrozyten wahrend Konservierung beeintrachtigt werden, ist klinisch be-
reits durch die schlechteren langfristigen Verlaufsbeobachtungen von Allograft-
Transplantaten bekannt [30, 73]. Um diese Frage zu klaren, wurde eine erneute Ver-
suchsreihe mit kryokonservierten Zellen in Agarose-Gelen und ansonsten unveran-

dertem Basisprotokoll umgesetzt.

Die Proliferation in Monoschichtkultur verlief nach Kryokonservierung deutlich
langsamer als bei den frisch isolierten Chondrozyten. Die Expansionsphase musste
auf elf Tage verlangert werden, um eine ausreichende Zellzahl zu erhalten. Beziig-
lich der Agarose-Gele waren die Tendenzen in den untersuchten Endpunkten zwi-
schen den einzelnen Versuchsgruppen mit kryokonservierten Zellen ausnahmslos
passend zu den Ergebnissen im Basisprotokoll. Jedoch waren vor allem die absolu-

ten Werte der biochemischen Analysen meist signifikant geringer. Normiert auf den
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DNA-Gehalt waren die Syntheseraten der kryokonservierten Zellen in Agarose-Ge-
len dagegen genauso hoch wie die der frisch verwendeten Chondrozyten und lagen
deutlich tiber den Werten der HA/PG-Gele. Es kann daher als gesichert angesehen
werden, dass die vorherige Kryokonservierung als alleinige Ursache fiir die schlech-

ten Ergebnisse der HA/PG-Gele ausgeschlossen werden kann.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lassen sich aus den vorliegenden Ergebnissen folgende Schluss-
folgerungen ziehen: Die in dieser Arbeit isolierten zonalen Subpopulationen besit-
zen eine unterschiedliche phanotypische Morphologie, die eindeutig in der Histolo-
gie zu erkennen ist. Quantitative Messungen sowie histologische und immunhisto-
chemische Farbungen zentraler EZM-Komponenten konnten zudem Unterschiede
in der Syntheserate zwischen den beiden Zelltypen belegen. Ebenso ist es wahr-
scheinlich, dass sich die Subpopulationen durch Kontakt zueinander in der Zellkul-
tur gegenseitig beeinflussen. So scheint eine gemeinsame Kultivierung einen Vorteil
gegeniiber der isolierten Kultivierung im 3D-Modell zu bringen. Es besteht ferner
ein ausgepragter Zusammenhang zwischen einer zonalen Schichtung der Subpopu-
lationen und der Verteilung der EZM im Konstrukt. Das Studienprotokoll iibt einen
entscheidenden Einfluss auf das Verhalten der Chondrozyten, insbesondere ein un-
geeignetes Material sowie eine ungeeignete Sauerstoffkonzentration in der Umge-
bung und Kryokonservierung der Zellen kann die Redifferenzierung und somit die

Chondrogenese beeintrachtigen.

Die hier erhobenen Daten werfen auf der anderen Seite allerdings auch weiterge-
hende Fragen auf, die durch weitere Untersuchungen geklart werden missen. Ob
der Gradient in der Matrixverteilung bei zonalen Modellen sich auch positiv auf die
biomechanischen Eigenschaften des gezilichteten Konstrukts auswirkt, konnte bei-
spielsweise durch mechanische Testungen naher untersucht werden. Die Bestim-
mung zonaler Marker kdnnte einen Informationsgewinn beziiglich der De- und Re-
differenzierung der einzelnen Subpopulationen bringen. Nicht zuletzt kdnnte eine

Markierung der Zelltypen vor Inkorporierung in Hydrogele aufklaren, ob eine
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4 Diskussion

Zelldiffusion ursachlich fiir den Gradienten im Matrixgehalt in der unteren Schicht

der zonalen Gele ist.

Eine Expansion und resultierende Dedifferenzierung der Chondrozyten ist fiir den
klinischen Einsatz bisher unvermeidlich. Die Bedingungen fiir eine optimale Redif-
ferenzierung zur Ziichtung von Knorpelgewebe mit hochwertigen biomechanischen
Eigenschaften zu finden, stellt die Forschung weiter vor eine grofie Herausforde-
rung. Da die physiologische Umgebung der einzelnen Subpopulationen variiert, un-
terscheiden sich vermutlich auch ihre Anforderungen an die Kulturbedingungen.
Zur naheren Klarung dieses wichtigen Problems sind ergdanzende Studien mit ver-
schiedenen Biomaterialien sowie variierender Medienzusammensetzung und
Sauerstoffkonzentration unabdingbar. Die Reliabilitat der Ergebnisse wird durch
héhere Stichprobenzahlen sowie eine grofiere Anzahl an Donoren verbessert. Zu-
satzliche Auswertungsmethoden unter Einbeziehung zonaler Marker und mechani-

scher Testungen konnen ebenfalls zu einem Informationsgewinn betragen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Trotz grofder Fortschritte in der Behandlung der Arthrose ist bis heute keine Heilung
dieser Erkrankung moglich. Im Bereich des TE werden neue Therapiestrategien zur
Zuchtung von transplantationsfihigem, hochwertigem Knorpelgewebe entwickelt
[85, 93]. Durch eine Nachahmung des zonalen Aufbaus von Knorpel mittels Schich-
tung autologer Chondrozyten-Subpopulationen kdnnten die biomechanischen Ei-
genschaften der Konstrukte verbessert werden [118]. Aufgrund der begrenzten
Verfligbarkeit ist eine Expansion dieser Zellen mit resultierender Dedifferenzierung

und anschliefdende Redifferenzierung notwendig [115].

Ziel dieser Arbeit war, das Zellverhalten expandierter zonenspezifischer Chondro-
zyten sowie den Effekt einer zonalen Schichtung beziiglich Proliferation, Zellmor-
phologie und Produktion knorpelspezifischer EZM-Komponenten zu untersuchen.
Die Subpopulationen (superficial/deep zone chondrocytes, SZC und DZC) wurden
dazu in Agarose-Hydrogelen kultiviert, um eine chondrogene Redifferenzierung an-
zuregen. Zusatzlich wurden verschiedene Kulturbedingungen gezielt verandert, um

einen moglichen Einfluss zu identifizieren.

Der jeweilige Phanotyp der zonalen Subpopulationen dhnelte dem im nativen Knor-
pel. Wahrend die SZC insgesamt mehr GAG und Kollagen II pro Gel produzierten,
war die Syntheserate pro DNA bei den DZC hoher. Bei gemeinsamer Kultivierung
konnte ein Einfluss der Zelltypen aufeinander beobachtet werden, zonale Schich-
tung fiihrte zu einer tiefenabhangig unterschiedlichen Matrixverteilung. Sowohl hy-
poxische Umgebung als auch vorherige Kryokonservierung der Zellen fiihrten zu ei-
ner verminderten Matrixproduktion. Im Gegensatz zu Agarose wies das experimen-

telle Material HA/PG eine ungiinstige Biokompatibilitit fiir Chondrozyten auf.

Die Nachahmung des physiologischen zonalen Aufbaus erscheint vielversprechend
in Hinblick auf die Optimierung geziichteter Knorpelkonstrukte. Bevor diese Er-
kenntnisse jedoch in die klinische Praxis tibertragen werden konnen, bedarf es wei-
terer Erforschung der De- und Redifferenzierungsfahigkeit zonenspezifischer

Chondrozyten sowie ihren Anforderungen an die Kulturbedingungen.
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APPENDIX

| Abkiirzungsverzeichnis

3D Dreidimensional

ACI Autologe Chondrozytenimplantation
DMEM/F-12  Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose
DMMB Dimethylmethylenblau

DNA Desoxyribonukleinsaure

DZC Chondrozyten der tiefen Schicht

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EZM Extrazellularmatrix

FCS Fetales Kdlberserum

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor

GAG Glykosaminoglykan

HA Hyaluronan

HA/PG Hydrogel mit Kombination aus HA-SH und P(AGE-co-G)
HA-SH Thiol-funktionalisiertes Hyaluronan

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
HIF1la Hypoxie-induzierter Faktor 1a

HP Hydroxyprolin

HRP Meerettichperoxidase

ICRS International Cartilage Repair Society

IgG Immunglobulin G

MIX Gemischte Hydrogele

MSC Mesenchymale Stammzellen

MW Mittelwert

n Grofse der Stichprobe

p Signifikanzwert

P(AGE-co-G) Allyl-funktionalisiertes Polyglycidol



[ Abkiirzungsverzeichnis

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PG Polyglycidol

PRG Proteoglykan

PS Penicillin/Streptomycin

SD Standardabweichung

SOX9 Sex determining region Y - Box 9

SZC Chondrozyten der oberflachlichen Schicht
TE Tissue Engineering

TGFB Transformierender Wachstumsfaktor 3
U Enzymeinheit

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung

ZON Zonale Hydrogele

AEM Emissionswellenldnge

AEx Anregungswellenldange

Weiterhin wurden allgemein gebrauchliche Abkiirzungen, SI-Einheiten und Prafixe
verwendet.
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