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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion von Gelenkknorpel

Gelenkknorpel ist ein 2 bis 4 mm dickes, dichtes, elastisches Gewebe, das die Oberflache aller
menschlichen Gelenke Uberzieht und verbindet um einen reibungsarmen Bewegungsablauf zu
gewahrleisten 2, Knorpelgewebe ist avaskular und nicht innerviert, was einen der Griinde fiir
die schlechte Heilungstendenz darstellt. Es besteht aus einer dichten Extrazelluldrmatrix
(EZM), in die Chondrozyten, die den einzigen Zelltyp dieses Gewebes darstellen, eingebettet
sind 2.

Chondrozyten: Chondrozyten entstehen aus mesenchymalen Stammzellen und machen nur
einen geringen Anteil von etwa 2% des gesamten Volumens des Knorpels aus 3, sind jedoch
unabdingbar fur dessen Entstehung und Funktionalitat. Sie variieren in Anzahl, Form und
Grolie je nach anatomischer Region. In erwachsenem Knorpel teilen sich Chondrozyten nicht
mehr, was einen weiteren Grund fur die limitierten Selbstheilungsmdglichkeiten wvon
Gelenkknorpel darstellt 2. Da Knorpel nicht durchblutet wird, leben die Chondrozyten in einem
hypoxischen Milieu und werden durch Diffusion (ber die Gelenkfllssigkeit und den
subchondralen Knochen ernahrt 2. Sie sind verantwortlich fiir die Synthese, den Erhalt und die
Reparatur der EZM 1.,

Extrazellularmatrix (EZM): Die Extrazellularmatrix setzt sich aus diversen Bestandteilen
zusammen. Gewebeflissigkeit macht 65% bis 80% des Gesamtgewichts aus, Kollagene und
Proteoglykane bilden das restliche Trockengewicht 1. In kleinen Mengen kommen noch einige
andere Molekile wie Lipide, Phospholipide, Nicht-Kollagen-Proteine und Glykoproteine vor.
Wasser stellt den Hauptbestandteil der EZM dar und tragt entscheidend zur hohen
Kompressionsstabilitat des Gewebes bei *.

Kollagen ist das haufigste Makromolekil in der EZM und macht etwa 60% des
Trockengewichtes von Knorpel aus. 80% des Kollagens ist Kollagen Typ 1. Weitere Kollagene
vom Typ I, IV, VI, IX und XI dienen hauptsachlich der Stabilisierung von Kollagen Typ II.
Alle Kollagene haben eine Triple-Helix-Struktur, welche dem Gelenkknorpel seine Zug- und
ReiRfestigkeit verleihen 2.

Die zweitgrofite Gruppe unter den Makromolekilen stellen die Proteoglykane (PG) dar, bei
denen es sich um Glykosaminoglykane und Proteine handelt, die O-glykosidisch miteinander
verbunden sind. Das grofte und vom Gewicht her am meisten vorkommende ist Aggrecan.
Aggrecan besitzt tber 100 Seitenketten und bildet zusammen mit Hyaluron tber Link-Proteine
5 groRRe Proteoglykan-Aggregate . Durch Hydratisierung der Seitenketten besitzt es osmotische
Eigenschaften, die dem Knorpelgewebe die Fahigkeit verleihen, groflen Kompressionskréften
standzuhalten . Weitere PG sind Decorin, Biglykan und Fibromodulin. Sie zeichnen sich
durch ihre Interaktion mit Kollagen aus. Decorin und Fibromodulin interagieren mit Kollagen
Typ ll-Fibrillen in der Matrix und sind in der Fibrillogenese und an interfibrillaren
Interaktionen beteiligt. Biglycan interagiert mit Kollagen Typ VI in der direkten Umgebung der
Chondrozyten 1. Chondrozyten und EZM sind hochkomplex organisiert, wobei sich die
Zusammensetzung und  Struktur des Knorpels in  Abhéngigkeit von der
Gelenkflachenentfernung &ndert.
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Dabei lassen sich unterschiedliche vertikale Zonen unterscheiden — die oberflachliche Zone, die
mittlere Zone, die tiefe Zone und die Zone des kalzifizierten Knorpels ’. Jede Zone unterteilt
sich weiterhin in verschiedene Regionen — die perizelluldre, die territoriale und die
interterritoriale Region 18,

Zonen: Die oberflachliche Zone macht etwa 10% bis 20% der Dicke des Gelenkknorpels aus
und schiitzt die tieferen Schichten vor Scherbelastungen. Sie wird von einer Schicht feiner
Fibrillen, der ,,Lamina splendens“ bedeckt. Die hier spindelférmigen Chondrozyten und die
dicht gepackten Kollagenfibrillen sind in dieser Zone tangential zur Gelenkoberflache
angeordnet. Die Wasserkonzentration ist in dieser Zone am hdchsten und sie steht in Kontakt
mit der Gelenkfliissigkeit .

Die mittlere Zone macht 40%-60% der Knorpeldicke aus und fungiert als anatomische und
funktionelle Bruicke zwischen der oberflachlichen und der tiefen Zone. Die Chondrozyten sind
rundlich geformt und in geringer Konzentration vorhanden. Sie enthdlt die hdchste
Konzentration an PG und die niedrigste Konzentration an Wasser. Die Kollagenfibrillen haben
in dieser Zone den groRten Durchmesser und verlaufen schrdg. Dadurch werden
Kompressionskrafte zunachst durch diese Zone abgefangen 7.

Die tiefe Zone (30% der Knorpeldicke) zeichnet sich durch senkrecht verlaufende
Kollagenfasern und runde, in Saulen angeordnete Knorpelzellen aus. Sie bildet den starksten
Widerstand gegeniiber vertikal auftretenden Kompressionskraften. 7 Die Kollagenfasern
strahlen senkrecht in die sogenannte ,tidemark® ein, die die Grenze zwischen nicht-
kalzifizierter und kalzifizierter Matrix darstellt und lichtmikroskopisch als basophile Linie
erkennbar ist ’.

Der Ubergang in die dinne Zone des Kalzifizierten Knorpels verlduft zapfenférmig, um die
Integritat des Gewebes zu steigern und den Knorpel im Knochen zu verankern. Zellen sind in
dieser Zone selten, kleiner und metabolisch kaum aktiv 7.

Regionen: Neben der zonalen Organisation unterteilt sich die EZM in unterschiedliche
Regionen in Abhdangigkeit von der Entfernung zu den Chondrozyten sowie in der
Zusammensetzung und Anordnung ihrer Bestandteile. Es werden dadurch drei Regionen
unterschieden: die perizellulére, die territoriale sowie die interterritoriale Region.

Die perizelluldare Matrix befindet sich in unmittelbarer Umgebung der Chondrozyten und steht
in direktem Kontakt mit der Zellmembran ®. Vermutlich spielt sie eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion bei Deformierung von Chondrozyten durch Lasteinwirkung ° und in der
Pathogenese der Osteoarthrose!%!!, Zusammen mit den sie umgebenden Chondrozyten wird
diese Funktionseinheit als Chondron bezeichnet 1213, Sie enthalt hauptsachlich PG sowie einige
Glykoproteine und andere nicht-kollagene Proteine.

Die territoriale Matrix umgibt die perizelluldre Matrix und besteht vorwiegend aus dinnen
Kollagenfibrillen sowie Proteoglykanen, 4% die ein Geriist um die Zellen bilden, das
vermutlich eine Schutzfunktion vor mechanischem Stress hat *.

Die interterritoriale Region umgibt die zwei anderen als gréfite Region und ist durch grolie,
entsprechend der Zonen angeordnete Kollagenfibrillen gekennzeichnet !. Diese Region
iibernimmt die grokte biomechanische Last, die auf den Knorpel einwirkt *®.
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Abbildung 1: Schematische Abbildung der makromolekularen Organisation von adultem
Gelenkknorpel. Das Gewebe unterteilt sich in vier verschiedene Zonen: die superfizielle (STZ),
die mittlere (Middle zone), die tiefe (Deep zone) und die Zone des kalzifizierenden Knorpels
(Calcified zone), unter der sich der subchondrale Knochen befindet. Jede Zone ist einzigartig
hinsichtlich ihrer Zellmorphologie (mitte-linker Ausschnitt) und der
Kollagenfibrillenorganisation (rechter Ausschnitt). Bild entstammt Buckwalter et. al 7, mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc.

Gelenkknorpel zeichnet sich durch seine optimalen Reibungseigenschaften sowie einzigartige
viskoelastische Eigenschaften aus, die es dem Gewebe ermdglichen, sehr hohen
wiederkehrenden Belastungen standzuhalten und diese auf den Knochen zu tbertragen, ohne
dabei Schaden zu nehmen 1%, Diese Fahigkeit erlangt der Knorpel durch sein Zusammenspiel
aus fliissigen und festen Bestandteilen. Der feste Bestandteil besteht aus Chondrozyten und der
permeablen EZM, die wie bereits beschrieben wiederum unterteilt werden kann in Kollagene
und Proteoglykane. Die Glykosaminoglykane (GAG) der PG sind stark negativ geladen,
weshalb sie Kationen wie Na* und Ca?* aus der fliissigen Phase an sich ziehen, wodurch ein
osmotischer Druck resultiert, der Wasser im Gewebe halt 222, Wenn die Gelenkflachen bei
Bewegung belastet werden, resultiert eine rapide Steigerung des interstitiellen Drucks,
woraufhin Fliissigkeit aus der durchlassigen EZM flieRt 29212, Diese Flissigkeit tragt den
GroRteil der applizierten Last ohne den Knorpel direkt zu belasten 2. Wenn der Druck
nachlasst, stromt die Flussigkeit wieder zurlick ins Gewebe. Mit jeder Bewegung in einem
Gelenk wird interstitielle Flussigkeit aus dem Gewebe herausgepresst und dann wieder
zuriickgesogen. Die geringe Permeabilitdt der EZM verhindert dabei, dass die Fllssigkeit zu
schnell aus dem Gewebe gedriickt wird. Durch die gegeniberstehenden Knochen und den
umgebenden Knorpel wird das Gewebe begrenzt und mechanische Deformierung verhindert
11825 Durch  diese  Mechanismen  ermdglicht  Knorpel — trotz  begrenzter
Selbstheilungsmaéglichkeiten die reibungsarme Ubertragung und Verteilung groRer
mechanischer Lasten tber einen langen Zeitraum und unter extremen Bedingungen. Dennoch
kann es zu traumatischen oder degenerativen Knorpelverletzungen kommen, die sich nur
schwer suffizient therapieren lassen.
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1.2 Knorpelschaden und Arthrose

1.2.1 Einteilung von Knorpelschaden

Knorpelschaden kénnen in GréRRe, Form und Tiefe stark variieren. In den schweren Féllen reicht
der Defekt bis auf den subchondralen Knochen hinunter. Sie kdnnen Symptome wie
Unbehaglichkeit, Empfindlichkeit oder auch Schmerzen im Gelenk, Schwellung und
Funktionseinschrankungen verursachen 2. Da viele Lasionen in den Anfangsstadien jedoch
keine Symptome verursachen, werden sie haufig tibersehen, weshalb die Diagnosestellung sich
oft als schwierig erweist 2’. Allerdings entwickeln sich meist auch diese stummen Lasionen
unbehandelt weiter zu gréReren fokalen Defekten. Um die Knorpelschaden systematisch
erfassen, unterteilen und Therapieeffekte beurteilen zu konnen, wurden diverse
Klassifikationssysteme entwickelt. Die zwei am haufigsten angewandten sind die
Klassifikation nach Outerbridge % und die ICRS-Skala, die von der International Cartilage
Repair Society entwickelt wurde und im Gegensatz zur Outerbridge-Klassifikation auch die
Tiefe des Defekts beschreibt %°.

Tabelle 1: Klassifikation osteochondraler Verletzungen nach der ICRS-Skala

ICRS-Grad
Grad 0 Normal
Gesunde Erscheinung, keine Risse
Grad 1 Fast normal
1.a: Leichte Eindellung
1.b: Oberflachliche Risse/Fissuren
Grad 2 Abnormal
Lasionen reichen bis 50% der Knorpeldicke
Grad 3 Schwere Lasionen
3.a: Knorpeldefekte > 50% der Dicke
3.b: Knorpeldefekte reichen bis zur kalzifizierten Zone
3.c: Knorpeldefekte reichen bis zur subchondralen Platte ohne
sie zu durchbohren
3.d: Knorpel bildet Blasen um den Defekt
Grad 4 Sehr schwere Lé&sionen

4.a: Knorpellasion reicht bis zum subchondralen Knochen aber
nicht im gesamten Durchmesser

4.b: Knorpell&sion durchbricht den subchondralen Knochen
komplett und im gesamten Durchmesser
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Tabelle 2: Klassifikation osteochondraler Verletzungen nach der Outerbridge-
Klassifikation

Outerbridge-Grad
Grad | Erweichung und Schwellung des Knorpels

Grad Il Fragmentierung und Rissbildung in einem Bereich < 0,5 Zoll
(1,27 cm) im Durchmesser

Grad 111 Fragmentierung und Rissbildung in einem Bereich > 0,5 Zoll
(1,27 cm) im Durchmesser

Grad IV Erosion des Knorpels bis auf den exponierten subchondralen
Knochen

Knorpeldefekte kdnnen grob in degenerative Lasionen und traumatische Defekte unterteilt
werden ¥. Unabhangig von der Atiologie erhohen sie jedoch das Risiko, eine Arthrose zu
entwickeln. Arthrose stellt mit einer Pravalenz von 25% der Uber 18-Jahrigen in der
Bevolkerung die haufigste Gelenkerkrankung dar 3. Sie ist mit einer deutlichen Morbiditét und
korperlichen Einschrénkungen assoziiert. Es wird angenommen, dass im Jahr 2030 Arthrose
die haufigste Ursache fiir Behinderung darstellen wird *2. Die Krankheit ist charakterisiert durch
Schmerzen und degenerative L&sionen sowohl im Knorpel selber als auch in das Gelenk
umgebenden Geweben. So kommt es bei fortschreitender Arthrose zum Remodeling des
subchondralen Knochens, zu Osteophytenbildung und Verdnderungen der Synovia, der
Gelenkkapsel und der Ligamente 262, Jedes Gelenk im Korper kann befallen sein, am
haufigsten betroffen sind jedoch das Knie- und das Huftgelenk. Obwohl Arthrose im
Endstadium meist zu einem typischen Symptomkomplex aus chronischen Schmerzen,
Gelenkinstabilitat, Versteifung und Funktionsverlust fiihrt, sind die Ursachen vielfaltig %. Die
héufigsten Risikofaktoren stellen traumatische Knorpelschadigungen und das Alter dar, weitere
Risikofaktoren sind Ubergewicht, metabolisches Syndrom, Entziindung, genetische Faktoren
sowie das weibliche Geschlecht. Sie alle fihren zu einer Stérung in der Homdostase der
Chondrozyten 3%,

1.2.2 Degeneration bei Arthrose

Unter normalen Bedingungen ruhen die Chondrozyten in einem belastungsfreien Zustand mit
niedrigem Umsatz der EZM. Als Reaktion auf Umgebungsveranderungen, wie dem Einfluss
von biomechanischen Belastungen, Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, steigern die
Chondrozyten ihre metabolische Aktivitdt und verandern damit die Zusammensetzung und
Organisation der Matrix. Die genauen molekularen Mechanismen der Entstehung und
Progression der Arthrose sind dabei noch nicht vollstdndig verstanden, es lassen sich allerdings
drei iberlappende Stadien abgrenzen 726
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Stadium 1: Zerbrechen der Matrix

Bei frihen VVeréanderungen der Umgebung der Chondrozyten, etwa durch mechanischen Stress,
setzen diese Sauerstoffradikale frei, die eine fortschreitende Gewebezerstérung in Gang setzen
%, Durch Abnahme der MolekiilgroRe, besonders der Aggrecane, tritt initial ein erhohter
Wassergehalt auf. Querverbindungen im Kollagenen-Netzwerk werden beschadigt 7. Das
Zerbrechen des Matrix-Netzwerkes auf molekularer Ebene ist die Folge *'.

Stadium 2: Chondrozyten-Aktivierung

Die Verdnderungen der Osmolaritat, der elektrischen Ladung und die Freisetzung
verschiedener Mediatoren flihren zu einer Aktivierung der Chondrozyten mit Proliferation und
Steigerung der metabolischen Aktivitat. Die Proliferation lauft dabei eher unkontrolliert ab und
die Chondrozyten bilden Zell-Cluster, in denen die Zellen neue Matrix-Molekile synthetisieren
und in ihre Umgebung abgeben 7*8, Es kommt zu einer verinderten Genexpression,
beispielsweise zu einer erhdhten Expression von TGF-f und Entziindungmediatoren wie TNF-
a, Interleukin (IL)-6 und IL-1, die eine Entzindung induzieren und diese als positive
Selbstverstarker weiter befeuern %%, Diese Dysbalance fiihrt zusétzlich dazu, dass die
Chondrozyten Metallomatrixproteinasen (MMP), Aggrecanasen und weitere katabolische
Enzyme wie ADAMTS5 sowie Fibronektin sezernieren 3. In der Folge kommt es zur
fortschreitenden Degradation der interstitiellen Matrix und zur Destabilisierung des gesamten
kollagenen Netzwerkes. Der aktivierte Zustand der Chondrozyten kann tiber Jahre andauern ’.
Die Krankheit schreitet dabei langsam voran und kann lange asymptomatisch bleiben 2.

Stadium 3: Gewebe-Untergang

In der letzten Phase des degenerativen arthrotischen Prozesses kommt es zum fortschreitenden
Tod der Chondrozyten durch Apoptose und zu einem kompletten Verlust der Knorpelschicht
72641 Durch den Knorpelverlust kommt es zu Begleitreaktionen im Bereich des subchondralen
Knochens, beginnend mit Sklerosierung und spater mit Zystenbildung. Die Krankheit tritt in
eine symptomatische Phase mit Gelenkschmerzen und Bewegungseinschrankungen tiber /28,

1.2.3 Faktoren, die die Entstehung und Entwicklung von Arthrose férdern

Traumatische Gelenkschadigungen

Meistens tritt Arthrose idiopathisch auf und betrifft hauptsédchlich Menschen tiber 60 Jahre; das
Arthroserisiko infolge traumatischer Gelenkschadigungen ist jedoch vor allem bei jingeren und
aktiven Patienten gegeben 264243 Traumatische Gelenkverletzungen filhren haufig zu
Gelenkinstabilitat oder intraartikuldren Frakturen, was langfristig zu Arthrose fuhren kann.
Eine solche Arthrose, die nach Gelenkverletzungen auftritt, wird Posttraumatische
Osteoarthrose (PTOA) genannt 2643, Es wird davon ausgegangen, dass etwa 12% aller Arthrose-
Falle Folge einer Gelenkverletzung, wie etwa Gelenkfrakturen, Knorpelverletzungen oder
ligamentaren und meniskealen Verletzungen, sind *. So konnte gezeigt werden, dass
Gelenkfrakturen mit einem erhohten Level systemischer Biomarker und einem Viabilitats-
Verlust der Chondrozyten einhergehen, was wiederum den Weg ebnet fir die Entwicklung
einer PTOA %546,

Zusétzlich wird die Schwere eines Gelenktraumas mit der Schwere der Verletzung anderer

6
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Gewebe des Gelenks wie Synovia und Knochen assoziiert . Nach einem Gelenktrauma kommt
es durch Ruptur der gelenkversorgenden Gefdlle zundchst zu akuten Symptomen wie
Schwellung und einem Hamatom. Wenn die Verletzung den subchondralen Knochen betrifft,
kommt es meist zusatzlich zu einer Beteiligung des Knochenmarks. Es kommt zum Tod von
Chondrozyten, aulRerdem werden Enzyme freigesetzt, die eine inflammatorische Reaktion und
eine lokale Flussigkeitsansammlung hervorrufen, wodurch es zur Bildung eines Odems kommt
47_ Folglich werden biologische Kaskaden initiiert, die die Aktivitat der Chondrozyten in
Richtung einer katabolen Stoffwechsellage kippen, mit Aktivierung verschiedener Faktoren,
die den Degenerationsprozess aktiv unterstiitzen und so zu progressiver Gelenkdegeneration
und der Entwicklung einer Arthrose filhren konnen 434,

Chondrale und osteochondrale L&sionen:

Chondrale Verletzungen beinhalten die Abrasion, die Lazeration und die Fraktur. Weil Knorpel
ein avaskuldres und nicht innerviertes Gewebe ist, ist die intrinsische Selbstheilungskapazitét
gering. Nach der Knorpelverletzung wird kein Schmerz generiert und es kommt zu keiner
Blutung. In Abhangigkeit von der GroRe und Lokalisation kann es daher zu weiterer
Degeneration und einem groRen Knorpelverlust kommen °.

Bei subchondralen Verletzungen des Knochens hingegen wird das Gelenk mit Blut aus dem
Knochenmark gefiillt, was zu einer Entzindungsreaktion flhrt. Reparationsmechanismen
werden durch den Kontakt des Knorpels mit dem Blut und Knochenmarkbestandteilen in Gang
gesetzt, und die Matrix wird repariert. Es resultiert ein fibrokartilagindres Gewebe, das dem
originalen Knorpel in seinen mechanischen Eigenschaften allerdings unterlegen ist 4°.

Gelenkfrakturen:

Gelenkfrakturen stellen sehr hdufige Verletzungen dar. Abhdngig von der Intensitat des
Anpralls kommt es zur Unterbrechung der Knorpeloberflache und dem darunterliegenden
subchondralen Knochen mit unterschiedlichen Schweregraden. Klinisch konnte beobachtet
werden, dass komplexe intraartikuldre Frakturen mit schwereren Traumata und anschlieRender
Degeneration von Gelenkknorpel, sowie einem schlechteren Outcome, assoziiert sind 2644,

Ligamentére Verletzungen:

Die héaufigsten Bandverletzungen betreffen das vorderer Kreuzband und das mediale
Kollateralband, meistens ausgelést durch Sportverletzungen %05, Besonders bei nicht-
detektierten und unbehandelten Bandverletzungen ist das Risiko fiir eine PTOA hoch 2551,

Verletzungen der Menisken:

Die Menisken sind aus Faserknorpel aufgebaut. Im Gegensatz zum hyalinen Knorpel ist
Faserknorpel variabel angeordnet und enthélt weniger Proteoglykane und Wasser. Deshalb ist
Faserknorpel weniger belastbar und besitzt noch geringere Heilungskapazititen 2°.
Verletzungen der Menisken sind haufig, insbesondere die des Knies und treten vor allem bei
Jugendlichen und jungen Erwachsenen auf %2. Typische Risikofaktoren sind Ubergewicht,
intensives Training, Fehlstellungen der Beine wie Varus und Valgus, oder reduzierte
Muskelkraft >3, Verletzungen der Menisken gelten ebenfalls als Risikofaktor fiir die Entstehung
einer Arthrose 6.
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Alter

Das Alter ist der groBte Risikofaktor fur die Entwicklung einer Arthrose. So konnte in einer
Studie aus dem Jahr 1995 gezeigt werden, dass die Entwicklung einer PTOA nach vorderer
Kreuzbandruptur umso haufiger auftrat, je hoher das Alter war %*. Die Inzidenz und Prévalenz
der Arthrose steigt mit zunehmendem Alter aufgrund der Kombination verschiedener
Risikofaktoren und biologischen Veranderungen, die zu einer gestdrten Homoostase des
Gelenks fuhren koénnen, welche in einer hoheren Anfalligkeit sowie geringeren
Heilungskapazitat des Knorpels mindet *° Die Hauptfaktoren fiir altersbedingte
Verénderungen sind zelluldres Altern, daraus folgend eine reduzierte Zelldichte, sowie
veranderte sekretorische Profile %67,

Beim Altern der Zellen sind zahlreiche Prozesse beteiligt wie Telomerverkiirzung °8,
mitochondriale und nukledre DNA-Schaden °°, reaktive Sauerstoffspezies ¢ und
inflammatorische Prozesse 8%. AuRerdem sinkt die Heilungskapazitit des Knorpels weiter durch
die verminderte Fahigkeit der Chondrozyten, auf Wachstumsfaktoren wie transforming growth
factor beta (TGFp) % oder insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ® adaquat zu reagieren, was in
oxidativem Stress und dem Uberwiegen katabolischer (iber anabole Prozesse miindet °°,
Neben zelluldren Alterationen spielen bei der Entwicklung der Arthrose auch altersbedingte
Veranderungen der EZM eine wichtige Rolle. Die EZM von alterndem Knorpel zeigt eine
hohere Anzahl von kleinen PG, die reich an Keratinsulfat-Seitenketten sind als groRe PG mit
vielen Chondroitinsulfat-Seitenketten 54, auRerdem sind Mikrofibrillationen auf der Oberflache
des Knorpels, ein verminderter Aggrecan-Gehalt und progressive Kalzifizierungen zu
beobachten 38,

Eine weitere Rolle spielt die Formierung fortgeschrittener Glykations-Endprodukte (FGE).
Diese entstehen durch spontane nichtenzymatische Glykierung von Proteinen. FGE treten in
die Zellen ein, wo sie nicht abgebaut werden kénnen und DNA-Mutationen verursachen 2.
Zusatzlich werden Glykations-Endprodukt-Rezeptoren aktiviert, die Inflammation ¢ und
katabolische Kaskaden ®7 auslésen, und sie erhéhen die Vernetzung von Kollagenmolekiilen,
weshalb der Knorpel sproder und anfalliger fur mechanisch induzierte Schaden wird %8,

Weitere Faktoren

Ubergewicht:

Ubergewicht ist ein starker Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Arthrose, besonders des
Knies "°. Zudem foérdert Ubergewicht die arthrotische Entwicklung nach traumatischen
Knieverletzungen . Vermutlich sind fiir den negativen Einfluss zwei wesentliche Faktoren
entscheidend: zum einen kommt es zu mechanischer Uberlastung der Gelenke, da diese im
Tagesverlauf das Vielfache des Korpergewichts tragen mussen, was zu Abnutzung,
Verletzungen und Mikrotraumata fiihrt 72, Zum anderen tragt Ubergewicht zur Entstehung und
Progression der Arthrose durch die Sekretion von aus dem Fettgewebe stammenden Zytokinen,
den sogenannten Adipokinen, wie Leptin, Adiponektin, TNF-o und zahlreichen Interleukinen,
bei 7. Diese inflammatorischen Faktoren fiihren zu Knochenresorption und durch
Herunterregulation der Synthese von wichtigen Matrix-Komponenten wie PG und Kollagen
Typ Il einerseits und Heraufregulation von katabolischen Prozessen andererseits zu
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Verdnderungen der EZM 3. Der forderliche Einfluss einer Gewichtsabnahme auf den
Krankheitsverlauf gilt als erwiesen "7,

Genetische Faktoren:

Familien-basierte Studien unterstiitzen einen Zusammenhang zwischen genetischen Faktoren
und der Erkrankung. Mithilfe von Zwillingsstudien wird der genetische Einfluss auf eine Grolie
von 30% bis 65% geschatzt "®77. Es wurden auRerdem bereits diverse Genorte auf
unterschiedlichen Chromosomen identifiziert, die mit dem Ausbruch und der Progression der
Erkrankung in Zusammenhang stehen. Fir detaillierte Informationen wird auf die relevanten
Reviews verwiesen 2%, Das Wissen um diese Gene kann moglicherweise fir zukiinftige
neuartige Therapieansétze von grol3er Bedeutung sein.

Entzindung:

Auch Inflammation ist zunehmend als ein wichtiger Risikofaktor fiir Arthrose insbesondere
nach Gelenkverletzungen, aber auch bei degenerativen Prozessen, in den Mittelpunkt getreten
26, Pathophysiologisch entscheidend sind dabei diverse Mediatoren wie Zytokine und
Chemokine, die von Knorpel, Knochen und Synovia freigesetzt werden und zu VVeranderungen
der Zellhomoostase durch Apoptose und katabolische Prozesse fuhren, welche wiederum in
einem sich selbst verstarkenden Kreislauf zu Knorpeldegenerationen und subchondralem
Knochenremodeling fiihren, und so die Gelenkdegeneration vorantreiben und beschleunigen
konnen 87, In klinischen Studien werden derzeit ,,disease modifying drugs* getestet, die durch
Eingreifen in diese inflammatorischen Prozesse den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen
sollen &

Metabolisches Syndrom:

Das metabolische Syndrom beinhaltet einen Symptomkomplex metabolischer Stérungen wie
arterielle Hypertonie, Insulinresistenz, vermehrter Bauchumfang und Dyslipiddmie, die
zusammen auftreten und das Risiko fiir chronische Erkrankungen erhéhen 8. So wurde auch
eine Assoziation zwischen Arthrose und metabolischem Syndrom aufgezeigt. Patienten mit
Arthrose haben hdufiger ein metabolisches Syndrom als solche ohne, und bei Patienten mit
metabolischem Syndrom bricht Arthrose friher aus und zeigt einen schwereren Verlauf
verglichen mit Patienten ohne metabolisches Syndrom 828, Die einzelnen Symptome konnen
dabei Uber unterschiedliche Wege zur Entwicklung und Progression der Erkrankung beitragen.
Allen gemeinsam ist, dass es letztendlich zu Zellschaden und Inflammation kommt, wodurch
die Arthroseentwicklung, wie in vorherigen Kapiteln bereits erlautert, geférdert wird 8184,

Geschlecht:

Ein weiterer Faktor, der zu einer erhohten Pradisposition fir die Entwicklung einer Arthrose
beitrégt, ist das weibliche Geschlecht. Frauen sind demnach hdufiger von Arthrose betroffen,
und sie zeigen einen schwereren Krankheitsverlauf 8. Zudem zeigt sich ein Anstieg der
Inzidenzen bei Frauen um den Zeitpunkt der Menopause herum, weshalb unter anderem
Hormone, insbesondere Ostrogene, mitverantwortlich fir den Ausbruch der Erkrankung
gemacht werden . Dafiir spricht auch, dass in einigen Studien hhere Raten an Arthrose bei
Frauen nachgewiesen wurden, die eine Hysterektomie hinter sich hatten. Welche genauen
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pathophysiologischen Mechanismen diesen Beobachtungen zugrundeliegen, ist aktuell
allerdings noch Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion 7987:88,

1.3 Aktuelle und zuktinftige Therapieansatze zur Behandlung
von Knorpelschaden

1.3.1 Knochenmarkstimulierende Techniken

Drilling, Mikrofrakturierung

Die knochenmarkstimulierenden Techniken zielen auf eine absichtliche Penetration der
subchondralen Platte ab. Durch die entstehende Blutung kommt es zur Bildung eines
Fibrinpfropfens bis zur Oberflache des Defekts. Mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark migrieren in den Pfropfen, proliferieren, und differenzieren sich zu
Chondrozyten-dhnlichen Zellen %,

Die Mikrofrakturierung ist eine der etabliertesten und am hdufigsten angewandten Techniken
in der Behandlung von Knorpeldefekten. Sie ist eine Weiterentwicklung des Drilling, das 1959
erstmal von Pridie *° beschrieben wurde, wobei er den subchondralen Knochen anbohrte und
die losen Knorpelstlicke entfernte. Bei der Mikrofrakturierung, die erstmals von Steadman et
al. % beschrieben wurde, wird der komplette instabile Knochen und die kalzifizierte Zone
entfernt, sodass die subchondrale Platte exponiert und komplett von gesundem, stabilen
Knorpel umgeben ist. In einem Abstand von 3-4 mm werden mithilfe einer Ahle kontrolliert
Locher in den Knochen getrieben 92, Wichtig fiir ein gutes Outcome bei dieser Technik ist die
friihe postoperative Rehabilitation mit kontinuierlicher passiver Mobilisierung, die langsam
gesteigert wird %, Indikationen fiir die Mikrofrakturierung sind symptomatische, die gesamte
Dicke betreffende Knorpeldefekte. Die Erfolgschancen sind hoher bei eher kleinen (< 2-4 cm?)
Defekten bei jungen Patienten (< 30 Jahre), die noch nicht lange symptomatisch waren (unter
12 — 24 Monate) %,

Limitierend fir diese Techniken ist die Tatsache, dass das entstehende Ersatzgewebe eher wie
Faserknorpel aufgebaut und damit dem hyalinen Knorpel in seinen mechanischen
Eigenschaften unterlegen ist 3. Auf kurze Sicht bringt die Mikrofrakturierung einem GroRteil
der Patienten Linderung der Schmerzen und eine Verbesserung der Funktionalitat; es ist
allerdings davon auszugehen, dass die Ergebnisse (ber einen langeren Zeitraum wieder
nachlassen %2,

1.3.2 Osteochondrale Transplantation

Osteochondrale Autografts (Mosaikplastik)

Die Mosaikplastik wurde erstmals 1993 von Matsusue et al. * beschrieben. Es handelt sich

dabei um die Transplantation von korpereigenem Knorpelgewebe aus einer wenig belasteten

Region in den Knorpeldefekt. Der Defekt wird dabei zundchst so vorbereitet, dass er von

vertikal stehenden Knorpelkanten begrenzt wird. Dann werden einige Knorpelzylinder

verschiedener GroRen aus einer mechanisch wenig belasteten Region des Gelenks entnommen

und mosaikartig in den Defekt gesetzt. Die Licken zwischen den Zylindern werden mit
10
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Faserknorpel aufgefiillt, der wahrend des Debridements gewonnen wurde . So kann eine
stabile Knorpelflache geschafft werden, die mechanische Lasten tragen kann. Diese Technik
sollte allerdings nur bei DefektgroRen bis 4 cm? angewendet werden, um die Spenderseite zu
schonen. Das Lebensalter spielt dabei eher eine untergeordnete Rolle, wichtiger ist, dass in dem
Gelenk keine Arthrose in den tbrigen Kompartimenten besteht *.

Ein weiterer Nachteil ist das groRe erforderliche Geschick des Operateurs, die Unmdglichkeit,
eine geschlossene Flache zu bilden, mdéglicherweise auftretende Hohenunterschiede und
insbesondere die schlechte laterale Integration der Zylinder zum umliegenden Knorpel 8.

Osteochondrale Allografts

Diese Technik kommt vor allem bei groRen Knorpeldefekten (> 10 cm?) oder nach einer zuvor
gescheiterten anderen Methode zum Einsatz *®. Es handelt sich um die Transplantation von
fremdem Knorpel, der von Multiorgan- oder Postmortem-Spendern stammt. Der Vorteil liegt
darin, dass groRe Teile gesunden, ausgereiften, mechanisch belastbaren Knorpelgewebes
ubertragen werden koénnen, ohne dass eigener Knorpel an anderer Stelle verloren geht. So
konnen sehr groRe und komplexe Gelenkrestorationen ermdglicht werden . Das transplantierte
hyaline Gewebe sollte intakt sein, damit keine Immunreaktion im Empfanger ausgeldst wird %,

Von Nachteil sind die hohen Kosten und der erforderliche Aufwand zur Transplantatgewinnung
und -lagerung. Es werden namlich etwa zwei bis drei Wochen bendtigt, um Bakterien- und
Vireninfektionen im Spendergewebe auszuschlieRen. Von groRer Wichtigkeit fiir ein gutes
Outcome der Prozedur ist daher unter anderem, die Viabilitat der Chondrozyten wahrend dieser
Zeitspanne aufrechtzuerhalten %97,

1.3.3 Regenerative Medizin und Zellbasierte Ansatze (Tissue Engineering)

Tissue Engineering oder Gewebezucht bezeichnet die kinstliche Herstellung biologischer
Gewebe durch die gerichtete Kultivierung von Zellen. Das Tissue Engineering von
Knorpelgewebe nahm mit der autologen Chondrozytenimplantation (ACI) seinen Anfang und
wurde durch die matrix-assistierte autologe Chondrozytenimplantation (MACI)
weiterentwickelt. Mittlerweile steht eine Vielzahl an Techniken zur Verfligung, von denen
manche bereits klinisch gebrauchlich sind, andere noch mitten in der Entwicklung stecken. Ein
Goldstandard konnte dabei noch nicht etabliert werden .

Autologe Chondrozytenimplantation (ACI)

1984-1987 entwickelten Peterson et al. '® den ersten Ansatz zur Regeneration von
Knorpelgewebe, die autologe Chondrozytenimplantation (ACI), am Kaninchen und 1994 am
Menschen 3. Dabei werden kleine Stiicke vom korpereigenen Knorpel des Patienten
entnommen, die Chondrozyten enzymatisch isoliert und anschlie3end in vitro geziichtet und
um ein Vielfaches vermehrt. Nach zwei bis drei Wochen wird das Gelenk ertffnet und der
Defekt mit einem wasserdichten Patch versehen. Urspringlich wurde dazu ein periostealer
Patch aus der Oberflache der oberen Tibia verwendet. Um die Morbiditét zu verringern wurde
dieser spéater durch eine biologisch abbaubare Kollagenmembran abgel6st. Unter diesen Patch
wird anschlielend die Zellsuspension injiziert, welche sich dann zu einem Ersatzgewebe
formiert 89101,
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Verglichen mit der Mikrofrakturierung oder Mosaikplastik kdnnen durch diese Technik grofere
Defekte repariert werden 10219 Bei kleinen bis mittleren Defekten zeigen ACI und
Mikrofrakturierung dagegen ahnliche klinische Ergebnisse 1. Limitierend fur diesen Ansatz
sind die hohen Kosten 1% und die Invasivitit der Knorpelgewinnung, vor allem jedoch die
h&ufige Bildung von Faserknorpel, die unter anderem durch die stattfindende Dedifferenzierung
der Chondrozyten wihrend der Proliferation ex vivo bedingt ist °. Dedifferenzierung
bezeichnet dabei nicht die Rickkehr der Chondrozyten in eine primitivere oder multipotente
Form, sondern bezieht sich auf einen Fibroblasten-ahnlicheren Phanotyp der Chondrozyten mit
einer verminderten Synthese von Proteoglykanen und Kollagen Typ I 18197 Diese
Dedifferenzierung wurde bei Anzucht der Chondrozyten im Monolayer beschrieben 7.

Matrix-induzierte autologe Chondrozytenimplantation (MACI)

Um dem Problem der Dedifferenzierung zu begegnen wurde die MACI als Weiterentwicklung
der ACI eingefilhrt. Benya und Shaffer %7 konnten zeigen, dass der Prozess der
Dedifferenzierung reversibel ist, wenn die Zellen in einem dreidimensionalen Kultursystem
gezulchtet werden. AuBerdem umgeben sich Chondrozyten naturlicherweise mit der EZM, die
hauptséchlich aus Wasser sowie festen Bestandteilen, vor allem Kollagen 1l und
Proteoglykanen besteht, welche zusammen ein hochorganisiertes und festes Gerist bilden. Bei
der MACI werden die isolierten und ex vivo gezlichteten Chondrozyten nicht direkt in den
Defekt gesetzt sondern erst in ein Tragergerust, ein sogenanntes Scaffold, gesat und gezuchtet.
Das Scaffold imitiert dabei die naturliche Umgebung der Chondrozyten, weshalb die
Matrixsynthese und -organisation besser geleitet werden kann %1%, Durch das Zusammenspiel
beider Faktoren soll das entstehende Ersatzgewebe der MACI mehr hyalinem Knorpel dhneln
als bei alleiniger Chondrozytenimplantation 1.

Es stehen unterschiedliche Scaffolds zur Verfuigung, die sich anhand ihrer Bestandteile und
Architektur in zwei Hauptkategorien unterteilen lassen, Hydrogele und Membranen.

Hydrogele:

Hydrogele bestehen aus quervernetzten hydrophilen Polymeren, die so ein Netzwerk bilden,
das die natirlichen Eigenschaften des Knorpels imitieren soll. Ein groRer Vorteil besteht darin,
dass sie nichtinvasiv verabreicht und nach Injektion in situ quervernetzt (sog. ,,Crosslinking*)
werden koénnen. Crosslinking-Methoden beinhalten Belichtung, Temperaturmodulation und
pH-Anderung. Die Tragermolekiile kénnen natiirlichen Ursprungs oder synthetisch hergestellt
sein und sind teilweise bereits kommerziell erhaltlich 11°. Natiirliche Tréger sind beispielsweise
Hyaluronsaure (Hyalograft® C), Kollagen | (NeoCart®), Agarose/Alginat (Cartipatch®) oder
Fibrin 1%, Die zwei haufigsten synthetisch hergestellten Tragermolekiile sind
Polyethylenglycol-Diacrylat und Polyvinyl-Alkohol 0,

Membranen:

Die ACI wurde, wie bereits erlautert, urspriinglich mit einem periostealen Patch versehen.
Wegen postoperativer Komplikationen, insbesondere einer pathologischen Hypertrophie der
Platte !, wurde diese durch eine zweischichte Kollagen-I/Ill-Membran ersetzt 1%. Diese
Technik entwickelte sich weiter in eine Form der MACI, bei der Chondrozyten vor Implantation
auf der Membran kultiviert werden. Fortgeschrittene nattirliche Membranen beinhalten eine
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feste dulRere Schicht, eine Barriereschicht in der Mitte und einen inneren, porésen Teil zur
Chondrozytendifferenzierung.  Derartige  Membranen  gibt es als  natlrliche
Kollagenmembranen (MACI®, Maix®, Chondro-Gide®). Auch synthetische Materialien
finden als Membranen Verwendung, beispielsweise synthetische aliphytische Polyester, die
urspriinglich als biologisch abbaubare Nahtfaden Einzug gehalten hatten 11°,

Die meisten klinischen Studien kommen zu dem Ergebnis, dass sich die MACI, abhéngig von
den verwendetet Materialien, als der ACI gleichwertig, wenn nicht tberlegen erwiesen hat
105.112-115 " Die Maglichkeiten sind hier jedoch noch lange nicht ausgeschopft und es werden
laufend neue Produkte entwickelt. Durch die Kombination verschiedener Materialien kann die
Knorpelformierung und die biomechanische Stabilitat verbessert werden. Zum Beispiel
verwendet das Cartilage Autograft Implantation System (CAIS®) eine Kopolymer-Membran,
die mit einem Polydioxan-Netz verstarkt wird. Zerkleinerter Knorpel wird auf dem Scaffold
verteilt, mit Fibrin bedeckt und durch biologisch abbaubare Néahte fixiert 10,

3D-Bioprinting:

Vielversprechend ist auch der relativ neuartige Einsatz von 3D-Druckern. Durch das Auftragen
von Schicht um Schicht kann das Konstrukt an den jeweiligen individuellen Defekt angepasst
werden %6, Dabei werden unterschiedlichste Druckverfahren angewendet. Hydrogel-basierte
Tinte ermdglicht die homogene Inkorporation lebender Zellen und biologischer Faktoren in das
Konstrukt, unter Beibehaltung der mechanischen Eigenschaften ',

Es kommen natirliche Tréager wie Kollagen und Hyaluronsaure sowie synthetische Polymere
oder auch hybride Bio-Tinten zum Einsatz mit jeweils spezifischen Vor- und Nachteilen
beziiglich mechanischer Stabilitit, biologischer Degradation und Biokompatibilitat 18119,

Durch das schichtweise Auftragen bieten sich diese Verfahren zudem an, zonale Aspekte des
hyalinen Knorpelgewebes im hergestellten Regeneratknorpel zu imitieren, durch graduelle
Veréanderungen physikalischer Parameter etwa wie der PorengroRe oder der Steifigkeit des
Substrates, oder Graduierung biologischer Parameter wie der Prasenz an Wachstumsfaktoren,
der Dichte/Anzahl an Zellen in den einzelnen Schichten sowie die Isolation von Chondrozyten
aus verschiedenen Zonen des Knorpels und schichtweises Auftragen dieser in das Scaffold,
wobei Zelldifferenzierung und phanotypische Instabilitat der isolierten Chondrozyten noch
einen von zahlreichen limitierenden Faktoren in der Entwicklung von dem nativen Knorpel
dhnlichen Gewebe darstellen 120-122,

Knorpelregeneration mit Stammzellen

Die Balance aus Proliferation und Differenzierung der Zellen ist ein entscheidender Faktor fiir
das gelungene Generieren von widerstandsfahigem Knorpelgewebe. Wie bereits erlautert fihrt
die Vermehrung von Chondrozyten in vitro zur Dedifferenzierung hin zu Fibroblasten-
ahnlicheren Zellen, weshalb h&ufig ein faserknorpelartiges Gewebe entsteht. Ausdifferenzierte
Chondrozyten aus hyalinem Knorpel proliferieren dagegen nicht und kdénnen daher nicht so
einfach in vitro vermehrt werden. Die Beibehaltung der entsprechenden chondrogenen
Eigenschaften und die gleichzeitige Proliferation der Zellen schlie3en sich also gegenseitig aus
108

Ein weiterer Ansatz, um unter anderem diesem Problem zu begegnen, ist die Verwendung
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alternativer Zelltypen, die chondrogenes Potenzial besitzen, ihre immanenten proliferativen
Eigenschaften jedoch beibehalten. Dafur kommen verschiedene Stammzellen in Betracht, wie
adulte Stammzellen aus dem Knochenmark oder Fettgewebe, embryonale Stammzellen oder
induzierte pluripotente Stammzellen. Ein weiterer Vorteil besteht in der Vermeidung der
invasiven Knorpelentnahme aus dem Gelenk 1%, Die Stammzellen sollen dabei in
proliferierende Chondrozyten tberfuhrt werden, die schlieRlich hyalines Knorpelgewebe bilden
sollen, das dann in den Defekt gesetzt werden kann. Je nach Stammzelltyp geschieht dies durch
unterschiedliche, meist sehr komplexe Modulierung von Signalwegen, Wachstumsfaktoren,
Kulturbedingungen etc. Fir genauere Informationen wird auf die entsprechende Literatur
verwiesen %1%, Es handelt sich um vielversprechende, aber noch nicht ganzlich ausgereifte
Ansatze mit spezifischen Vor- und Nachteilen.

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark oder Fettgewebe sind leicht verfligbar und
haben groRes Potenzial fiir Differenzierung und Proliferation. Sie sind im Wesentlichen fir die
Bildung des Ersatzgewebes durch Mikrofrakturierung verantwortlich, wobei jedoch h&ufig
mechanisch minderwertiger Faserknorpel resultiert 18123, Bevor mesenchymale Stammzellen
erfolgreich zur Knorpelbildung genutzt werden kdnnen, sind daher weitere Verbesserungen von
Kultur- und Differenzierungsprotokollen nétig °8,

Embryonale Stammzellen besitzen unlimitiertes Potenzial zur Differenzierung und
Proliferation in praktisch jede Art von somatischen Zellen 1?4, Die Chondrogenese wird durch
Co-Kultur mit adulten Chondrozyten beférdert 2. Nachteile bestehen in ethischen Bedenken
bezuglich ihrer Gewinnung, aber auch in mdglichen immunologischen AbstoRungsreaktionen
durch den Empfanger oder die Bildung von Teratomen 26,

Induzierte pluripotente Stammzellen stellen eine relativ neuartige Gewinnung pluripotenter
Stammzellen dar, indem somatische Zellen in ein embryonales Stadium reprogrammiert
werden, welche anschlieBend in vitro in Chondrozyten tiberfiinrt werden sollen 12, Reizvoll ist
das praktisch ubiquitdre Vorkommen der somatischen Ursprungszellen sowie der Wegfall
ethischer Bedenken in Hinblick auf ihre Gewinnung. Allerdings sind die technischen Details
zur direkten Chondrozytendifferenzierung noch nicht ausgereift 11°.
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1.4 Knorpelintegration

1.4.1 Probleme in der Knorpel-Knorpel-Integration

Ein essenzielles Problem in der Behandlung von Knorpelschaden, welches bis heute nicht
gelést werden konnte, besteht in der unzureichenden lateralen Integration von
Knorpeltransplantat zum umliegenden Knorpelgewebe. Um eine langfristig stabile
Defektheilung erzielen zu konnen, muss diese jedoch gewéhrleistet sein, da bei einer
diskontinuierlichen ~ Oberflaiche  durch ~ Mikrobewegungen  eine  fortschreitende
Knorpeldegeneration ausgeldst werden kann, es droht in dem Fall die erneute Ausbildung eines
Knorpeltraumas und die Aggravation der Arthrose.

So konnten Shapiro et al. 2" an Kaninchen zeigen, dass es nach Drilling zunéchst innerhalb von
12 Wochen zu einem vollstandigen Auffullen des Defektes mit von mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmark gebildetem Ersatzgewebe kam. Nach 12 bis 20 Wochen
zeigten sich jedoch erste Anzeichen von Degeneration, die nach 24, 36 und 48 Wochen verstarkt
auftraten. Die neu gebildete Matrix des Ersatzgewebes konnte nicht in den umliegenden
Knorpel integriert werden mit teilweise stattfindender Spaltbildung. Auch diverse andere
Autoren machten die Beobachtung, dass die laterale Knorpel-Knorpel-Integration bei
Transplantation von Regeneratknorpel oder durch die Bildung von Ersatzgewebe nur
unzureichend bis gar nicht stattfindet 128133,

Eine stabile Integration in das umliegende Gewebe ist somit zur langfristigen Heilung
unerlasslich. Die Knorpel-Knorpel-Integration wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Einige
MaRnahmen zielen darauf ab, diese in Richtung einer stérkeren lateralen Integration zu
verschieben.

Chondrozyten-Phanotyp:

Die Dedifferenzierung von Chondrozyten bei zweidimensionaler Anzucht wurde bereits
erlautert. Yan und Yu ** konnten zeigen, dass in einem Kaninchen-Modell die laterale
Integration mit der Defektfillung durch Fibroblasten schlechter stattfindet als durch
Chondrozyten und am besten durch mesenchymale Stammzellen.

Altersabhéngige Effekte:

Altersabhéngige Veranderungen von Chondrozyten wie reduziertes proliferatives Potenzial, die
Bildung fortgeschrittener Glykationsendprodukte und veranderte sekretorische Profile sowie
deren Beteiligung in der Pathogenese der Arthrose wurden bereits beschrieben. Es wird davon
ausgegangen, dass die In-vitro-Expansion von Chondrozyten einer Alterung dieser um etwa 30
Jahre entspricht 3%, Das beschleunigte zellulare Altern koénnte sich durch verminderte
Syntheseleistung und das Annehmen einer katabolen, inflammatorischen Stoffwechsellage
auch negativ auf die Integration auswirken *¢13_ Dies wird unterstiitzt durch Beobachtungen,
dass das Einbringen jlngerer Gewebezellen, beispielsweise aus embryonalen Epiphysen, in
adultes Gewebe die Integration beférdern kann 13814,
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Zelltod:

Zelltod von Chondrozyten kann durch die Préparation der Defektstelle vor Implantation des
Transplantates, oder auch im Transplantat selber entstehen. Hunziker und Quinn *#! beschrieben
einen signifikanten und nachhaltigen Verlust von Chondrozyten an der Schnittstelle eines
flachen Knorpeldefektes (,,partial-thickness-defect*), in einem porcinen Modell. Redman et al.
142 konnten in einem In-vitro-Modell zeigen, dass Knorpelverletzung insbesondere durch
stumpfes Trauma ein Nekroseband erzeugt, das sich innerhalb von 14 Tagen nach dem Trauma
durch Zellapoptose noch weiter ausdehnt. Diese Zone hindert vermutlich die Integration
zwischen neuem Knorpel und vorhandenem Gewebe, da eine reduzierte Zelldichte zur
Produktion einer suboptimalen Matrix und damit zur Bildung von biomechanisch
geschwachtem Gewebe fiihrt 143, Eine Repopulation von devitalisiertem Knorpel kann die
Knorpel-Knorpel-Integration wiederum starken 4. Ebenso konnte gezeigt werden, dass durch
Zugabe des Apoptoseinhibitors ZVAD-fmk in das Kulturmedium die Knorpelintegration
gestarkt werden kann %5, Mehrere Ansatze werden verfolgt, um das Problem der gehinderten
Integration durch Zelltod zu begegnen, unter anderem enzymatische Andauung der Matrix an
der Grenze des Defekts zum Transplantat, sowie der Einsatz chemotaktischer Agenzien, die
viable Zellen in den Defektspalt locken sollen 6.

Kollagennetzwerk und Proteoglykane:

Kollagene und Proteoglykane spielen eine wichtige Rolle in der Knorpelintegration. Kollagene
bilden das Gerlst der EZM und stiitzen die funktionellen Eigenschaften des Gewebes, weshalb
die Integration von Kollagenfibrillen einen wichtigen Faktor fir gelungene Knorpel-Knorpel-
Reparatur darstellt *°. Proteoglykane sind ebenfalls wichtig fir die Funktionalitat von Knorpel,
aber sie stellen eine intrinsische Barriere fiir Chondrozytenmigration dar %%, Das
Proteoglykan PRG4 etwa, das auch Lubricin genannt wird und Bestandteil der
Synovialflussigkeit ist, behindert die integrative Knorpelreparatur. Der gewiinschte Effekt ist
die Verhinderung der Verwachsung gegeniberliegender Gelenkflachen, allerdings wird
dadurch auch die Knorpelintegration behindert 14’

Ein Ansatz, die Integration von Knorpel zu verbessern, besteht in enzymatischem Andau der
Grenzflache des Defektes vor Transplantatimplantation durch Kollagenase, Hyaluronidase,
Chondroitinase ABC oder Trypsin. Die Zerstérung des Kollagennetzwerkes und der
Proteoglykane fiihrt zur Zellproliferation '8 und erhéhten Chondrozytenmobilitat mit
Repopulation der hypozelluldaren Schnittstelle, welche wiederum eine verstarkte Deposition

von Kollagen in den Defektspalt zur Folge hat. Dadurch kann die Integration verbessert werden
128,149,150

Chemotaktische Agenzien:

Durch chemotaktische Agenzien wie den platelet derived growth factor (PDGF), den insulin-
like growth factor (IGF-1), den basic fibroblast growth factor (bFGF), den vascular endothelial
growth factor (VEGF) und eine Reihe von bone morphogenic proteins (BMPs) sollen viable
Zellen zu den Wundrandern rekrutiert werden 1152, McGregor et al ! konnten zeigen, dass
PDGF, IGF-1 und bFGF die Migration boviner Chondrozyten stimulieren und die Todeszone
durch Repopulation verschmélern kénnen. Noch starker ausgepragt war dieser Effekt in
Kombination mit enzymatischem Andau durch eine Kollagenase-Spiilung (0,6%, 10 min).
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1.4.2 Gewebekleber

Die optimale Integrationsmethode sollte die Gewebeteile stark verbinden, klinisch schnell und
einfach angewendet werden kénnen, biokompatibel sein und auBerdem die Gewebereparatur
unterstiitzen. Aktuelle Methoden zur Fixierung des Transplantates im Knorpeldefekt umfassen
Néhte, die Implantierung als ,,Press-fit sowie die Implantierung durch Gewebekleber 3,

Néhte ermdglichen eine starke Fixierung und werden bei der ACI eingesetzt oder auch zur
Implantation von Transplantaten bei Bioseed-C® und Novocart® 3D 3. Allerdings bedingt
eine gute Fixierung nicht zwangslaufig eine langfristige Integration und die N&hte kénnen am
gegentberliegenden Knorpel reiben, was zu Rissen und fortschreitendem Zellverlust fiihren
kann, ahnlich dem Anfangsstadium der Arthrose **. Durch Einsetzen eines Transplantats in
einen minimal kleineren Defekt als ,,Press-fit“ wird ebenfalls eine Stabilisierung ermdglicht.
Diese Technik wird beispielsweise bei Cartipatch® oder Hyalograft® angewendet. Fiir groRere
Defekte wird hierbei die Verwendung osteochondraler Konstrukte, die als Press-fits eingesetzt
werden, erforscht, wobei der osteale Anteil als Anker fir den chondralen Teil dienen soll %3,
Allerdings stellt sich hier ebenfalls das Problem, dass dadurch nicht zwangslaufig eine laterale
Knorpelintegration erreicht, oder sogar verhindert werden kann 2°1%,

Eine weitere Mdglichkeit, ein Transplantat zu fixieren stellt der Einsatz eines Gewebeklebers
dar. In der Chirurgie werden Wunden Kklassischerweise durch Né&hte oder Klammern
verschlossen. Um damit verbundene Nachteile wie Wundinfektionen, Granulatbildung und die
Notwendigkeit der spateren Entfernung zu umgehen, wurden Gewebekleber als alternative
Methoden der WundverschlieBung entwickelt 1°°. Der Einsatz eines Klebers als Bioadhésivum
zur Implantation eines Knorpeltransplantats stellt dabei besonders hohe Anspriiche, da er nicht
nur gute adhasive Eigenschaften besitzen muss, sondern auch besonders geringe zytotoxische
Eigenschaften haben darf und die laterale Integration beférdern sollte. Grundsatzlich sollte
zwischen den Begriffen ,,immediate-bonding* und ,Integration” unterschieden werden.
,lmmediate-bonding* bezeichnet die unmittelbar entstechende Bindung zwischen zwei
Knorpelstiicken bzw. zwischen Transplantat und Knorpel durch das Adh&sivum. ,,Integration*
dagegen bezeichnet das eher langerfristig stattfindende Zusammenwachsen der
Gewebeflachen.

In der Chirurgie stehen bereits eine Vielzahl unterschiedlicher sowohl synthetischer als auch
natlrlicher Kleber zur Verfligung, die jeweils Vor- und Nachteile haben. Der synthetische
Kleber Cyanoacrylat beispielsweise, der erstmals 1949 von Ardis eingefiihrt wurde, besitzt
neben exzellenten adhésiven Fahigkeiten leider auch zytotoxische Eigenschaften durch die
beim Abbau stattfindende Bildung von Formaldehyd und ist daher als Gewebekleber im
Bereich Tissue Engineering ungeeignet *°. Diverse andere Gewebekleber werden erforscht
157,158 7Ziel ist es dabei sowohl ein moglichst starkes ,,immediate bonding®, also eine sofortig
eintretende Klebewirkung, als auch die Verbesserung der langfristigen Integration des
Implantates in den Defekt zu ermdglichen. Nur Fibrin konnte sich dabei trotz Nachteilen im
~immediate-bonding* bisher als gingige Alternative zu den anderen Techniken etablieren 53,
Es muss konstatiert werden, dass die optimale Integrationsmethode noch nicht ermittelt werden
konnte.
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Fibrin: Die Verwendung von Fibrin als Adhésivum tauchte, wie die Cyanoacrylate, bereits
wahrend der 1950er Jahre auf . Fibrin stellt das Endprodukt der Gerinnungskaskade dar, die
in Gegenwart von Calciumionen, Fibrinogen und Faktor VIII stattfindet *°. Fibrinogen wird
dabei zu Fibrin konvertiert, die Fibrinmolekdle polymerisieren und bilden ein Gerinnsel, das
von Faktor V111 stabilisiert wird 1,

Das Material hat eine starke Affinitat zu Kollagen, weshalb es leicht an Gewebe, unter anderem
auch an Knorpel bindet. Fibrinkleber findet Verwendung in vielen chirurgischen Eingriffen wie
etwa in der Allgemeinchirurgie, Herz-Thorax-Chirurgie oder Neurochirurgie, und seit einigen
Jahren wird er auch zur Implantation von einigen Regeneratknorpelkonstrukten verwendet,
beispielsweise MACI und Revaflex™ %153 \/orteilhaft ist dabei besonders, dass Fibrin die
ungehinderte Proliferation und Migration der Chondrozyten % ermdglicht und so zur lateralen
Knorpelintegration beitragt, bei gleichzeitig bestehenden unmittelbaren adh&siven
Eigenschaften, die allerdings nur im niedrigen Bereich liegen %2, Ein weiterer Nachteil besteht
dabei in der relativ langen Bindungszeit, die bei mehreren Minuten bis Stunden bis zum
Erreichen der maximalen Bindung liegt 1,

Natives Fibrinogen, das Vorlaufermolekil von Fibrin, kann dabei auch durch anderweitige
Crosslinking zu einem Gewebekleber oder Hydrogel vernetzt werden, beispielsweise durch
Lichtaktivierung mittels eines Photoinitiators 164165,

Gelatine: Ein weiteres natlrliches Substrat, das bereits Verwendung sowohl als Gewebekleber
als auch als Hydrogel gefunden hat, ist Gelatine. Gelatine ist denaturiertes bzw. hydrolysiertes
Kollagen und wird aus tierischem Bindegewebe gewonnen, wodurch sie verglichen mit anderen
Materialien relativ preiswert ist 1°°. Gelatine ist wasserlGslich, nicht-toxisch und flussig bei
Temperaturen tber 30°C, weshalb sie eine hohe Biokompatibilitdt besitzt und auch fir
Zelldruck-Techniken geeignet ist 1¢7. Allerdings ist die geringe Harte von purer Gelatine von
Nachteil fir viele Verwendungen. Deshalb kann Gelatine funktionalisiert und mithilfe eines
Crosslinkers chemisch modifiziert werden, um die Adhésionskraft zu erhdhen und/oder die
Abbaubarkeit zu verandern 1*°,

Die haufigste Anwendung als Adhasivum ist eine Mischung aus Gelatine und Resorcin, die mit
Formaldehyd quervernetzt werden, auch GFR-Kleber genannt. Das Adhdsivum wird bereits seit
1979 verwendet, und findet vor allem bei kardiovaskuléaren Eingriffen und Aortendissektionen
Verwendung %, Doch trotz hohen Adhasionskriften ist die Anwendbarkeit auch hier durch die
Toxizitat des Formaldehyds limitiert, ebenso bei der Verwendung von Glutaraldehyd als
ebenfalls haufig verwendetem Crosslinker 169170,

Da Gelatine enzymatisch abbaubar ist und wichtige Aminosauresequenzen zur Zelladhdsion
und Proliferation besitzt, ist sie auRerdem ein haufig verwendetes Material fiir Hydrogele 2.
Um die Verflissigung bei Korpertemperatur zu umgehen wird sie dabei hdufig mit chemischen
Gruppen funktionalisiert. Der hdufigste Ansatz ist die Funktionalisierung mit Methacryloyl-
Einheiten (GelMA) 72, Mithilfe verschiedener Photoinitiatoren kommt es dabei durch
radikalische Polymerisation zur Vernetzung der Gelatin-Molekile. Allerdings fuhrt die
Funktionalisierung der Gelatine hdufig durch die Derivatisierung zu EinbufRen in der Elastizitat
und zum Schrumpfen der Polymere 173174 Deshalb wird der Fokus dieser Arbeit, dhnlich der
Arbeit von Elvin et al. 73, auf der Verwendung unfunktionalisierter Gelatine liegen.
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Ruthenium & SPS zur Quervernetzung: Bei der Photoquervernetzung werden in
Anwesenheit eines aktivierten Photoinitiators Photonen absorbiert und die Bildung von
Radikalen angeregt, welche wiederum durch radikalische Polymerisation die Molekdilketten
kovalent vernetzen 1", Zur Aktivierung der Reaktion durch den Photoinitiator wird eine
Lichtquelle benétigt, wofiir meistens UV-Licht verwendet wird "1, UV-Licht bietet allerdings
Nachteile bezuglich der Zellviabilitdt und Penetrationstiefe. So kann UV-Licht
bekanntermaRen zu chromosomalen und genetischen Instabilitdten in Zellen fiihren und
Apoptose induzieren, die zum Zelltod fiihrt 1>17. Aus diesen Griinden werden andere
Crosslinker-Systeme untersucht, die Licht aus dem sichtbaren Spektrum absorbieren, zum
Beispiel Lithium-Phenyl-2,4,6-Trimethylbenzoylphosphinat (LAP) 1’®, Eosin 8 oder
Riboflavin "®. Allerdings bieten diese Photoinitiatoren Nachteile bezuiglich Handling,
Reaktivitat oder Toxizitat 17617°,

Ein anderes Crosslinker-System besteht aus dem wasserldslichen Photoinitiator Tris(2,2-
Bipyridyl)Dichlororuthenium(ll)Hexahydrat (Ru) und Natriumpersulfat (SPS) und wird durch
Licht aus dem sichtbaren Spektrum aktiviert. Lim et al. konnten zeigen, dass mit diesem
System, verglichen mit UV-Licht-aktivierten Systemen wie Irgacure 2959, hohere Zellviabilitét
und metabolische Aktivitat auch bei hohen Ru/SPS-Konzentrationen erreicht werden kdnnen
171

Die Methode und der Mechanismus dahinter wurde erstmals von Fancy et Kodadek &
beschrieben und beinhaltet zwei Schritte: Ein [Rullppy)®]?*-Komplex absorbiert Photonen im
sichtbaren Spektrum. Durch die Photolyse wird er in einen erregten Zustand versetzt, in dem er
ein Elektron an das Persulfat abgeben kann, wodurch es zur Spaltung der O-O-Bindung kommt.
Die Produkte sind das oxidierte Ru(l11), das Sulfatradikal und ein Sulfatanion. In einem zweiten
Schritt fiihrt Ru(lll) die Bildung eines Tyrosin-Radikals herbei; durch oxidative Bindung
zweier Tyrosine zu einem Di-Tyrosin wird die Polymerisation initiiert ¥, Die Tyrosine
entstammen dabei den Proteinen, die verbunden werden sollen, beispielsweise Gelatine,
Kollagen, oder auch Fibrinogen 8. Dadurch kann die Polymerisation eines proteinhaltigen
Gels oder Klebers an sich sowie die Adhdsion zum umliegenden Gewebe ermdglicht werden.
Bei der Photoquervernetzung mit Ru/SPS handelt es sich um ein vielversprechendes System,
das bereits Verwendung als Gewebekleber in Tierversuchen sowie zur Quervernetzung von
Hydrogelen gefunden hat 174181182 hisher aber noch nicht fir die Integration von Knorpel
untersucht worden ist.
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Abbildung 2: Systematische Illustration des lichtaktivierten Crosslink-Mechanismus durch
Ruthenium und SPS. A: erster Schritt: Ru absorbiert Photonen aus dem sichtbaren Spektrum
und gerdt in einen erregten Zustand. B: Struktur des Metall-Komplexes Tris(2,2-
Bipyridyl)Dichlororuthenium(l)Hexahydrat (Ru). C: Systematische Illustration der
Kettenreaktion, unter oxidativer Bindung zweier Tyrosine. Bild entstammt Fancy et Kodak &
mit freundlicher Genehmigung der National Academy of Sciences, Copyright © 2000.
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1.4.3 In vitro Push-Out-Modell

Die biochemischen und biomechanischen Faktoren, die den Reparaturprozess von
Gelenkknorpel in vivo beeinflussen, sind zu variabel und komplex, um sie systematisch
bewerten und kontrollieren zu kénnen. Die Notwendigkeit, diese Prozesse systematisch zu
erforschen, hat die Etablierung verschiedener In-vitro-Modelle gefordert. Durch
biomechanische Versuchsmodelle soll die Integration zwischen zwei Knorpelflichen oder
zwischen nativem und Regeneratknorpel unter kontrollierten Bedingungen erfasst werden. Ein
biomechanisches Modell kann dabei niemals alle Aspekte der physiologischen mechanischen
Belastung wiedergeben. Umgekehrt lassen sich dadurch einzelne Aspekte besser beleuchten
und verstehen.

Der Zugversuch ist eine Methode der mechanischen Bestimmung der Integration 8. Dabei
wird die Kraft gemessen, die bendtigt wird, um die Bindung zwischen zwei geklebten — oder
auch genéhten — Flachen zu l6sen, indem sie senkrecht auseinander gezogen werden. Beim
Scherbruchversuch werden die zwei Flachen ebenfalls auseinandergezogen, wurden jedoch
iiberlappend aneinander geklebt . Da in der physiologischen Gelenkbewegung nicht
ausschlieBlich Druckkréfte auftreten, sondern auch Zug- und Scherkréafte, beispielsweise in der
Roll-Gleit-Bewegung des Kniegelenks, eignen sich diese Versuchsanordnungen, um solche
Krafte zu objektivieren.

Ein weiteres, gut etabliertes biomechanisches In-vitro-Modell ist das Push-Out-Modell. Dabei
wird ein kreisférmiger Knorpelkern oder ein kreisformiges Transplantat in ein ringformiges
Stlick nativen Knorpel gesetzt bzw. geklebt und die Kraft gemessen, die bendtigt wird, um den
Kern senkrecht aus dem Ring zu driicken. Das Push-Out-Modell eignet sich besonders gut zur
Quantifizierung der im Gelenk auf die Grenzflache wirkenden kompressiven Krafte und kommt
den physiologischen Verhéltnissen am néchsten, da die Defektstelle des Knorpels im Korper
imitiert wird und prinzipiell auch zonale Aspekte der Knorpelschichtung zum Tragen kommen.
Der Push-Out-Versuch wurde fiir Gelenkknorpel erstmals von Obradovic et al. beschrieben 85,
Es wurde damit der Einfluss des Alters boviner Chondrozyten sowie der Einfluss einer
Vorbehandlung der Integrationszone mit Trypsin auf die Knorpelintegration nach
mehrwochiger Kultivierung untersucht. Dieser Versuchsaufbau wurde mehrfach aufgegriffen
und zur Untersuchung unterschiedlicher Parameter herangezogen, die auf die
Knorpelintegration einwirken, beispielsweise ~Wachstumsfaktoren #-188  oder die
Integrationsfahigkeit unterschiedlicher Konstrukte, beispielsweise Hydrogele 8191, Auch die
Beurteilung der Adhasionskraft durch Gewebekleber erfolgte bereits mit diesem
Versuchsaufbau 192193,
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1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Knorpel (berzieht die Oberflache aller menschlichen Gelenke und ermdglicht eine
reibungsarme Bewegung unter Aufnahme und Verteilung grof3er Lasten. Traumata und/oder
chronische Belastung Uber das physiologische Mal} hinaus sowie weitere Risikofaktoren wie
Alter und genetische Préadisposition flihren jedoch zu fortschreitender Knorpeldegeneration und
enden in Arthrose, einer chronisch degenerativen Gelenkerkrankung, die mit einer deutlichen
Morbiditat und korperlichen Einschrankungen assoziiert ist. Weil Knorpel avaskuldr ist und
dessen Zellen, die Chondrozyten, sich in einem postmitotischen Zustand befinden, besitzt
Knorpel nur sehr geringes Selbstheilungspotenzial. Momentan gibt es keine effektive Therapie
der Arthrose. Chirurgische Techniken wie Mikrofrakturierung und die autologe
Chondrozytenimplantation werden haufig eingesetzt und ermdéglichen eine symptomatische
Linderung der Beschwerden, das resultierende Ersatzgewebe ist dem nativen Knorpel jedoch
strukturell und mechanisch unterlegen, weshalb langfristig mit einem Fortschreiten der
Erkrankung zu rechnen ist. Anséatze der regenerativen Medizin kombinieren Zellen und
Signalfaktoren mit kinstlichen Geriisten, sogenannten Scaffolds aus synthethischen oder
natlrlichen Materialien und stellen vielversprechende Alternativen der Arthrosetherapie dar.
Mit dem Einbringen neuer Materialien in erkrankte Korperteile wird auch eine stabile Bindung
sowie langfristige Verbindung dieser mit dem umliegenden Gewebe notwendig. Momentan
erfolgt die chirurgische Implantation der Gewebetransplantate entweder durch Nahte, die
Implantierung als ,,Press-fit oder durch Einsatz von Gewebeklebern. In ersteren Fallen kann
zwar eine stabile Bindung, jedoch keine langfristige Integration der Gewebe im Defekt erzielt
werden. An Gewebeklebern stehen unterschiedliche Praparate zur Verfugung, die zwar eine
gewisse Effektivitit besitzen, jedoch an geringer Biokompatibilitdt oder unzureichender
Bindungskraft leiden. Die optimale Integrationsmethode sollte das Gewebe stark verbinden,
klinisch schnell und einfach angewendet werden konnen, ein hohes Mal} an Biokompatibilitat
besitzen und auflerdem die Gewebereparatur foérdern. Momentan sind die chirurgischen
Methoden limitert und kein Kleber konnte sich etablieren, der in der Lage ist, das Gewebe
sowohl inital stark zu binden als auch langfristig zu integrieren.

Elvin und Kollegen haben eine neuartige und schnelle Photooxidationsmethode genutzt, um
gel6stes natives Fibrinogen und unmodifizierte Gelatine als elastische Gele zu vernetzen, die
adhé&sive Eigenschaften besitzen und Zellproliferation ermdglichen. Gelatine und Fibrinogen
sind natdrliche Materialien mit diversen Vorteilen beziliglich Biokompatibilitat, biologischen
Eigenschaften und Abbaubarkeit. Zusatzlich zu ihrer Nditzlichkeit als potentieller
Knorpelkleber kdnnten diese Materialien daher auch Potenzial als besiedelte Hydrogele im
Bereich Tissue Engineering besitzen. Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, diese Gele bzw.
Kleber vergleichend auf ihre Fahigkeit zur Knorpeladh&sion und -integration sowie auf ihre
Zytokompatibilitat hin zu untersuchen.

Zum Erreichen dieses Ziels werden folgende Teilbereiche untersucht:

I Die Sofortadhdsion unter Verwendung von quervernetzter Fibrinogen- und
Gelatinelésung wird in einem porcinen Knorpel-Defekt-Modell mechanisch
vergleichend untersucht.

22



Einleitung

Die Langzeitintegration unter Verwendung von quervernetzter Fibrinogen- und
Gelatinelésung wird in einem porcinen Knorpel-Defekt-Modell tber einen Zeitraum
von 21 Tagen histologisch und mechanisch vergleichend untersucht.

Die Zytokompatibilitat von quervernetzter Fibrinogen- und Gelatinelésung wird durch
Inkorporation lebender Chondrozyten Uber einen Zeitraum von 14 Tagen histologisch
untersucht.

Die Langzeitintegration unter Verwendung von besiedelter, quervernetzter Fibrinogen-
und Gelatinelésung wird in einem porcinem Knorpel-Defekt-Modell (ber einen
Zeitraum von 21 Tagen histologisch und mechanisch vergleichend untersucht.
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2 Material

2.1 Instrumente

Tabelle 3: Uberblick tiber die verwendeten Instrumente

Instrument Hersteller Land
Accu-jet® pro Brand Wertheim, Deutschland
Analytische Waage Ohaus Zdirich, Schweiz

CO2-Inkubator

IBS Integra Biosciences

Fernwald, Deutschland

Cryostat CM 3050S Leica Wetzlar, Deutschland
LED Wachstumslampe, 465 HQRP® Harrison, USA

nm

Magnetrihrer VWR Darmstadt, Deutschland
Materialprufmaschine Zwick-Roell Ulm, Deutschland
BZ020/TH2A

Mikroskop BX51/DP71 Olympus Hamburg, Deutschland
Kamera

Mikroskop IX51/XC30 Olympus Hamburg, Deutschland
Kamera

Pipette multistep Brand Hamburg, Deutschland
Pipetten Research® Plus Eppendorf Hamburg, Deutschland
Prufsoftware TestXpertlI® Zwick-Roell Ulm, Deutschland
Thermomixer Comfort MTP  Eppendorf Hamburg, Deutschland
Thermomixer MKR 23 DITABIS Pforzheim, Deutschland
TissueLyser Qiagen Hilden, Deutschland
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Vorrichtungen zur
Herstellung der
Knorpelkonstrukte

Vorrichtungen des
Versuchsaufbaus

Vortex, IKA®MS3 basic
Wasserbad
Zentrifuge Rotina 420 R

Zentrifuge SIGMA 1-14

Kihlschrank
Gefrierschrank

Orbitalschattler Unimax
1010

2.2 Labormaterialien

Feinmechanik Sauer

Feinmechanik Sauer

IKA®
Memmert
Hettich

SIGMA Laborzentrifugen
GmbH

Liebherr
Liebherr

Heidolph

Material & Methoden

Wirzburg, Deutschland

Wirzburg, Deutschland

Staufen, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland

Osterode, Deutschland

Bieberach, Deutschland
Bieberach, Deutschland

Schwabach, Deutschland

Tabelle 4: Uberblick tiber die verwendeten Materialien

Material

96-Well Platte

96-Well Platte schwarz
Biopsiestanze 3.0/6.0 mm
Bottle Top-Filter Nalgene®

Deckglaser

Kryoréhrchen 2.0/5.0 ml

Hersteller

TPP

Thermo Scientific
Smithkline Beecham Ltd.
Thermo Scientific

R. Langenbrink

Sarstedt
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Trasadingen, Schweiz
Waltham, USA

UK

Waltham, USA

Emmendingen,
Deutschland

Numbrecht, Deutschland



Kulturplatte (Nunclon
Delta Surface)

Mikrotom-Klingen
PAP Pen Fettstift
Parafilm M®
Pipettenspitzen

Polypropylen Réhrchen
15/50 ml

Rasierklingen

Serologische Pipetten

Skalpelle, verschiedene
Grolen

Spitzréhrchen (Falcon®
Centrifuge Tubes) 1.5/2.0
ml

Super Frost® Plus
Deckglaser

Zellenfilter 100 um

2.3 Chemikalien

Thermo Scientific

Feather
Sigma-Aldrich
Pechiney
Starblab

Greiner Bio-One

Personna/GEM

Greiner Bio-One

Feather

Corning

R. Langenbrink

BD Biosciences

Material & Methoden

Roskilde, Danemark

Japan

Munchen, Deutschland
Chicago, USA
Hamburg, Deutschland

Frickenhausen,
Deutschland

USA

Frickenhausen,
Deutschland

Osaka, Japan

New York, USA

Emmendingen,
Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Tabelle 5: Uberblick tiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie

0,25% Trypsin-EDTA

2-Propanol

Hersteller

Gibco®Life

Technologies

Sigma-Aldrich
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Land

Carlsbad, USA

Steinheim, Deutschland



Aqua ad iniectabilia

Ascorbinséure (L-
Ascorbinsdure-2-Phosphat)

Brilliant I11 Ultra-Fast SYBR
Chloramin T

DAPI Eindeckmedium
ImmunoSelect®

Destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid
Eisen(lI1)Chlorid
Entellan®

Fibrinogen

Gelatine (porcine, Typ A)
Glucose

Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
Kollagenase Typ Il
Live/Dead Zell-Viabilitat Kit 11
Natriumchlorid
Natriumpersulfat

Nicht-essentielle Aminosaduren
(MEM NEAA Non-Essential
Amino Acids)

Papain

PBS (Dulbecco A) Tabletten

Bernd Braun Chemicals

Sigma-Aldrich

Agilent
Sigma-Aldrich

Dianova

Gibco® Life

Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Worthington
PromoKine
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Gibco® Life

Technologies

Worthington

Thermo Scientific
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Rottweil, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Santa Clara, USA
Steinheim, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Carlsbad, USA

Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Lakewood, USA
Heidelberg, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Carlsbad, USA

Lakewood, USA

Waltham, USA



Penicillin/Streptomycin

Pepsin

Phosphatgepufferte Salzldsung
(DPBS Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline)

Prolin (L-Proline)
Rinderserumalbumin
Safranin O
Salzséure

Salzséure Standard-L6sung

Terralin®

Thiazolyl Blue Tetrazolium

Bromid (MTT)
Tissue-Tek® O.C.T. compound

Tris(2,2°-
Bipyridyl)dichlororuthenium(ll)-
Hexahydrat

Xylene

Zellkultur-Nahrmedium
(Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

2.4 Nahrmedien

Proliferationsmedium

Gibco® Life
Technologies
Sigma-Aldrich

Gibco® Life

Technologies

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich, Fluka®
Analytical

Schiilke & Mayr UK Ltd.

Sigma-Aldrich

Sakura Finetek

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Carlsbad, USA

Steinheim, Deutschland

Carlsbad, USA

Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Norderstedt, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Zoeterwonde,
Niederlande

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s F-12 (DMEM/F12) wurde mit 10% fetalem
Kalberserum (FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S; 100U/mL Penicillin, 0,2mg/mL
Streptomycin) und 5 ng/mL fibroblastischem Wachstumsfaktor (bFGF) gemischt.
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Kulturmedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose 4.5 g/ (DMEM) wurde 10% FBS, 1%
P/S, 1% 1 M Hepes, 0,1% L-Ascorbinséure-2-Phosphat, 0,1% L-Prolin und 1% nicht-
essenzielle Aminoséuren hinzugefugt.

2.5 Lo6sungen und Puffer

Chloramin T Loésung: 70,5 mg Chloramin T wurde in 4 mL Zitratpuffer mit einem pH 6
aufgeldst und 0,5 mL 2-Propanol wurde hinzugefugt.

Kollagenase Puffer: 0,1 M HEPES, 120 mM NaCl, 50 mM KCI, 1 mM CacCl;, und 5 mM
Glucose wurde zu 450 mL H20 hinzugefugt. Der pH wurde auf 7,4 eingestellt (mittels 2 M
NaOH) und das Volumen wurde auf 500 mL mit H>O erhoht. Dann wurde die Losung steril
filtriert. Direkt vor dem Verdauen wurden 10% FBS, 1% P/S und 0,15% Kollagenase Typ II
hinzugeftigt.

DAB-L6sung: 750 mg p-Dimethylamino-Benzaldehyd (DAB) wurde zu 3 mL 2-Propanol
hinzugefiigt, dann wurden 1,3 mL 60%-Perchlorsaure hinzugefugt.

MTT-L06sung: 5 mg/mL Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT; Sigma, M2128) wurde
in 1 x PBS (pH=7,4) aufgeldst und dann reichlich mittels des Vortexmischers geschuttelt.
Danach erfolgte die sterile Filtration durch einen 0,2 pm Filter um Kristalle zu entfernen und
zur Sterilisation. Die MTT Losung wurde bei —20°C aufbewahrt.

PBS: 10 PBS (Dulbecco A) Tabletten wurden in 1 L ddH»0 aufgeldst.

[Rullppy)®]?* (50 mM): 37.45 mg [Rullppy)®]?* wurde mit 1 mL H,O gemischt und geriihrt bis
es vollstandig aufgeldst war. Die Stammldsung wurde in Aluminium-Folie eingewickelt und in
Dunkelheit bei —20°C aufbewahrt.

SPS (1 M) - Losung: 238mg SPS wurden mit 1 mL H>O gemischt. Die Lésung wurde bei
-20°C gelagert.
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3 Methoden

3.1 Knorpelextraktion

Zur Herstellung der Knorpelscheiben fiir die mechanischen Push-Out-Messungen sowie zur
Gewinnung porciner Chondrozyten wurde Knorpel aus den Hinterlaufen von Spanferkeln aus
einer lokalen Metzgerei (Metzgerei Hollerbach; Rimpar, Deutschland) verwendet. Die Ferkel
waren bei Schlachtung zwischen 8 und 12 Wochen alt und standen unter tieréarztlicher
Kontrolle. Bei der Schlachtung wurde darauf geachtet, dass die Gelenkkapsel intakt blieb. Die
Knie wurden innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet. Dabei wurde zundchst die
Gelenkkapsel mit einem sterilen Skalpell schonend erdffnet. Anschlielend wurde die
Gelenkflache der Tibia rechteckig umschnitten und mittels eines stumpfen Spatels herausgeldst
(Abb.3). Die entstandenen Knorpelscheiben wurden gesammelt in einem mit PBS und 1%
Streptomycin / 1% Penicillin gefullten Falcon-Réhrchen bis zur weiteren Verarbeitung
aufbewahrt.

Abbildung 3: Knorpelextraktion; A: geschlossene Gelenkkapsel; B: freigelegter
Gelenkknorpel; C: Herauslosen der Knorpelplatte; D: Knorpelplatte

31



Material & Methoden

3.2 Herstellung der Proben fiir die Push-Out-Messungen

Mittels einer 6-mm-Biopsiestanze wurden mehrere Knorpelzylinder aus der Knorpelplatte
herausgestanzt (Abb.4). Je nach Lokalisation war die Platte unterschiedlich dick, weshalb die
Zylinder unterschiedliche HoOhen hatten. Besonders in der Mitte ist die Dicke der
Knorpelscheibe sehr gering, wéhrend sie in den lateralen Knorpelschenkeln, besonders im
vorderen Bereich, dicker ist, weshalb die Stanzen bevorzugt hier entnommen wurden. Die
Knorpelzylinder wurden wieder in PBS-L&sung aufbewahrt. Anschlielend wurden die Zylinder
mittels Rasierklingen in einem Schneidemodul auf eine Hohe von 1 mm zugeschnitten. Das
Schneidemodul war zuvor von der Arbeitsgruppe etabliert worden. In Abhéangigkeit der
Ausgangshohe der Zylinder konnten unterschiedliche Schnittfiihrungen gewahlt werden; so
konnten aus einem Zylinder mehrere Knorpelscheiben hergestellt werden. Wichtig war dabei,
dass immer an beiden Seiten des Knorpels ein ganzflachiges Stiick entfernt wurde, d.h. auf der
ostealen Seite die komplette subchondrale Platte und von der gelenknahen Seite die
superfizielle Zone weggeschnitten wurde. Schliellich wurde noch der Mittelteil der
Knorpelscheiben in einer ebenfalls dafur angefertigten Vorrichtung mittels einer 3-mm-
Biopsiestanze herausgestanzt. Die Haltevorrichtung gewahrleistete, dass der Knorpelkern
mittig und senkrecht herausgetrennt werden konnte. Schlussendlich resultierte auf diese Weise
ein Knorpelring mit einer Hohe von 1 mm und einem AuRendurchmesser von 6 mm, sowie ein
Kern mit einem Durchmesser von 3 mm und ebenfalls einer Héhe von 1 mm (Abb. 4,5). Dieser
Kern wurde im Verlauf mittels eines Bioadhdsivums wieder in den Ring geklebt und die
Messungen bzw. Farbungen durchgefuhrt.
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Abbildung 4: Herstellung der Proben fir das Push-Out-Modell (nicht malistabsgetreu); 1:
Stanzen des Zylinders mit der 6-mm-Biopsiestanze aus dem Gelenkknorpel; 2: gestanzter 6-
mm-Zylinder; 3: Beidseitiges Trimmen mit Rasierklingen auf Hohe von 1 mm in Schneidemodul
(s. Abb. 5); 4: geschnittener 1 mm hoher Zylinder; 5: Stanzen des Knorpelkerns mit 3-mm-
Biopsiestanze; 6: fertiger Knorpelring und -kern

Abbildung 5: Trimmen der Konstrukte und Stanzen des Knorpelkerns mittels 3-mm-Stanze; A:
Trimmen der Knorpelkonstrukte auf eine einheitliche Hohe mittels Schneidemodul und
Rasierklingen (nicht mit abgebildet); B: Haltevorrichtung mit 3-mm-Stanze; C: 6-mm-
Knorpelring und 3-mm-Knorpelkern; der Kern wird anschlieend mittels des Adh&sivums in
den Ring geklebt.
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3.3 Isolierung der Chondrozyten

Fur die Gewinnung lebender Chondrozyten wurde der Knorpel aus den Knien extrahiert (siehe
oben). Mit einem Skalpell wurden kalzifizierte Anteile von der ostealen Seite entfernt. Der
Knorpel wurde in 1-3 mm?® groRe Stiickchen geschnitten und zentrifugiert (10 min, 300 g).
AnschlieBend wurden die Knorpelsticke in Kollagenasepuffer enzymatisch verdaut
(Kollagenase Typ Il, 37°C, 5% CO2, 16 h auf einem Orbitalschuttler bei 50 rpm). Die
Suspension wurde durch einen 100 um Zellfilter gefiltert, in PBS gewaschen und zentrifugiert
(5 min, 5000 rpm). Der Uberstand wurde entfernt, PBS hinzugefiigt und resuspendiert und
anschlieend nochmals zentrifugiert (5 min, 5000 rpm). Dieser Waschvorgang wurde dreimal
wiederholt. Schlielich wurde Proliferationsmedium hinzugefugt und das Zellpellet
resuspendiert.

3.4 Kryokonservierung der Chondrozyten

Zur Aufbewahrung und anschlieBenden Verwendung wurden die Chondrozyten
kryokonserviert. Hierzu wurden dem Proliferationsmedium 5% DMSO hinzugefiigt, die
Zellsuspension in Kryophiolen gegeben und diese in Isopropanol (-80°C) fiir 24 Stunden
aufbewahrt um ein langsames Einfrieren der Zellen zu gewéhrleisten. AnschlieRend wurden die
Phiolen in flussigem Stickstof (-180°C) kryokonserviert bis zur weiteren Verwendung.

3.5 Kultivierung und Passagieren der Chondrozyten

Die Zellen wurden rasch aufgetaut, in Proliferationsmedium resuspendiert und in 50 mL
Falcon- Rohrchen zentrifugiert (10 min, 300g). Der Uberstand wurde abgesaugt um das DMSO
zu entfernen. Nach Hinzufugen von Proliferationsmedium wurden die Zellen resuspendiert und
in T175 cm? Flaschen mit 25 mL Proliferationsmedium gegeben. Das Proliferationsmedium
wurde dreimal pro Woche gewechselt, bis sich ein Zellrasen gebildet hatte, was regelméaRig
unter dem Mikroskop Uberpriift wurde. Zum Passagieren wurden das Proliferationsmedium
entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 3,5 mL 0,25% Trypsin-
EDTA hinzugefiigt um die Zellen von der Flasche zu 16sen. Nach 3-5 Minuten Inkubation bei
37 °C wurden 7 mL Proliferationsmedium hinzugegeben um die enzymatische Reaktion zu
stoppen. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (10 min, 300g), der Uberstand entfernt und 18
mL Proliferationsmedium hinzugefugt um die Zellzahl unter Zuhilfenahme eines
Hamozytometers zu bestimmen. AnschlieRend wurden die Zellen wieder in T175cm? Flaschen
ausgesat oder fir weitere Experimente verwendet.
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3.6 Herstellung des Bioadhasivums

3.6.1 Vorbereitung der Gelatine-Ldsung

Gelatine-Pulver wurde in sterilem PBS bei 65°C unter gelegentlichem Umriihren aufgeldst mit
verschiedenen Endkonzentrationen (75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL, 150 mg/mL). Die
Losung wurde unter UV-Licht sterilisiert (10 min, 240 nm) und direkt verwendet oder bei
-20°C gelagert bis zur weiteren Verwendung.

3.6.2 Vorbereitung der Fibrinogen-Ldsung

Fibrinogen-Pulver wurde in sterilem PBS bei Raumtemperatur aufgeldst da Fibrinogen bei
hoheren Temperaturen denaturieren wiirde, mit verschiedenen Endkonzentrationen (75 mg/mL,
100 mg/mL, 125 mg/mL, 150 mg/mL). Die Losung wurde unter UV-Licht sterilisiert (10 min,
240 nm) und direkt verwendet oder bei -20°C gelagert bis zur weiteren Verwendung.

3.6.3 Cross-Linking-Verfahren

Die photoaktivierte Quervernetzung der Gelatine-/Fibrinogenkleber bzw. -gele erfolgte mittels
des Photoinitiators Ruthenium ([Rullppy)*]?". Dabei wurde der Gelatine-/Fibrinogen-Lésung
mit oder ohne Zellen bei Dunkelheit die Crosslinking-Losung hinzugefiigt im Verhaltnis von
100 pL Gelatine/Fibrinogen Stammlosung mit 4 pL Ruthenium Stammlésung (ImM
Rutheniumkomplex und 2 uLL SPS Stammldsung).

Mechanische Versuche

Die vorbereiteten Knorpelkonstrukte wurden mit den Bioadhé&siva geklebt. Dabei wurde in
folgender Reihenfolge vorgegangen: Knorpelring und Knorpelkern wurden mit Zellstoff
abgetrocknet und nebeneinander auf einer Teflonplatte platziert. Der Gelatine- bzw
Fibrinogenkleber wurde frisch angesetzt (s.0.) und eine definierte Menge von 10 pL in den
Knorpelring pipettiert. Daraufhin wurden die Knorpelkerne mit einer Pinzette im Knorpelring
platziert. Auf diese Weise lielen sich bis zu sechs Knorpelkonstrukte direkt hintereinander
zusammenfligen. Der Prozess musste bei moglichst wenig Umgebungslicht stattfinden, um die
lichtaktivierte Quervernetzung nicht vorzeitig zu starten. Deshalb, und weil die Gelatineldsung
in so geringen Mengen schnell abzukihlen und auszuhérten drohte, musste dabei sehr rasch,
aber trotzdem genau vorgegangen werden, weshalb der Klebeprozess Geschick und Ubung
erforderte. AnschlieRend wurden die Konstrukte mit einer blauen LED Lampe (5,6 mW/cm?,
10 cm Entfernung) 30 sek. beleuchtet, gewendet und erneut fiir 30 s beleuchtet. Die so geklebten
Konstrukte konnten direkt zur Messung der Integrationskraft des Klebers oder histologischen
Begutachtung verwendet werden oder weiter kultiviert werden zur Beurteilung der
Langzeitintegration. In diesem Fall wurden die Konstrukte in 48-Well-Platten gegeben und mit
sterilem PBS mehrfach gewaschen. AnschlieBend wurden sie in Kulturmedium bis zu 21 Tage
kultiviert und an unterschiedlichen Tagen Messungen durchgefiihrt. Das Kulturmedium wurde
dreimal wochentlich gewechselt.
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Gele

Um mit Zellen besiedelte Gele/Kleber herzustellen wurden die Zellen zentrifugiert und das
Proliferationsmedium entfernt. Dann wurde Gelatinelésung (40°C) bzw Fibrinogenlésung
(Raumtemperatur) hinzugefiigt und die Zellen vorsichtig resuspendiert, mit einer angestrebten
Konzentration von 20 x 10° Zellen/mL. Nach Hinzugabe von Ruthenium und SPS (s.0.) wurde
eine definierte Menge von 40 pL in Teflonringe, die auf einer Teflonplatte platziert waren,
pipettiert und mit LED-Licht (s.0.) 30 sek. von beiden Seiten beleuchtet. Die so hergestellten
Hydrogele wurden in 48-Well-Platten gegeben und mit sterilem PBS mehrfach gewaschen.
AnschlieBend wurden sie in Kulturmedium bis zu 14 Tage kultiviert. Das Kulturmedium wurde
dreimal wochentlich gewechselt.

3.7 Enzymatischer Andau

Teilweise wurden die Knorpelflachen einem enzymatischen Andau unterzogen um einen
maoglichen Einfluss auf die Integrationskraft zu untersuchen. Hierbei kamen Trypsin und
Pepsin zum Einsatz.

3.7.1 Trypsin

Zu den Knorpelkonstrukten wurde Trypsin-EDTA in einer Konzentration 0,1% gegeben und 5
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Konstrukte mehrfach in PBS gesplilt.

3.7.2 Pepsin

Zu den Knorpelkonstrukten wurde Pepsin in einer Konzentration 0,25% gegeben und 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Konstrukte mehrfach in PBS gespiilt.

Die verwendeten Konzentrationen von Trypsin und Pepsin waren im Vorfeld dieser Arbeit in
der Arbeitsgruppe etabliert worden.

3.8 Versuchsaufbau Mechanik

Der Versuchsaufbau fiir die mechanische Messung der Integrationskraft war von einem anderen
Team aus der Arbeitsgruppe im Vorfeld dieser Arbeit etabliert und optimiert worden. Der
Versuchsaufbau bestand aus der Grundeinheit und der Messeinheit, welche in einer
Materialpriifmaschine (Zwick-Roell-BZ020/TH2A; Ulm, Deutschland) montiert wurden. Die
dafliir bendtigten Einzelteile wurden von einem Feinmechaniker (Feinmechanik Sauer;
Wirzburg, Deutschland) angefertigt. Bei dem Versuchsaufbau handelte es sich um ein Push-
Out-Modell. Gemessen wurde die bendétigte Kraft, um den Knorpelkern mittels eines Stempels
senkrecht durch den Knorpelring zu drticken. Mittels dieser und der berechneten Mantelflache
des Knorpelkerns bzw. des Knorpelringes liel3 sich die Adhésionskraft berechnen.

3.8.1 Grundeinheit

Die Grundeinheit (Abb. 6, 7) diente der Fixierung der Knorpelkonstrukte um eine fehlerfreie
Messung gewahrleisten zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde auf dem Boden der Priifmaschine
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eine bewegliche Grundplatte mit Feststellschrauben angebracht, in die wiederum die
Probenhalterung gesetzt wurde. In diese konnten die Knorpelkonstrukte passgenau eingesetzt
und mittels eines Deckel von allen Seiten fixiert werden. Im Deckel und dem Boden der
Probenhalterung befand sich ein zentral gelegenes Loch, durch das der Stempel auf den im
Inneren befindlichen Knorpelkern herabgesenkt werden konnte. Vor Beginn der Messung
wurde die Grundeinheit auf die Messeinheit ausgerichtet, indem der Stempel und das Loch im
Deckel der Ausrichtungseinheit aufeinander abgestimmt wurden, und dann mithilfe der
Feststellschrauben fixiert.

Abbildung 6: Grundeinheit; A: die Grundplatte mit Probenhalterung wurde auf dem Boden der
Prufmaschine fixiert; B: Probenhalterung mit Deckel = Ausrichtungseinheit; C: der Stempel
fuhr senkrecht von oben durch den Deckel auf die Probe herab

3.8.2 Messeinheit

Die Messeinheit (Abb. 7) bestand aus dem Kraftaufnehmer, der Halterung fur den Stempel,
sowie dem Stempel. Diese wurde am beweglichen Mittelteil der Prifmaschine, der Traverse,
angebracht. Mittels des Stempels wurde der Knorpelkern durch den Ring gedruickt und die daftr
benotigte Kraft vom Kraftaufnehmer ermittelt.

3.8.3 Prufmaschine

Die Zwick-Roell-Materialpriifmaschine zeichnet sich durch zwei Prifraume, ober- und
unterhalb der Traverse aus, wodurch sowohl Druck- und Zugmessungen als auch
Biegeversuche durchgefihrt werden konnen. Die Traversengeschwindigkeit, mit welcher der
Stempel auf die Probe trifft, kann zwischen 0,5 pum/min und 500 mm/min variert werden. Der
verwendete Kraftaufnehmer (Z6FD1) gehort zur Genauigkeitsklasse D1 der Firma HBM. Die
maximale Last liegt bei 10 kg (Emax) bei einem Mindestteilungswert (Vmin) von 0,0360%
wodurch Krifte bis 98,1 N gemessen werden konnen. Uber ein dazugehoriges
Computerterminal konnten die ermittelten Daten Uber die Prufsoftware (TestXpertll®)
ausgewertet werden.
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Kraftau fnehmer
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Abbildung 7: Schematischer Versuchsaufbau (nicht maRstabsgetreu); Grundeinheit:
Grundplatte, Feststellschrauben, Probenhalterung, Ausrichtungseinheit; Messeinheit:
Kraftaufnehmer, Haltevorrichtung, Stempel.

3.8.4 Prufsoftware

Die Prufsoftware TestXpertlI® wurde von der Firma Zwick-Roell zur Verfiigung gestellt. Das
Programm liefert eine Kurvengrafik sowie den maximal benétigten Druck (Fmax, in Newton)
und die Verformung nominell bei Fmax (in Millimetern). Die in der Prufvorschrift festgelegte
Anfahrtsgeschwindigkeit war von einer anderen Arbeitsgruppe im Vorfeld dieser Arbeit bei 10
mm/min festgelegt worden.
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3.8.5 Messkurve

schematische Messkurve
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Abbildung 8: Schematischer Kurvenverlauf: A: Steigung der Kurve, abhangig vom
Elastizitatsmodul; B: Peak, entspricht der gemessenen Maximalkraft; C: Plateau, entspricht
der Kraft bzw. dem Weg, bis der Kern durch den Ring gedrtckt worden ist

Nach Beendigung der Messung wurde der Messverlauf mithilfe der Prifsoftware grafisch
dargestellt. Auf der Y-Achse wurde die gemessene Kraft (in Newton) und auf der X-Achse der
Standardweg (in Millimetern) angegeben. Aus den gemessen Einzelmessungen ergab sich ein
typischer Kurvenverlauf: zundchst stieg die Kurve steil an und zwar umso steiler, je steifer das
Material, also je weniger elastisch der Kleber war. Danach folgte ein ,,Peak®, welcher der Kraft
entsprach, die benétigt wurde, um die Adhdsion zu l6sen, woraufhin die Kurve steil absank und
in ein ,,Plateau‘ (berging, welches der konstanten Kraft entsprach, die bendtigt wurde um den
Knorpelkern vollstandig durch den Knorpelring zu drticken.

Die benotigte Maximalkraft, also der Peak, war der Zielwert und wurde unter Einberechnung
der Integrationsflache in die normierte Adhdasionskraft (in kPa) umgerechnet. Die
Integrationsflache entsprach der Mantelflache (M) des Knorpelkerns:

M=2nrh

Fur die Adhé&sionskraft in Kilopascal (kPa) ergab sich:

Fmax [N]
Integrationsfliche [mm?2]

Adhasionskraft [kPa] = x 1000
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3.9 Histologie
3.9.1 Paraffinschnitte

Die Knorpelkonstrukte wurden iber 24 Stunden in 3,7% Formalin bei 4°C fixiert. Dann wurden
die Proben mit einer Einbettungsmaschine in Paraffin eingebettet und mittels eines Mikrotoms
in 2 pm dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden in einem 45°C warmen Ofen bis zu 12
Stunden angebacken zur besseren Haftung auf dem Objekttrager. Vor der Farbung wurden die
Schnitte nach folgendem Protokoll entparaffiniert: 3 x 3 min Xylol, 3 x 3 min 100% Ethanol, 2
X 3 min 90% Ethanol, 2 x 3 min 80% Ethanol, 1 x 3 min 70% Ethanol, 1 x 3 min 50% Ethanol,
2 X 3 min vollentsalztes Wasser.

3.9.2 Kryoschnitte

Die Gele wurden ber 24 Stunden in 3,7% Formalin bei 4°C fixiert. Danach wurden sie in
Tissue-Tek® in Kryophiolen iber Nacht bei 4°C eingebettet und dann in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -20°C aufbewahrt bis zur weiteren Verwendung. Die gefrorenen,
eingebetteten Proben wurden mittels eines Kryostates (Leica CM 1850) bei -20°C in 4 pm dicke
Schnitte geschnitten und auf SuperFrost® Plus Objekttradgern bei Raumtemperatur bis zur
Féarbung gelagert.

3.9.3 Safranin-O-Farbung

Zur histologischen Analytik der Proteoglykane erfolgten Farbungen mit Safranin-O. Fir die
Safranin-O-Farbung wurden die Objekttrager nach folgendem Protokoll gefarbt: Spilen der
Schnitte in destilliertem Wasser fiir I min, Weigert’s Himatoxylin fiir 6 min, kurzes Eintauchen
in destilliertem Wasser, kurzes Eintauchen in 0,5% Essigsaure, Blauen der Schnitte unter
laufendem Leitungswasser fir 5 min, 0,02% Fast Green fiir 4 min, 3 x Eintauchen in 1%
Essigsaure, 0,1% Safranin-O fiir 6 min, Dehydratation in einer Alkoholreihe mit absolutem
Ethanol fir 1 min, dann 2 min 2-Propanol und 2 min Xylol. Am Ende wurden die Deckgléaser
auf den Objekttragern mit Entellan fixiert. Die Schnitte wurden tiber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet. Die Bildaufnahmen wurden mit einem Olympus BX51 Mikroskop, ausgestattet mit
einer DP71 Digitalkamera (Olympus; Hamburg, Deutschland), gemacht.

3.9.4 DAB-Farbung

Zur Darstellung von Kollagen I und Il wurden immunhistochemische (IHC) Farbungen mit
DAB-Substrat angefertigt. Die Schnitte wurden dazu mittels einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert und in HO gelegt. Anschlielend wurden die Histoschnitte auf den
Objekttragern mit einem Fettstift kreisformig eingerahmt. Es erfolgte ein Andau mit Proteinase-
K-Ldsung fir 10 min, gefolgt vom Block der Reaktion mit 1% BSA in PBS tber 20 min. Fir
die Visualisierung wurden die Schnitte zundchst mit dem primaren Antikdrper versehen: Anti-
Kollagen 1 (1:600 Ms-IgG ab6308, abcam) und Anti-Kollagen 11 (1:100, Rb-1gG, ab34712,
abcam). Die Schnitte wurden mindestens 2 Stunden oder tiber Nacht in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach dem Waschen fiir 3 x 3 min mit Tris-NaCl mit 0,1 % Tween 20 (TBS-T) folgte
die immunhistochemische Farbung mithilfe des sekundaren Antikorpers (1:100, goat-anti-
rabbit-HRP fur Kollagen I und 1:100, rabbit-anti-mouse-HRP fur Kollagen I1). Die Inkubation
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erfolgte flr 1 Stunde in einer feuchten Kammer, gefolgt von 3 x 3 min Waschen in TBS-T. Zur
Entwicklung wurde das DAB-Reagenz mittels Kit frisch hergestellt, die Schnitte 5 min
inkubiert und mit H2O gewaschen. Danach folgte die Hamalaun-Férbung fur 1-2 min, gefolgt
von Spulen der Schnitte mit Leitungswasser. SchlieBlich wurden die Schnitte mit Glycergel
Mounting Medium (DAKO) eingedeckelt.

3.9.5 Live/Dead-Farbung

Die Uberprifung der Zellviabilitit der Gele erfolgte mit dem Live/Dead Zell-Farbe Kit
(PromoKine; Heidelberg, Deutschland). Hierzu wurde das Kulturmedium vorsichtig entfernt
und den Zellen pro Well 333 uL Firbelosung, die 1 pL. EthidiumbromidhomodimerIII (EthD)
und 2 pL Calceinacetoxymethylester (CalceinAM) pro 1 mL PBS beinhaltete, hinzugeftigt.
Nach 30 min Inkubation bei 37°C in Dunkelheit wurden die Zellen mit einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert und mit der Olympus CellSensTM Software die
Bildaufnahmen gemacht und bearbeitet.

3.9.6 MTT-Assay

Zur Uberpriufung der Zellvitalitait der Knorpelkonstrukte wurde der MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid)  Tetrazolium-Reduktions-Assay
eingesetzt. Hierzu wurden 80 L MTT-L6sung in 400 pLL Kulturmedium pro Well gegeben und
fur 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurden makroskopische und mikroskopische
Aufnahmen der Proben fir eine qualitative Bestimmung der Zellvitalitat angefertigt.

3.10 Bildgebende Verfahren

3.10.1 Makroskopische Aufnahmen

Makroskopische Bildgebung erfolgte entweder mit einem USB Mikroskop (dnt® DigiMicro
Profi) unter Verwendung der Micro Capture Software auf einem LED Light Pad (HUION
Leuchttisch L4S) oder mit einer Sony RGBW Sensor Kamera.

3.10.2 Mikroskopische Aufnahmen

Mikroskopische Bildgebung der Safranin-O- sowie der MTT-Schnitte erfolgte unter
Verwendung einer DP71 Digitalkamera (Olympus; Hamburg, Deutschland), die an einem
Olympus BX51 Mikroskop angeschlossen war. Zur mikroskopische Bildgebung der
Live/Dead-Farbung kam ein Olympus IX51 invertiertes Mikroskop zum Einsatz, ausgestattet
mit einer XC30-Kamera (Olympus; Hamburg, Deutschland). Die Bildbearbeitung erfolgte mit
der CellSens Dimension Software.
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3.11 Statistische Auswertung

Die Auswertung der durch die TestXpertllI®-Prifsoftware erstellten Messdaten erfolgte mit
MicrosoftExcel®. Mit dieser Software wurde die Integrationskraft entsprechend der
Integrationsflache sowie die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet und die
dargestellten Diagramme erstellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS® (IBM SPSS
Statistics). Die Normalverteilung der Proben wurde mittels Shapiro-Wilk-Test und visuell
mittels Q-Q-Plots tberpriift und bestétigt. Die Varianzhomogenitéit wurde mit dem Levene-Test
Uberprift. Bei gegebener Varianzhomogenitat erfolgte zur Signifikanzberechnung die
Durchfiihrung einer ANOVA mit Tukey-HSD als Post-Hoc-Test. Bei Varianzinhomogenitat
erfolgte zur Signifikanzberechnung eine Welch-ANOVA mit Dunnett-T3 als Post-Hoc-Test.
Das Signifikanzniveau wurde auf einen Wert von p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Sofortadhasion

Es sollte beurteilt werden, ob Fibrinogen — oder Gelatineldsung, die mit durch Licht aktiviertes
Ruthenium vernetzt werden, sich als Bioadhdsivum fir Knorpelgewebe eignen. Zu diesem
Zweck wurde zunéchst die Sofortadhdsion zwischen Knorpelring und Knorpelkern, also die
Kraft, die bendtigt wird, um geklebte Knorpelringe und Knorpelkerne voneinander zu lésen,
durch mechanische Messungen untersucht. AnschlieBend wurde getestet, ob sich die
Adhasionskraft durch enzymatischen Andau der Knorpeloberflache steigern lasst.

4.1.1 Push-Out-Versuch: Sofortadhadsion durch Ruthenium-Fibrinogen
(RuFib) und Ruthenium-Gelatine (RuGel) 150 mg/ml

Fur diesen Versuch wurden zwei Versuchsgruppen gebildet. Zur Messung der Sofortadhésion
zwischen zwei Knorpelflachen, die mit RuFib und RuGel geklebt worden waren, wurden
Knorpelkerne mittels RuFib- und RuGel-Mischungen in den Knorpelkern geklebt.

Fur beide Gruppen wurden Fibrinogen oder Gelatine in einer Konzentration von 150 mg/ml in
PBS aufgel6st. Die Konzentration von 150 mg/ml wurde basierend auf den Arbeiten von Elvin
et al. 165173181 qusgewahlt. Die Losungen wurden mit 1 mM Ruthenium und 20 mM SPS
versetzt und fir die ersten zwei Versuchsgruppen jeweils 10 pL in je einen Knorpelring
pipettiert, der Knorpelkern mit einer Pinzette im Knorpelring platziert und die Konstrukte
jeweils 30 sek von beiden Seiten beleuchtet. Mit der Zwick-Roell-Materialprifmaschine wurde
unter Verwendung der TestXpertlI®-Prifsoftware die Kraft ermittelt, die bendétigt wurde, um
den Knorpelkern mittels des Stempels aus dem Knorpelring zu driicken.

Im Vorfeld dieser Arbeit waren in demselben Versuchsaufbau mehrfach validierte Messungen
von Kontrollgruppen an Tag 0 erfolgt, in denen der Knorpelkern lose in den Ring gesetzt
worden war. Die entsprechenden Kontrollwerte wurden in diesem Versuch grafisch mit
abgebildet und mit der Adhasionskraft der Kleber verglichen. Es zeigte sich dabei, dass es an
Tag O in beiden Versuchsgruppen zu einer messbaren Adhdsion zwischen Kleber und
Knorpelgewebe kam, die unterschiedlich hoch ausfiel mit im Mittel 25,63 kPa in der Gruppe
RuFib und 68,82 kPa in der Gruppe RuGel (Abbildung 9). Die Adhdsionskraft war dabei
sowohl in der Gruppe RuFib als auch in der Gruppe RuGel signifikant héher als in der
Kontrollgruppe, in der die Knorpelstiicke lose ineinander gelegt worden waren. Die
Adhasionskraft fiel in den mit RuGel geklebten Knorpel-Knorpel-Konstrukten singifikant
hoher aus als in den RuFib-Konstrukten.
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Sofortadhasion: RuFib/RuGel 150 mg/ml dO
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Abbildung 9: Push-Out-Messungen der Sofortadh&sion nach Applikation der Kleber RuFib und
RuGel, jeweils 150 mg/ml; Bei Werten fiir die Kontrollgruppe handelt es sich dabei um
validierte Messwerte, die im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe erhoben worden sind;
Mittelwerte mit Standardabweichungen; *: signifikant gegenlber der Kontrollgruppe Knorpel;
A signifikant gegentiber RuFib Knorpel.

4.1.2 Push-Out-Versuch: Einfluss auf Sofortadhasion durch enzymatischen

Andau mit Pepsin + Trypsin

In diesem Versuch wurde getestet ob der enzymatische Andau des Knorpels mit Pepsin und
Trypsin zu einer Anderung der Adhésionkraft filhrt. Hierzu wurden drei Versuchsgruppen
gebildet, bestehend aus einer Gruppe mit durch Pepsin angedauten Knorpelkonstrukten und
einer Gruppe mit durch Trypsin angedauten Konstrukten sowie einer Kontrollgruppe ohne
Andau. In der Pepsin-Gruppe wurden die Konstrukte mit Pepsin in einer Konzentration 0,25%
versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Konstrukte mehrfach in
PBS gespult und nach Standard-Protokoll geklebt. In der Trypsin-Gruppe wurde zu den
Knorpelkonstrukten Trypsin-EDTA in einer Konzentration 0,1% gegeben und 5 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Konzentrationen fiir den enzymatischen Andau waren in der Arbeitsgruppe
im Vorfeld dieser Arbeit etabliert worden. AnschlieRend wurden die Konstrukte mehrfach in
PBS gespult und schlieBlich ebenfalls nach Standard-Protokoll geklebt. Die Kontrollgruppe
wurde ohne vorherigen Andau nach Standard-Protokoll wie im vorherigen Versuch geklebt.
Die Konzentrationen der Kleber wurden unveréandert beibehalten.

Die Adhésionskrafte der Gruppen ohne enzymatischen Andau lagen fir RuFib und RuGel
jeweils in einem &hnlichen Bereich wie im vorherigen Versuch. Auch in diesem Versuch zeigte
sich dabei eine signifikant hohere Adhésionskraft des Klebers RuGel gegeniiber RuFib. Fir die
Gruppe RuFib zeigte sich nach vorherigem Andau durch Pepsin eine leicht niedrigere
Adhésionskraft und eine etwas hohere Integrationskraft nach vorherigem Andau durch Trypsin
(Abbildung 10). Diese Unterschiede waren nicht singifikant. In der Gruppe RuGel zeigte sich
eine erniedrigte Adhé&sionskraft nach vorherigem Andau sowohl mit Pepsin als auch mit
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Trypsin, wobei der Abfall der Adhdsionskraft nach enzymatischem Andau mit Trypsin noch
geringer ausfiel und statistisch signifikant war.

Andau durch Enzyme: RuFib/RuGel 150 mg/ml und
100 - Pepsin/Trypsin

90 - ® RuFib
80 - m RuGel
70 -
60 -
50 -
40 -

Adhasive Kraft [kPa]

30
20 -
10 -

ohne Enzyme + Pepsin + Trypsin

Abbildung 10:Push-Out-Messungen der Sofortadhésion nach Applikation der Kleber RuFib
und RuGel, jeweils 150 mg/ml, und vorher durchgefiihrtem enzymatischem Andau. Andau mit
Pepsin oder Trypsin, bzw. ohne Andau als Kontrolle; Mittelwerte mit Standardabweichungen;
*: signifikant gegenuber der Gruppe RuFib ohne Enzyme; 4: signifikant gegentber der Gruppe
RuGel ohne Enzyme.
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4.2 Langzeitintegration Uber 21 Tage

Als nachstes sollte das Verhalten der RuFib- und RuGel-Kleber Uber einen langeren Zeitraum
mechanisch und histologisch untersucht werden. Auch verdnderte Konzentrationen der
Ruthenium-Kleber wurden getestet. In einem ersten Versuch wurden die Knorpelkonstrukte
wie in den vorherigen Versuchen nach Standardprotokoll geklebt und tber einen Zeitraum von
21 Tagen kultiviert. Nach einer sowie nach drei Wochen wurden mechanische Messungen
sowie MTT-Assays zur Uberpriifung der Viabilitat der Konstrukte durchgefiihrt. In einem
zweiten  Versuch  wurde derselbe  Versuchsaufbau  beibehalten, jedoch  mit
Kleberkonzentrationen von RuFib und RuGel 100 mg/ml anstelle 150 mg/ml durchgefihrt.
Ergdnzend zu den mechanischen Untersuchungen wurden erstmals histologische
Untersuchungen der Konstrukte mit Safranin-O-Férbung durchgefiihrt. In einem dritten
Versuch wurden diese Kleberkonzentrationen beibehalten und wieder 21 Tage lang kultiviert,
jedoch ohne mechanische Messungen durchzufiihren, sondern mit rein histologischen
Untersuchungen in engeren Absténden.

4.2.1 Push-Out-Versuch und Histologie: RuFib und RuGel 150 mg/mi

In diesem Versuch wurden drei Versuchsgruppen gebildet, bestehend aus RuFib und RuGel in
einer Konzentration von 150 mg/ml sowie einer Kontrollgruppe, in welcher die Knorpelkerne
ohne Kleber in die Ringe gesetzt wurden. Alle Gruppen wurden 21 Tage kultiviert und an Tag
7 und Tag 21 mechanische Messungen sowie MTT-Assays zur Uberpriifung der Viabilitat
durchgefuhrt. Die Tag-0-Werte der vorhergehenden Versuche sind grafisch gesondert mit
abgebildet, wurden jedoch nicht statistisch miteinander verglichen.

Es zeigte sich, dass die Integrationskraft nach 7 und 21 Tagen in der Kontrollgruppe am
hochsten ausfiel (Abbildung 11). In allen drei Gruppen lagen an Tag 21 hdohere
Integrationskréafte als an Tag 7 vor. Die Adhé&sionskrafte waren in der Gruppe RuGel sowohl
an Tag 7 als auch an Tag 21 héher als in der Gruppe RuFib. Diese Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen jeweils an Tag 7 und an Tag 21 waren statistisch nicht signifikant.
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Langzeitintegration: RuFib/RuGel 150 mg/ml d7/d21
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Abbildung 11: Push-Out-Messungen der Langzeitintegration nach Applikation der Kleber
RuFib und RuGel, jeweils 150 mg/ml, nach bis zu drei Wochen Kultivierung. d0-Werte aus
vorherigen Versuchsreihen sind erganzend mit dargestellt, bei den dO-Werten fiir die
Kontrollgruppe handelt es sich dabei um validierte Messwerte, die im Vorfeld dieser Arbeit in
der Arbeitsgruppe erhoben worden waren.

Zur Untersuchung der Zellviabilitat wurden in diesem Versuch auflerdem MTT-Assays der
Knorpelkonstrukte nach mechanischer Messung an Tag 7 und Tag 21 durchgefiihrt. Hierzu
wurden 80 uL MTT-Losung in 400 pL Kulturmedium pro Well gegeben und fiir 3 Stunden bei
37 °C inkubiert. Danach wurden makroskopische und mikroskopische Aufnahmen der Proben
fiir eine qualitative Bestimmung der Zellvitalitat angefertigt.

Bei makroskopischer Betrachtung der Proben an Tag 21 lief3 sich kein wesentlicher Unterschied
in der Schwarzfarbung der Knorpelkonstrukte zwischen den einzelnen Gruppen feststellen
(Abbildung 13). Vereinzelt heller wirkende Bereichen waren auf die noch nasse und daher
glanzende Oberflache der Konstrukte zuriickzufuhren.

Bei mikrokopischer Beurteilung der Knorpelringe der Gruppen RuFib und RuGel an Tag 7
zeigten sich gut erkennbare, schwarz gefarbte Chondrozyten im gesamten Knorpelring verteilt
(Abbildung 12). Auch in den Randzonen nach auflen sowie nach innen zum Knorpelspalt hin
lieRen sich vitale Chondrozyten in beiden Gruppen erkennen.
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RuFib 150 mg/ml RuGel 150 mg/ml
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Abbildung 12:Mikroskopische Aufnahmen der Gruppen RuFib 150/ml und RuGel 150 mg/mi
nach mechanischer Messung an d7; Untersuchung der Zellvitalitat und Viabilitat mittels MTT;
Pfeile markieren inneren Rand des Knorpelrings; Knorpelkerne fehlen, da die mechanische
Messung bereits erfolgt ist.

Kontrolle RuFib 150 mg/ml RuGel 150 mg/ml
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Abbildung 13: Makroskopische Aufnahme der Knorpelkonstrukte vor mechanischer Messung;
Untersuchung der Zellviabilitat mittels MTT an d21; Aufhellungen entsprechen
Lichtreflexionen.
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4.2.2 Push-Out-Versuch und Histologie: RuGel und RuFib 100 mg/ml

Der Versuchsaufbau dieses Versuches war derselbe wie der Vorherige, jedoch wurde eine
andere Konzentration fur RuFib und RuGel gewéhlt mit 200 mg/ml Fibrinogen bzw. Gelatine.
Dafiir ausschlaggebend war die Uberlegung, dass in einer geringeren Konzentration eine
lockere Kleberstruktur resultieren konnte, die das Einwachsen von Chondrozyten und die
Sekretion von Knorpelmatrix in den Kleber begtinstigen kénnte. AulRerdem wurde wieder eine
Kontrollgruppe zum Vergleich fir d7 und d21 herangezogen.

Alle Gruppen wurden 21 Tage kultiviert und an d7 und d21 mechanische Messungen sowie
zusétzlich histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Bei den Gruppen RuFib und RuGel
wurden auch mechanische Messungen an dO zur Beurteilung der Sofortintegration
durchgefuhrt. In der Kontrollgruppe wurden keine mechanischen Messungen an dO
durchgefiihrt, da hierzu mehrfach validierte Messdaten aus vorherigen Versuchsgruppen
vorlagen, die grafisch mit abgebildet und mit den Tag-0-Werten der Versuchsgruppen
verglichen wurden.

Bei den Push-Out-Messungen zeigten sich an Tag 0 fur RuFib und RuGel in der gednderten
Konzentration von 100 mg/ml ahnliche Werte fur die Adhdsionskraft wie fiir RuFib und RuGel
in der hoheren Konzentration mit 150 mg/ml in den vorhergehenden Versuchen (Abbildung
14). Die Adhésionskraft fiel dabei sowohl in der Gruppe RuFib als auch in der Gruppe RuGel
an Tag 0 signifikant héher aus gegentiber der Kontrollgruppe an Tag 0, und in der Gruppe
RuGel wiederum signifikant hoher gegenuiber der Gruppe RuFib.

Von Tag 0 auf Tag 7 sank die Integrationskraft jedoch bei RuFib geringfugig ab und an Tag 21
stieg sie wieder auf fast dieselben Werte wie an Tag 0 an. Diese Unterschiede waren statistisch
nicht signifikant. Bei RuGel sank die Integrationskraft signifikant von 69,14 kPa an Tag 0 um
63% auf 25,85 kPa ab und stieg dann wieder an auf 33,53 kPa an Tag 21, wobei der Anstieg
statistisch nicht signifikant war.

Es zeigte sich, dass die Integrationskraft nach 7 und 21 Tagen in der Kontrollgruppe am
hdchsten war, wobei der Unterschied gegeniiber der Gruppe RuFib, nicht jedoch gegenuber
RuGel statistisch signifikant ausfiel. Die Adhé&sionskréafte waren in der Gruppe RuGel an allen
Tagen hoher als in der Gruppe RuFib, wobei der Unterschied nur an Tag O signifikant war.
Im Vergleich zum vorherigen Versuch mit der hdheren Konzentration an Fibrinogen/Gelatine
von 150 mg/ml zeigten sich an Tag 0 und Tag 7 &hnliche Werte fur die Integrationskraft mit
der verénderten Konzentration von 100 mg/ml, an Tag 21 waren sie jedoch bei RuFib und
RuGel deutlich niedriger.
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Langzeitintegration: RuFib/RuGel 100 mg/ml
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Abbildung 14: Push-Out-Messungen der Langzeitintegration nach Applikation der Kleber
RuFib und RuGel, jeweils 100 mg/ml, nach bis zu drei Wochen Kultivierung. Bei den dO-Werten
fir die Kontrollgruppe handelt es sich dabei um validierte Messwerte, die im Vorfeld dieser
Arbeit in der Arbeitsgruppe erhoben worden waren. *: signifikant gegenuber der Kontrolle dO;
% signifikant gegentber der Kontrollgruppe d7; 4: signifikant gegentber der Gruppe RuFib
do; o: signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe d21; +: signifikant gegentiber der Gruppe
RuGel dO.

Zur weiteren Untersuchung und Darstellung der Verhaltnisse im Knorpelspalt nach 3 Wochen
wurden histologische Préaparate mit Safranin-O-Farbung und DAB-Féarbung angefertigt. In
Abbildung 15 ist der Spalt zwischen Knorpelring und -kern an Tag 21 in verschiedenen
VergroRerungen mit Safranin-O-Farbung dargestellt.

In der Kontrollgruppe zeigte sich eine homogene Farbung des Knorpels und des Knorpelspalts,
was auf stattfindende Matrixproduktion mit Proteoglykansynthese hinwies. Zellmigration war
allerdings keine sichtbar (Abbildung 15, Bild A, C). Vom Knorpelspalt ausgehend in Richtung
Knorpelring war ein Saum mit verminderter Farbung des Gewebes sichtbar, was auf eine Zone
verminderter Matrixdichte hindeutete. Dieser Saum war auch in den anderen Gruppen sichtbar.
Auch bei RuFib zeigte sich eine rosa Farbung des Knorpelspalts, was fir stattfindende
Matrixproduktion sprach. Die Farbung war aber weniger homogen als in der Kontrollgruppe,
der Knorpelspalt trat deutlicher hervor. Hier waren zusatzlich vereinzelte migrierende
Chondrozyten sichtbar, was neben der Matrixsynthese auch fur stattfindende
Chondrozytenmigration sprach (Abbildung 15, Bild B, E).

Bei RuGel wirkte die Rotfarbung des Knorpelspalts an Tag 21 deutlicher und homogener als
bei RuFib mit einer kraftigen Farbung des Knorpelspalts. Auch migrierende Chondrozyten
waren haufiger und deutlicher sichtbar (Abbildung 15, Bild C, F), was insgesamt flr eine
bessere Anregung der Chondrozytenmigration und Stimulierung von Matrixsynthese im
Vergleich zu RuFib sprach.
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Von den Gruppen RuFib und RuGel wurden an Tag 21 auferdem immunhistochemische
Féarbung mit DAB-Substrat zur Darstellung von Kollagen | und Il angefertigt. In der DAB-
Féarbung zeigte sich bei RuGel im Vergleich zu RuFib ebenfalls eine intensivere Farbung des
Knorpelspalts, was ebenfalls fiir eine bessere Chondrozytenstimulierung und Matrixproduktion
von RuGel im Vergleich zu RuFib sprach (Abbildung 16, Bild C, D). Dabei wurde vor allem
Kollagen I, das hauptséchlich im Gelenkknorpel vorkommt, sichtbar. Kollagen I, das man eher
bei Faserknorpel und anderen Geweben erwarten wirde, war dagegen kaum sichtbar
(Abbildung 16, Bild A, B).

Kontrolle

Abbildung 15: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml an d21.
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Abbildung 16: Immunhistochemische Darstellung der Integrationsflache an d21 zwischen
Knorpelring und Knorpelkern mittels DAB-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml.

4.2.3 Kinetik-Reihe Histologie: RuGel und RuFib 100 mg/mi

In einem weiteren Langzeitversuch Giber 21 Tage sollte die Entwicklung der Integrationsflache
im Knorpelspalt durch einen rein histologischen Versuch ohne mechanische Messungen
genauer untersucht werden.

Der Versuch enthielt die zwei Versuchsgruppen RuFib und RuGel. Obwohl die Werte fir die
Langzeitintegration bei der niedrigeren Konzentration von 100 mg/ml hinter den Erwartungen
zuruickgeblieben waren, wurde aufgrund der vielversprechenden histologischen Aufnahmen
und auch im Hinblick auf die Uberlegung, in folgenden Versuchsreihen besiedelte Gele in
dieser Konzentration anzufertigen, fur diesen Versuch wieder die Konzentration von 100 mg/ml
fir RuFib und RuGel gewéhlt. Es wurden histologische Préparate an d0, d7, d10, d14 und d21
angefertigt.

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die Gruppen RuFib und RuGel zu verschiedenen
Zeitpunkten. An Tag 0 zeigte sich in beiden Gruppen der Knorpelspalt mit dem Ruthenium-
Kleber gefillt, der griin angeféarbt war. Dass der Kleber in der Gruppe RuGel dem Knorpel nicht
direkt anlag, war als préparationsbedingtes Artefakt zu werten.

Bei RuFib zeigte sich ab Tag 7 eine Rotfarbung des Knorpelspalts, was auf stattfindende
Matrixsynthese in den Spalt hinein schlielen lieR (Abbildung 17/18, Bilder E). Erste
migrierende Chondrozyten, die die Randzonen des Knorpels in Richtung Knorpelspalt
verlieRen, lieBen sich im Anschluss ab Tag 10 erkennen (Abbildung 17/18, Bilder G). Ab dann
kam es zu einer fortschreitenden Chondrozytenmigration sowie Matrixsynthese in den
Knorpelspalt, die durch die Rotfarbung des Spalts deutlich wurde. Die Knorpel-Kleber-
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Knorpel-Grenzen verschwammen zunehmend. An Tag 21 fanden sich einige Chondrozyten im
Knorpelspalt liegend, die Rotfarbung des Knorpelspalts hatte beinahe dieselbe Intensitét wie
die des umliegenden Knorpelgewebes (Abbildung 17/18, Bilder K).

Bei RuGel fand dieser Prozess friher und schneller statt. Erste Matrixsynthese in den Kleber
war bereits ab Tag 3 sichtbar (Abbildung 17/18, Bilder D). Neben reichlicher Matrixsynthese
fanden sich erste migrierende Chondrozyten hier bereits an Tag 7 (Abbildung 17/18, Bilder F).
Die Matrixsynthese und Chondrozytenmigration schritt auch hier mit der Zeit weiter voran. An
Tag 21 war der gesamte Knorpelspalt homogen rot geféarbt und von &hnlicher Intensitét wie das
umliegende Knorpelgewebe (Abbildung 17/18, Bilder L). Dabei sollte beachtet werden, dass
die Intensitat der Farbung im Spalt im Verhaltnis zum umliegenden Knorpel und weniger im
Verhéltnis zur Féarbung in den anderen Schnitten betrachtet werden sollte, da hier die
Rotfarbung des gesamten Gewebes durch leichte Unterschiede in der Schichtdicke der Schnitte
nicht vollkommen einheitlich ausfiel. Im Knorpelspalt fanden sich zahlreiche Chondrozyten.
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RuFib 100 mg/ml RuGel 100 mg/ml
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Abbildung 17: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml an d0,d3,
d7, d10, d14, d21; Chondrozytenmigration war bei RuFib ab d10, bei RuGel ab d7 sichtbar,
Matrixsynthese war bei RuFib ab d7, bei RuGel ab d3 sichtbar.
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RuFib 100 mg/ml RuGel 100 mg/ml

Abbildung 18: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml an d0,d3,
d7; Matrixsynthese war bei RuFib ab d7, bei RuGel ab d3 sichtbar, Chondrozytenmigration
war bei bei RuFib noch nicht, bei RuGel ab d7 sichtbar.
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RuFib 100 mg/ml RuGel 100 mg/ml

Abbildung 18, Fortsetzung: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen
Knorpelring und Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100
mg/ml an d10, d14, d21; Chondrozytenmigration war bei RuFib ab d10 sichtbar.
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4.3 Zellbesiedelte Hydrogele

Die vorherigen Experimente gaben Anlass zu der Annahme, dass sowohl RuFib als auch RuGel
keinen wesentlichen zytotoxischen Einfluss auf das anliegende Knorpelgewebe ausiben.
Zudem schienen die Chondrozyten im Knorpel zur Migration und Produktion von
Extrazellularmatrix angeregt zu werden. Diese Erkenntnise gaben Anlass, die Ruthenium-
Kleber mit lebenden Chondrozyten zu besiedeln und das Verhalten dieser sowie deren Einfluss
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen zu untersuchen und zu vergleichen.

4.3.1 Histologie: RuFib und RuGel in verschiedenen Konzentrationen, mit
Zellen besiedelt

Es wurden 8 Gruppen angelegt, 4 RuFib-Gele und 4 RuGel-Gele in einer Konzentration von
jeweils 75 mg/ml, 100 mg/ml, 125 mg/ml und 150 mg/ml. Fir die Besiedelung wurden
kryokonservierte Passage-1-Chondrozyten aus oberen und unteren Knorpelschichten aufgetaut,
7 Tage lang kultiviert, geerntet und in einer Konzentration von 20 x 108 Zellen/ml in die Gele
integriert, welche dann durch Beleuchtung quervernetzt wurden. Die Gel-GroBe betrug 40 pL.
Die Gele sollten urspriinglich tber einen Zeitraum von 21 Tagen kultiviert und histologische
Schnitte angefertigt werden. Einige Gele unterlagen jedoch einer so starken Verformung, dass
die Gele sich aufzulosen drohten (Abbildung 19, B), weshalb bereits nach 14 Tagen
histologische Schnitte angefertigt und Farbungen durchgeftihrt wurden.

Dabei zeigten sich bereits makroskopische Unterschiede zwischen den Gruppen. Wahrend bei
RuFib die Stabilitat der Gele mit steigender Konzentration immer weiter abnahm, verhielten
sich die Gele der Gruppe RuGel entgegengesetzt und wurden mit steigender Konzentration
stabiler bzw. mit sinkender Konzentration zunehmend instabiler und kleiner (Abbildung 19, A,
B, G, H). Die RuFib-Gele wiesen makroskopisch und vom Handling her insgesamt eine
stabilere Struktur auf als die RuGel-Gele. Es wurden histologische Proben angefertigt mit
Safranin-O- und DAB-Farbungen sowie ein Live/Dead-Assay.

Mikroskopisch zeigte sich in der Safranin-O-Farbung ebenfalls ein entgegengesetztes
Verhalten der Proben. Die RuFib-Gele zeigten mit steigender Konzentration mehr Aktivitat und
Organisation der Chondrozyten, wie sich an der Anordnung der Chondrozyten und an der
dezenten Rotfarbung der Gele erkennen lieR (Abbildung 20, G). Die RuGel-Gele hingegen
zeigten in der hochsten Konzentration die niedrigste Aktivitat. Rotfarbungen, die auf EZM-
Bildung hinweisen, waren fleckig tber die Proben verteilt (Abbildung 20, H). Die Organisation
der Chondrozyten war eher gering. Mit abnehmender Konzentration stieg diese an, und
erreichte in der niedrigsten Konzentration mit 75 mg/ml ihren Hohepunkt. Die Proben waren
deutlich geschrumpft, die Chondrozyten zeigten hier eine hohe Organisation, die
Proteoglykankonzentration war, der Intensitdt der Farbung nach zu urteilen, sehr hoch
(Abbildung 20, Bild B). Insgesamt war die Rotfarbung in den RuGel-Gelen deutlicher als in
den RuFib-Gelen.

60



Ergebnisse

In der DAB-Férbung zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen RuFib und RuGel.
Waéhrend bei RuFib die Bildung von Kollagen Il in niedrigen Konzentrationen vor allem auf
einzelne Bereiche beschrankt war, zeigte sich in den hoheren Konzentrationen eine
gleichmaRigere Verteilung, jedoch sehr geringe Intensitat von Kollagen Il (Abbildung 21, A,
C, E, G). Bei RuGel hingegen war die Bildung von Kollagen Il in allen Konzentrationen
deutlich prominenter, und stieg mit sinkender Konzentration (Abbildung 21, B, D, F, H).

Zur Untersuchung der Viabilitat der Chondrozyten in den Gelen wurde auf3erdem ein Live/Dead
Assay mit RuGel 150 mg/ml durchgefuhrt (Abbildung 22). Bei dem Gel leuchteten weite Teile
des Gels grun auf, was flr vitale Chondrozyten sprach. Auerdem fiel eine Organisation der
Zellen mit Bildung von Zellclustern auf.
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RuFib d14 RuGel d14

75 mg/ml

100 mg/ml

125 mg/ml

150 mg/ml

Abbildung 19: Makroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit 20 x 10° Zellen/mL der
Gruppen RuFib und RuGel 75 mg/ml, 100 mg/ml, 125 mg/ml, 150 mg/ml an d14. RuFib und
RuGel verhielten sich abhéangig von ihrer Konzentration entgegengesetzt: RuFib zeigte sich mit
steigender Konzentration instabiler, RuGel zeigte sich mit steigender Konzentration stabiler.
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Abbildung 20: Mikroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit Safranin-O-Farbung an d14.
Mit Passage-2-Chondrozyten besiedelte Gele mit 20 x 10° Zellen/mL der Gruppen RuFib und
RuGel jeweils 75 mg/ml, 100 mg/ml, 125 mg/ml, 150 mg/ml; RuFib und RuGel verhielten sich
abhangig von ihrer Konzentration entgegengesetzt: RuFib zeigte mit steigender Konzentration
starkere Organisation und Matrixsynthese, RuGel zeigte mit sinkender Konzentration starkere

Organisation und Matrixsynthese.
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RuFib d14 RuGeld14

Abbildung 21: Mikroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit DAB-Farbung an d14; Mit
Passage-2-Chondrozyten besiedelte Gele mit 20 x 10° Zellen/uL der Gruppen RuFib und RuGel
jeweils 75 mg/ml, 100 mg/ml, 125 mg/ml, 150 mg/ml; RuGel zeiget in allen Konzentrationen
deutlich gréRere Mengen an gebildetem Kollagen Il als RuFib.

75 mg/ml

125 mg/ml 100 mg/ml

150 mg/ml
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RuGel d14 150 mg/ml

Abbildung 22: Mikroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit Live/Dead-Farbung an d14;
Mit Passage-2-Chondrozyten besiedelte Gele mit 20 x 10° Zellen/ul der Gruppe RuGel 150

mg/ml mit iiberwiegend griin leuchtenden vitalen Chondrozyten; Balkengrofse in A: 200 um, in
B: 100 um.
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4.4 Langzeitintegration mit zellbesiedelten Klebern

Als néchster Schritt wurden die Erkenntnisse der Langzeitintegrationsversuche sowie der
besiedelten Hydrogele zusammengefihrt, indem die Langzeitintegration besiedelter Kleber im
Push-Out-Modell untersucht werden sollte.

4.4.1 Push-Out-Versuch und Histologie: RuGel + RuFib 100 mg/ml,
besiedelt (17 x 10° Zellen)

In diesem Versuch wurden Knorpelkonstrukte mit RuFib und RuGel geklebt, die mit Passage-
2-Chondrozyten besiedelt waren. Die Zellkonzentration betrug 17 x 10° Zellen/ml.
Urspriinglich waren 20 x 10° Zellen/ml angedacht gewesen, die isolierten Chondrozyten hatten
jedoch fur diese Konzentration nicht ausgereicht. Die Kleberkonzentration betrug 100 mg/ml.
Ausschlaggebend fiir die Wahl der Kleberkonzentration waren einerseits die Ergebnisse der
untersuchten besiedelten Gele. Hier ergab sich fir die Konzentration 100 mg/ml ein gutes
Verhaltnis aus Stabilitdit und Zellaktivitat. AuBerdem lieB sich mit dieser gewahlten
Konzentration ein besserer Vergleich zu vorherigen Experimenten zur Langzeitintegration ohne
besiedelte Zellen ziehen. Die Proben wurden 21 Tage lang kultiviert. Aufgrund des groRen
Aufwands und des schwierigen Handlings wurde auf Messungen an Tag O und Tag 7 verzichtet
und alle Proben wurden 21 Tage lang kultiviert. Nach 21 Tagen wurden mechanische
Messungen im Push-Out-Modell durchgefiihrt sowie histologische Schnitte und Safranin-O-
Féarbungen angefertigt.

In den mechanischen Messungen zeigten sich an Tag 21 die hochsten Integrationswerte fir die
Gruppe RuGel mit 83,95 kPa (Abbildung 23). Die Kontrollgruppe erzielte 62,26 kPa und die
Gruppe RuFib 27,30 kPa. Der Unterschied in den Integrationswerten der Gruppe RuGel war
dabei gegenlber der Versuchsgruppe RuFib, nicht jedoch gegeniiber der Kontrollgruppe
statistisch signifikant. Die gemessene Adhéasionskraft fir RuGel war auflerdem die hdchste
gemessene Adhasionskraft dieser Gruppe zu irgendeinem Zeitpunkt, verglichen mit den
Ergebnissen der vorhergehenden Versuche.
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Langzeitintegration RuFib und RuGel 100 mg/ml,
besiedelt
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Abbildung 23: Push-Out-Messungen der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml, besiedelt mit
17 x 10° Zellen/ml; Kontrolle ohne Kleber und Zellen an d21; Mittelwerte mit
Standardabweichungen; *: signifikant gegentiber der Gruppe RuFib.

In den Safranin-O-Férbungen zeigte sich in der Kontrolle ein geschlossener Knorpelspalt, der
rosa gefarbt war (Abbildung 24, Bild A, D). Chondrozyten waren im Spalt nicht sichtbar. Dies
sprach fir stattfindende Matrixsynthese in den Knorpelspalt hinein von den randstandigen
Chondrozyten aus. Bei RuFib waren Zellen im Knorpelspalt sichtbar, die entweder dorthin
migriert waren, wahrscheinlich jedoch aus dem besiedelten Gel dort verblieben waren
(Abbildung 24, Bild B, E). Der Knorpelspalt war rétlich gefarbt, bei der Herstellung der
Schnitte war es zu einer artifiziellen Rissbildung gekommen. Bei RuGel war der Knorpelspalt
durchgehend rot gefarbt und hatte anndhernd dieselbe Intensitdt wie das umliegende
Knorpelgewebe. Chondrozyten waren im Knorpelspalt sichtbar, die vermutlich sowohl von den
Randzonen dorthin migriert, als auch vom besiedelten Kleber dort verblieben waren und zur
Matrixsynthese beigetragen hatten (Abbildung 24, Bild C, F).
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Kontrolle RuFib 100 mg/ml RuGel 100 mg/ml
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Abbildung 24: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100 mg/ml, besiedelt
mit 17 x 10° Zellen/ml; Kontrolle ohne Kleber und Zellen an d21; Chondrozytenmigration war
bei RuGel starker als bei RuFib, in der Kontrolle gar nicht sichtbar.
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5 Diskussion

Die Therapie von Knorpelschaden erweist sich als schwierig, da chirurgische Techniken wie
die Mikrofrakturierung und ACI unter der Bildung von mechanisch minderwertigem
Ersatzgewebe leiden, wahrend immer ausgefeiltere zellbasierte Ansétze der regenerativen
Medizin zwar grole Fortschritte bezuglich der kinstlichen Herstellung von
gelenkknorpeldhnlichem Gewebe erzielen konnten, jedoch die unzureichende laterale
Integration der Konstrukte in den umliegenden Knorpel ein chronisches Problem darstellt, das
es nach wie vor zu ldsen gilt, da dies einen entscheidenden Faktor darstellt, der zu
Transplantatkomplikationen und -versagen fiihrt 19419,

In dieser Arbeit erfolgte daher die Untersuchung zweier Gewebekleber auf Basis von
Fibrinogen und Gelatine, die durch einen neuartigen lichtaktivierten Crosslink-Mechanismus
vernetzt werden, hinsichtlich ihres Potenzials, diese Hindernisse in einem In-vitro-Pushout-
Modell Gberwinden zu konnen. Im ersten Abschnitt der Arbeit wurde daflr zunéchst die
unmittelbare Knorpeladhésion durch die Kleber evaluiert und der Einfluss einer enzymatischen
Andauung des Gewebes auf die Adhdsionskraft untersucht. Im zweiten Abschnitt wurde der
Fokus auf die mechanische und histologische Untersuchung der langerfristigen Integration iber
einen Zeitraum von 21 Tagen gelegt und mit verschiedenen Kleberkonzentrationen
experimentiert. In einem weiteren Versuch im dritten Abschnitt erfolgte die histologische
Untersuchung der Kleber als mit lebenden Zellen besiedelte Gele in unterschiedlichen
Konzentrationen. Im vierten und letzten Abschnitt wurden die gewonnenen Erkenntnisse der
vorhergehenden Experimente zusammengefihrt und ein mit Zellen besiedelter Kleber im Push-
out-Modell auf seine F&higkeit hin, die langfristige Integration noch weiter zu steigern,
mechanisch und histologisch untersucht.
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5.1 Sofortadhéasion

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurden die Gewebekleber auf ihr Potenzial hin untersucht,
eine unmittelbare  Knorpeladhésion zwischen gegenuberliegenden beziehungsweise
ineinanderliegenden Knorpelstiicken im Push-out-in-vitro-Modell erzeugen zu kénnen. Denn
die Komplexitat einer gelungenen Implantation von Regenerat- oder Transplantatknorpel
besteht nicht nur in der natirlicherweise ungenligenden lateralen Integration mit dem
umliegenden nativen Gewebe, sondern auch in der Schwierigkeit, eine passende
Implantationsmethode zu finden, die das Gewebe sicher im Defekt verankert, aber die
langfristige Integration nicht behindern und bestenfalls sogar fordern soll.

Dieses Problem wird beispielsweise bei der Implantation durch Ndhte oder als ,,Press-fit*
deutlich. Anstatt die laterale Integration und Heilung des Gewebes zu beférdern kann es bei der
Verankerung des Knorpels durch chirurgische Nahte zu Arthrose-&hnlichen Veranderungen im
Defekt kommen **, Diverse in vivo und in vitro Studien konnten zeigen, dass die laterale
Integration von Knorpel natiirlicherweise nicht von alleine ablauft 128-130.132133 " \yeshalb eine
Implantation als ,,Press-fit“ ebenfalls als unzureichend betrachtet werden muss. Fibrin
hingegen, das bereits als Bioadhdsivum in verschiedenen chirurgischen Bereichen Verwendung
findet und auch zur Implantation von Regeneratknorpel zum Einsatz kommt, besticht durch die
Fahigkeit, die laterale Integration langfristig zu befdrdern, allerdings ist das unmittelbare
adhasive Potenzial eher gering und es dauert zusétzlich verhadltnismaRig lange, bis dieses
erreicht wird 1°3161-163

Die adhésiven Krafte der Kleber, die in dieser Arbeit untersucht wurden, lagen fir RuFib in der
Konzentration 150 mg/ml bei 25,63 +/- 5,60 kPa und fiir RuGel in derselben Konzentration bei
68,82 +/- 16,70 kPa. In unserer Arbeitsgruppe waren im Vorfeld in wiederholten Messungen
auch Kontrollproben, bei denen der Knorpelkern lose in den Ring gelegt wurde, getestet
worden. Die adhésive Kraft lag dabei bei 3,45 +/- 1,73 kPa. Auch Fibrinkleber wurden im
Vorfeld in unserer Arbeitsgruppe in demselben Pushout-Modell getestet. Dabei lag die adhdsive
Kraft beim ,,immediate-bonding® je nach verwendeter Fibrinkonzentration bei circa 5-10 kPa
19 Damit ist die unmittelbare adhésive Bindung durch den in dieser Arbeit getesteten Kleber
RuFib etwa drei bis flnfmal so stark, beim Kleber RuGel sogar mehr als sieben mal so stark
wie beim gangig eingesetzten Fibrin.

Als vorteilhaft zu betrachten ist auRerdem die kiirzere Zeitspanne, die es zum Polymerisieren
der Molekule bei dieser lichtaktivierten Crosslink-Methode braucht. Wahrend diese bei unseren
Klebern nur bei 30 s pro Seite, also insgesamt 60 s liegt, bendtigt das Polymerisieren der
Fibrinmolekiile etwa 15 Minuten und erreicht erst nach etwa einer Stunde sein Maximum 163,
Elvin et al. 1® konnten zeigen, dass fiir dasselbe RuGel-Gemisch, das in dieser Arbeit
verwendet wurde, in Abhangigkeit von der Lichtquelle eine Belichtungszeit von nur 1 sek
ausreichend sein kann um eine vergleichbare Bindungskraft wie nach 30 sek zu erreichen. In
Bezug auf die klinische Praktikabilitat ware es nattirlich wiinschenswert, eine Methode zu
finden, die schnell und einfach angewendet werden kann. Dabei konnte sich ein Kleber, der
durch lichtaktiviertes Ruthenium vernetzt wird, als vorteilhaft erweisen.

Es zeigte sich, dass die adhdasive Kraft von RuGel signifikant hoher war als die von RuFib. Die
Vernetzung beider Kleber erfolgt durch die Bildung von Di-Tyrosinen. Dabei hatten Elvin et
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al. gezeigt, dass die Menge an Tyrosin in nativem Fibrinogen hoher ist als in unmodifizierter
Gelatine. Im Fibrinogen bestehen die a-Ketten zu 0,65%, die B-Ketten zu 4,9% und die y-Ketten
zu 5,6% aus Tyrosin %7, wahrend der Anteil der Tyrosine in Gelatine nur bei 0,9% liegt 173.
Allerdings konnte in den Arbeiten von Elvin et al. auch gezeigt werden, dass im Fibrinogen nur
5% aller Tyrosine zu Di-Tyrosinen vernetzt werden 1*7, wohingegen der Anteil bei der Gelatine
mit 11,5% deutlich hoher liegt 13, Das liegt vermutlich an der unterschiedlichen molekularen
Struktur der Materialien. Wéhrend Fibrinogenketten hochorganisiert sind und dadurch weniger
molekulare Verbindungen eingehen konnen, sind die Peptidketten der Gelatine ziemlich
ungeordnet und erlauben mehr flexible Interaktionen, weshalb der Anteil der Tyrosin-
Vernetzungen héher ausfallt als beim Fibrinogen 8, Dennoch lésst sich dadurch nicht ableiten,
warum die Gelatine-Ldsung héhere Bindungskréfte erzielte als die Fibrinogen-L6sung, da die
Menge an Di-Tyrosinen im Fibrinogen trotzdem insgesamt hoher liegen miusste.
Maoglicherweise ist der Grund zusétzlich in einer unterschiedlich ausgepréagten Bildung von Di-
Tyrosinen zwischen den Klebern und den Kollagenen des Knorpels, zu dem die eigentliche
Bindung hergestellt wird, zu suchen.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss eines enzymatischen Andaus auf die
Adhésionskraft untersucht. Durch diverse Experimente konnte belegt werden, dass
enzymatischer Andau die langfristige Knorpel-Knorpel-Integration durch vermehrte
Zellmigration und -Aktivitat befordert 1%-2%, Allerdings ist dies nicht gleichzusetzen mit einer
erhohten sofortigen Adhasionskraft, welche in dieser Arbeit untersucht wurde. Englert et al. 2%
hatten ebenfalls den Einfluss eines enzymatisches Andaus mit Trypsin, Pepsin und Guanidin
auf das ,immediate bonding“ von bovinen Knorpelscheiben, die mit vier verschiedenen
Crosslinkern  (Glutaraldehyd, Genipin, Transglutaminase, 1-Ethyl-3-Diaminopropyl-
Carbodiimid (EDC)/N-Hydroxysuccinimid (NHS)) zusammengeklebt wurden, in einem
Zugversuch untersucht. Dabei resultierten im Mittel hohere Adhé&sionswerte nach
enzymatischem Andau der Knorpelflachen.
In der vorliegenden Arbeit lieen sich die Werte fur die Sofortadhésion des vorhergehenden
Versuchs reproduzieren mit einer erneut signifikant hoheren adhésiven Bindung in der Gruppe
RuGel gegeniiber RuFib. In den Versuchsgruppen, die einem enzymatischen Andau durch
Trypsin und Pepsin unterzogen wurden, zeigte sich jedoch, dass dieser die Sofortadhésion in
den meisten Fallen nicht verstérkte, sondern abschwéchte. Nur in der Gruppe RuFib kam es
nach Andau durch Trypsin zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg in der Adhdsion
verglichen mit der Kontrollgruppe. Demnach kann geschlussfolgert werden, dass ein
enzymatischer Andau der Kontaktfliche des Knorpels keine Erhéhung der adhésiven
Bindungskapazitat zur Folge hatte.
Grund dafiir kénnte die Zerstérung des Kollagennetzwerkes mit konsekutiver Verringerung der
Di-Tyrosinbindungen sein. Im Hinblick auf die benétigte Sofortadhésion eines Knorpelklebers
ist ein enzymatischer Andau fur die Implantation von Knorpel durch diese Gebewekleber,
insbesondere fur die besser adhérierende Gelatine, also nicht von Vorteil. Andererseits kdnnte
eventuell durch den Andau eine langfristige Integrationssteigerung erzielt werden, was im
Rahmen dieser Arbeit nicht evaluiert werden konnte. Hier wére gegebenenfalls abzuwagen, ob
eine geringere Sofortadhdsion zugunsten einer besseren langfristigen Adhasion zu rechtfertigen
waére, oder welches Mal an Sofortadhésion fiir die sichere Implantation eines Knorpelstiicks
notig waére.
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5.2 Langzeitintegration

Nachdem das adhésive Potenzial der Gewebekleber bewiesen worden war, wurde im néchsten
Schritt der Fokus auf die langfristige Integration gelegt, denn nur durch eine langfristig
stattfindende Knorpel-Knorpelintegration kann die Heilung von Knorpeldefekten erzielt
werden. Ein Gewebekleber, der das Gewebe dabei stabilisieren und den Heilungsprozess
unterstitzen soll, muss deshalb neben einer guten unmittelbaren Klebekraft weitere besondere
Eigenschaften wie eine geringe Zytotoxizitit und hohe Biokompatibilitdt mitbringen.
Beispielsweise wurden in dieser Arbeitsgruppe auch andere Gewebekleber auf ihr Potenzial hin
untersucht, Knorpel zu verbinden. BioGlue®, ein Zwei-Komponenten-Kleber bestehend aus
Glutaraldehyd und BSA (bovines Serumalbumin) erzielte im Pushout-Test mittlere
Maximalkrafte von 239,21 kPa (10% Glutaraldehyd, Verhiltnis 1:1) fur die Direktbindung 22,
BioGlue® bietet damit zwar exzellente adhasive Eigenschaften, jedoch wurde mittels MTT-
Analyse auch festgestellt, dass es aufgrund zytotoxischer Eigenschaften des Klebers zu
massivem Zelluntergang im angrenzenden Knorpelgewebe kam 2%, Neben der toxischen
Wirkung sind auch andere Nachteile von BioGlue® bekannt wie das Hervorrufen allergischer
Reaktionen, die Ubertragung von Krankheiten und das Auslésen inflammatorischer Prozesse
bis hin zu Wundheilungsstérungen 1029, Eine langfristige Integration wird somit unméglich.
Um die Integrationsfahigkeit eines Bioadhdsivums beurteilen zu kdnnen reichen alleinige
mechanische Messungen daher nicht aus. Zusétzlich muss die Zytotoxizitat mittels geeigneter
Assays beurteilt werden und eine histologische Begutachtung der Defektzone (ber einen
langeren Zeitraum ergdnzend zu den mechanischen Ergebnissen erfolgen. Diese Punkte wurden
in den Versuchen schrittweise abgearbeitet.

In einem ersten Versuch zur Beurteilung der Langzeitintegration wurde die Konzentration von
Fibrinogen und Gelatine mit 150 mg/ml beibehalten. Die geklebten Knorpelkonstrukte wurden
21 Tage lang kultiviert. Jeweils an Tag 7 und an Tag 21 wurden mechanische Messungen im
Pushout-Modell durchgefiihrt. Zusétzlich erfolgten MTT-Farbungen zur makroskopischen und
mikroskopischen Beurteilung der Viabilitat der Chondrozyten. Auf mechanische Messungen
an Tag O wurde dabei verzichtet, da die Ergebnisse in den vorhergehenden Versuchen
reproduzierbar waren und daher zur vergleichenden Analyse hier mit einflie3en konnen.

Die mechanischen Messungen ergaben fir die Versuchsgruppen einen U-férmigen Verlauf der
adhésiven beziehungsweise integrativen Kraft. Verglichen mit den Tag-O-Werten aus den
vorherigen Versuchen sank die Adhasion zunéchst in beiden Gruppen ab, bei RuFib nur leicht
von ca 25 kPa auf 21,31 +/- 10,39 kPa, bei RuGel deutlicher von 65-70 kPa auf 26,39+/- 20,00
kPa. Die Werte lassen sich wohlgemerkt nicht in direkte Relation setzen, da die Messungen fiir
Tag 0 wie gesagt den vorherigen Versuchen entstammen. Deshalb kénnen hier auch keine
statistisch harten Vergleiche gezogen werden. Dennoch liel3 sich ein Trend ablesen, der
zundchst vermuten lieB, dass die Adhdsion an Tag 21 weiter nachlassen wirde.
Interessanterweise war dies jedoch nicht der Fall, denn in denselben Versuchsgruppen stiegen
die an Tag 21 gemessenen Integrationskrafte wieder an, auf 38,69 +/- 18,21 kPa in der Gruppe
RuFib und auf 60,10 +/- 35,73 kPa in der Gruppe RuGel und erreichten damit nach drei Wochen
in etwa das Ausgangsniveau, auf dem sie gestartet waren.

Problematisch an diesem Versuchsaufbau, wie auch an anderen Versuchen in dieser Arbeit ist
die Tatsache, dass es sich mit etwa 10 Proben um relativ kleine GruppengréRen handelte,
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weshalb die Standardabweichungen dementsprechend groR ausfielen und beobachtete
Unterschiede statistisch nicht signifikant ausfallen. Bei der beobachteten U-férmigen
Verlaufskurve handelt es sich daher nur um einen beobachteten Trend, der statistisch nicht zu
erhérten ist. Daflir wéren weitere Versuche mit gegebenenfalls gréReren Versuchsgruppen
notig.

Dennoch lasst sich Uber die Grinde fir einen derartigen Verlauf der Bindungskréfte
spekulieren. Der anféangliche Abfall der mechanischen Krafte kénnte in einem Nachlassen der
adhasiven Kraft des Klebers begriindet sein, durch biologische Degradation etwa oder im Falle
der Gelatine auch eine einsetzende Quellung 173, die den Kleber elastischer und lockerer, aber
weniger mechanisch belastbar macht. Parallel dazu kdnnte die Knorpelintegration im Spalt mit
Matrixsynthese und Zellmigration starten und mit zeitlicher Verzégerung zu einem Anstieg der
Integration fihren. Abfall der Adhé&sion und Anstieg der Integration wéren demnach zwei
entgegengesetzt laufende Kurven, die bei Uberlappung in einer U-formigen Verlaufskurve, wie
sie hier beobachtet wurde, resultieren konnten.

Die Tatsache, dass die Gruppe RuGel nicht nur héhere Werte in der Sofortadhésion erzielte,
sondern auch bessere Integrationswerte als die Gruppe RuFib lieferte, konnte ebenfalls durch
dieses Modell erklart werden. Die hohe Elastizitit und gegebenenfalls hhere Degradation des
Gelatineklebers konnte die Zellmigration und Matrixsynthese in den Knorpelspalt hinein
erleichtern, was in einer konsekutiven stirkeren Integration resultieren wirde. Die
Integrationswerte nach 21 Tagen fielen in dieser Gruppe dhnlich hoch aus wie fir Fibrinkleber,
der von unserer Arbeitsgruppe im selben Pushout-Modell getestet worden war, jedoch mit dem
klaren Unterschied, dass die Sofortadhasion von RuGel mehr als sieben mal starker ausfiel als
die des Fibrinklebers.

Allerdings muss auch der Verlauf der Werte aus der Kontrollgruppe beachtet werden. Mehrfach
validierte Messungen unserer Arbeitsgruppe hatten im Vorfeld dieser Arbeit ergeben, dass bei
nativem Knorpel, der lose in den Defekt gesetzt wird, an Tag 0 keine wesentliche Kraft im
Pushout-Modell gemessen werden kann, um den Knorpelkern aus dem Ring zu dricken.
Interessanterweise zeigte sich in diesem Versuch nach 7 Tagen eine maligebliche
Integrationskraft von 37,21 +/- 19,47 kPa in der Kontrollgruppe, die nach 21 Tagen 88, +/-
35,48 kPa erreichte und damit sogar tiber der der Versuchsgruppe RuGel lag.

Die Knorpelkonstrukte wurden keinem enzymatischen Andau unterzogen und dem
Kulturmedium wurden keine Wachstumsfaktoren hinzugefigt, die die Integration
beschleunigen kdnnten. Wieso also fiel die integrative Kraft in der Kontrollgruppe so hoch aus?
Eine Erklarung fur die hohe integrative Kraft konnte das junge Alter der Ferkel, denen der
Knorpel entstammte, sein. Wie einige Autoren feststellten, spielt das Alter der Knorpelspender
eine maRgebliche Rolle bei der Knorpelintegration 14%1%, DiMicco et al. *° konnten zeigen,
dass die integrative Kraft aneinander liegender boviner Knorpelstiicke in einem Zugversuch bei
ein bis zwei Wochen alten Kalbern héher ausfiel als bei erwachsenen Kihen und auch als bei
Feten. Ursachen konnten dabei in einem unterschiedlichen Level an Kollagensynthese
einerseits, aber auch in einer unterschiedlich guten Vernetzung der Kollagenfibrillen liegen.
Die Spanferkel, denen der Knorpel fiir diese Arbeit entstammte, waren zum Zeitpunkt der
Schlachtung zwischen 8 und 12 Wochen alt. Mdglicherweise héngt die gute mechanische
Integration der Kontrollgruppe damit zusammen.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob die in den Versuchsgruppen ermittelten
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Integrationskréfte durch Stimulierung der Chondrozyten durch die Gewebekleber maRgeblich
beeinflusst wurden, oder lediglich als das Resultat einer von alleine ablaufenden Integration
wie in der Kontrollgruppe zu werten sind. Hier sei einerseits auf die ahnlichen in diesem
Pushout-Modell ermittelten Werte fir die Integrationskraft von Fibrinkleber im selben
Zeitraum verwiesen, dessen forderlicher Einfluss auf die Chondrozytenmigration bereits
beschrieben wurde %%, und der klinisch schon Verwendung als Knorpelkleber findet *°3. Zudem
sollte bedacht werden, dass in den Versuchsgruppen, in denen die Knorpelkerne in den Ring
geklebt wurden, der Kleber diese Knorpelflachen verbindet und damit einen direkten Kontakt
der Knorpelflachen, wie es in der Kontrollgruppe der Fall ist, verhindert. Dass es dennoch zu
einer guten Integration zwischen Knorpelkern und -ring gekommen ist, lasst vermuten, dass die
Gewebekleber, insbhesondere RuGel einen stimulierenden Einfluss auf das angrenzende
Knorpelgewebe haben.

Um diese Uberlegung einer Priifung zu unterziehen wurden im nachsten Versuch histologische
Schnitte der Versuchsproben angefertigt zur Untersuchung der Verhaltnisse im Knorpelspalt.

Dass die Kleber zumindest keinen wesentlichen zytotoxischen Einfluss auf die Chondrozyten
haben, zeigte sich mithilfe der MTT-Analyse der Knorpelkonstrukte vor mechanischer
Messung an Tag 7 und 21.

An Tag 7 wurden die Knorpelkonstrukte gefarbt und nach mechanischer Messung histologische
Schnitte angefertigt und mikroskopisch begutachtet. Die Knorpelringe zeigten schwarzgefarbte
Chondrozyten uber die gesamte Flache verteilt, auch zum inneren Randbereich hin, wo das
Gewebe direkten Kontakt mit dem Kleber hatte. In der makroskopischen Begutachtung der
gefarbten Konstrukte an Tag 21 vor mechanischer Messung zeigten sich ebenfalls schwarz
gefarbte Knorpelkonstrukte ohne farblichen Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.
Im Gegensatz dazu konnte bei MTT-Farbungen wvon Knorpelkonstrukten unserer
Arbeitsgruppe, die mit BioGlue® bestrichen worden waren, eine deutliche und
konzentrationsabhangig abnehmende Féarbung der Konstrukte beobachtet werden, was auf eine
wesentliche Zytotoxizitit dieses Klebergemischs hindeutet %2,

Im Hinblick auf die Mdglichkeit, den Kleber spater als Gele mit lebenden Zellen zu besiedeln,
konnte eine niedrigere Konzentration forderlich fir die Zellmobilitdt und -Aktivitat in
derartigen Gelen sein. Im Folgeversuch wurde daher der Versuchsaufbau grundlegend
beibehalten, jedoch die Kleberkonzentration abgeandert mit Fibrinogen und Gelatine jeweils in
der Konzentration 100 mg/ml anstatt 150 mg/ml. Es sollte nun zunachst Gberprift werden, wie
sich die verringerte Konzentration auf die unmittelbare Adhésion und langerfristige Integration
im Pushout-Modell auswirken.

Dabei wurde die Beobachtung gemacht, dass die Sofortadhésion an Tag 0 in der Konzentration
100 mg/ml in beiden Gruppen in derselben GrélRenordnung lag wie bei den vorherigen
Versuchen in der Konzentration 150 mg/ml. In der Gruppe RuGel war sie sogar etwas hoher.
Offensichtlich fuhrt eine Konzentrationssteigerung der Kleberbestandteile nicht automatisch zu
einer linearen Verstarkung der Sofortbindung. An Tag 21 fielen die Integrationskréfte der
Gruppe RuFib sowie der Kontrolle ebenfalls wieder in ahnliche Bereiche wie in der
Konzentration 150 mg/ml, mit einer linearen Steigerung der Bindungskraft in der Kontrolle und
einem U-férmigen Verlauf in der Versuchsgruppe RuFib. In der Gruppe RuGel sank die
Integrationskraft an Tag 7 ebenfalls wie gewohnt ab, stieg dann an Tag 21 zwar wieder an, aber
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erreichte nicht das Ausgangsniveau von Tag 0, sondern mit 33,53 +/- 9,87 kPa nur etwa die
Hélfte der Kraft verglichen mit Tag O und mit Tag 21 in der Konzentration 150 mg/ml.

Uber die Griinde dafiir lasst sich spekulieren. Es ist moglich, dass die veranderte Konzentration
der Gelatine im Kleber zu 100 mg/ml zu einer schlechteren Stimulation der Chondrozyten und
Matrixsynthese durch diese gefihrt hat als in der Konzentration 150 mg/ml. Andererseits
zeigten sich alle anderen Werte, d.h. die Sofortadhdsion an Tag 0 sowie die Werte in der anderen
Versuchsgruppe RuFib als sehr &hnlich zu den Ergebnissen des vorhergehenden Versuches,
was ein ganzlich anderes Verhalten des Gewebeklebers in dieser Konzentration eher
unwahrscheinlich erscheinen I&sst.

Auch in diesem Versuch muss zudem auf die geringe Gruppengrolie hingewiesen werden, die
unweigerlich zu groReren Schwankungen in den gemessenen Mittelwerten zwischen den
einzelnen Versuchen flhrt und sich in einer niedrigeren gemessenen Integrationskraft
ausdriicken kann. Dementsprechend ist der Unterschied innerhalb der Gruppe RuGel zwischen
Tag 0 und Tag 7 auch statistisch signifikant, der Unterschied zwischen Tag 0 und Tag 21 jedoch
nicht. Auch hier wére eine zukinftige statistische Erhartung der Beobachtungen erstrebenswert.
Womadoglich kam es zu einer Kombination beider Effekte, die dazu gefiihrt haben, dass die an
Tag 21 gemessenen Integrationskrafte geringer ausfielen. Der Trend, dass die Integrationkraft
auf lange Sicht nach einem ersten Abfall wieder ansteigt, ist auch in der Konzentration 100
mg/ml dennoch sichtbar.

Die mechanisch gemessenen Adhésions-/Integrationskrafte sollen ausdriicken, wie gut die
unmittelbare Klebewirkung eines Bioadhdsivums ist, und wie gut diese zu einer langfristigen
und stabilen Integration und Gewebereparatur fiihren. Dabei l&sst sich allerdings nicht
beobachten, welche Prozesse im Knorpel stattfinden und einen Einfluss haben. Zusétzlich zu
einer mechanischen Objektivierung ist daher eine bildliche Darstellung der Integration uber
denselben Zeitraum notig. Mithilfe der MTT-Farbung wurde bereits die Viabilitat der
Chondrozyten nach Exposition gegentiber den Klebern (iber einen langen Zeitraum validiert. In
diesem Versuch wurden aufRerdem Knorpelkonstrukte aller Versuchsgruppen an Tag 21
histologisch in Safranin-O- und DAB-Farbungen untersucht.

Die Farbungen mit Safranin-O auf Glykosaminoglykane (GAG) zeigten dabei die besten
histologischen Ergebnisse fur die Gruppe RuGel. In der Kontrolle zeigte sich der Knorpelspalt
zwar homogen rotgefarbt, was fur stattfindende Matrixsynthese spricht und anscheinend fur die
guten mechanischen Integrationsergebnisse ausreichte, jedoch zeigten sich hier keine
migrierenden Chondrozyten in den Knorpelspalt hinein. In der Gruppe RuFib erschien die
Rotfarbung des Knorpelspalts eher dezenter, was vereinbar ist mit den eher moderaten
Ergebnissen in der Mechanik. Allerdings zeigten sich hier im Gegensatz zur Kontrollgruppe
Zellen im Knorpelspalt, die offensichtlich dorthin migrierten. Die Gruppe RuGel lieferte die
besten histologischen Ergebnisse. Hier zeigte sich eine kraftige Farbung des Knorpelspalts von
beinahe gleicher Intensitat wie der umliegende Knorpel, was auf laufende Matrixsynthese in
den Knorpelspalt hinein hinweist. AuRerdem waren hier deutlich Chondrozyten zu beobachten,
die in den Knorpelspalt hinein migrierten und offensichtlich zur Defektreparatur beitrugen.
Diese Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass die Defektlberbriickung in der
Kontrollgruppe und in den Versuchsgruppen unterschiedlich ablauft und der Einsatz der
Gewebekleber zu einer nachhaltigeren Knorpelintegration fiihren konnte.

Der hypointense Randsaum wurde am ehesten durch das mechanische Schneidetrauma beim
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Stanzen der Konstrukte verursacht. Eine hypozellulédre Zone als Folge eines mechanischen
Traumas wurde auch in anderen Arbeiten beschrieben und untersucht 1°12%, Die Tatsache, dass
dieser Saum ebenfalls in der Kontrollgruppe sichtbar war, legt diesen Mechanismus nahe und
macht eine zytotoxische Ursache der Kleberkomponenten unwahrscheinlich, zumal in den
MTT-Analysen ein solcher ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte.

McGregor et al. °! konnten auRerdem zeigen, dass diese Zone durch Kollagenase-Behandlung
und den Einsatz chemotaktischer Agenzien mit Chondrozyten repopuliert werden konnte. In
dieser Arbeit konnte anhand der histologischen Ergebnisse gezeigt werden, dass dies auch
mithilfe des Einsatzes eines Gewebeklebers moglich ist, ohne den Knorpel einer Behandlung
mit Enzymen oder chemotaktischen Agenzien auszusetzen. Im Hinblick auf die klinische
Praktikabilitat ware der alleinige Einsatz eines unkompliziert anzuwendenden Gewebeklebers
natlrlich winschenswert.

Zusétzliche immunhistochemische Farbungen der Versuchsgruppen RuFib und RuGel an Tag
21 auf Kollagen Typ I und Il ergaben unterschiedlich stark ausgepréagte Kollagendeposition in
den Knorpelspalt hinein. Dabei wurde praktisch keine Synthese von Kollagen Typ |
nachgewiesen, das besonders in Faserknorpel und anderen Geweben vorkommt und fiir eine
starke Dedifferenzierung der Chondrozyten hin zu einem fibroblastischen Typ gesprochen hétte
107" Dies scheint hier nicht der Fall gewesen zu sein. Die Synthese von Kollagen Typ I, das
besonders in hyalinem Gelenkknorpel vorkommt, zeigte sich in der Gruppe RuGel besonders
deutlich mit einer sogar starkeren Anfarbung als im umliegenden Knorpelgewebe, war jedoch
auch in der Gruppe RuFib in geringerer Intensitat nachweisbar.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den Safranin-O-Farbungen, in denen die Proteoglykane
der Matrix nachgewiesen wurden. Beide Farbungen sprechen fir eine bessere Matrixsynthese
in der Gruppe RuGel als RuFib. Die Uberlegenheit des Gelatineklebers, die sich in den
mechanischen Messungen abzeichnete, konnte in den histologischen Untersuchungen weiter
verdeutlicht werden.

Um die Verhéltnisse im geklebten Knorpelspalt in einer hoheren zeitlichen Auflésung
vergleichend zu untersuchen wurde in einem weiteren Versuch der Fokus auf die rein
histologische Objektivierung der schrittweise ablaufenden Knorpelintegration in den
Konstrukten (ber einen Zeitraum von 21 Tagen gelegt. In dieser Kinetik-Reihe wurden
histologische Aufnahmen in Safranin-O-Farbung von Tag 0, 3, 7, 10, 14 und 21 gemacht.
Anhand dieser Aufnahmen konnte der schrittweise Ablauf der Integration in den beiden
Versuchsgruppen RuFib und RuGel besser verdeutlicht werden.

Im Wesentlichen scheint der Integrationsprozess bei beiden Gruppen ahnlich, jedoch in der
Gruppe RuGel deutlich schneller abzulaufen. Nachdem die Knorpelfldchen durch die im
Knorpelspalt jeweils griin angeféarbten Kleber RuFib und RuGel unmittelbar gebunden wurden,
kam es erst zur fortschreitenden Matrixsynthese in die Kleber, und dann zur Einwanderung von
Chondrozyten in den Defekt hinein. Diese teils nacheinander, teils nebeneinander ablaufenden
Prozessen schienen zum Umbau der Kleber in ein Ersatzgewebe zu fihren, das die
Knorpelflachen innerhalb weniger Wochen histologisch verband. Dabei erfolgte dieser Prozess
in der Gruppe RuGel schneller und vollstandiger als in der Gruppe RuFib. Matrixsynthese in
den Defekt hinein war hier bereits ab Tag 3, Zellmigration bereits ab Tag 7 sichtbar. Diese
Prozesse waren in der Gruppe RuFib jeweils erst einen Messzeitpunkt spater sichtbar. Die
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Integration an Tag 21 war bei RuGel weiter vorangeschritten mit einer deutlicheren
Matrixanfarbung im Defekt und mehr eingewanderten Zellen.

Was in diesem Versuch auflerdem gut sichtbar wurde, war die Entwicklung der durch das
Schneidetrauma verursachten hypozelluldren Randzone, ahnlich wie sie bereits von McGregor
131 heschrieben wurde. An Tag 0 war diese kaum sichtbar, da das Trauma noch sehr frisch war.
Daraufhin kam es durch Apoptose und Nekrose zur Bildung und Ausdehnung einer
hypointensen und hypozelluldren Randzone, die etwa an Tag 7 ihren Hohepunkt erreichte.
AnschlieBend kam es bis zu Tag 21 zu einer zunehmenden Repopulation der Zone durch
migrierende Chondrozyten.

In Zusammenschau der mechanischen und histologischen Ergebnisse zur Langzeitintegration
lasst sich feststellen, dass die Gewebekleber RuFib und RuGel neben der Sofortadhdsion auch
Potenzial zur Forderung der Langzeitintegration von Knorpel besitzen, welches durch
mechanische und histologische Untersuchungen objektiviert werden konnte. Dabei zeigten sich
sowohl Unterschiede zwischen den beiden Klebergruppen, in denen sich der Kleber RuGel als
dem Kleber RuFib Uberlegen erwies, als auch gewisse konzentrationsabhangige Unterschiede.
In den mechanischen Messungen zeigte sich dabei in der htheren Kleberkonzentration von 150
mg/ml ein U-férmiger Verlauf mit einer zunachst guten Sofortadhasion, gefolgt von einem
zwischenzeitlichen Abfall der Adhé&sionsstarke, woraufhin durch erfolgreiche Integration der
Knorpelflachen nach 21 Tagen wieder in etwa dieselben Bindungsstarken wie an Tag 0 erreicht
werden konnten. In den histologischen Auswertungen konnte der Integrationsablauf weiter
objektiviert werden. Das im Defektmodell durch Umbau der Gewebekleber gebildete
Ersatzgewebe zeigte gelenkknorpeltypische Bestandteile wie eine hohe Konzentration von
Glykoproteinen und Kollagen Il sowie lebende Chondrozyten.
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5.3 Besiedelte Gele

Fibrinogen und Gelatine sind natirliche Biomaterialien und besitzen deshalb ein hohes Mal? an
Biokompatibilitdt, Abbaubarkeit und weitere inhdrente biologische Eigenschaften wie
zahlreiche Liganden, die eine Zelladhadsion ermdglichen, beispielsweise die integrinbindende
RGD-Sequenz, bestehend aus den Aminosauren Arginin, Glycin und Asparaginsaure 29>:206,
Die MTT-Analysen sowie die histologischen Ergebnisse der Integrationsversuche mit den
geklebten Knorpelkonstrukten lieBen vermuten, dass die getesteten Gewebekleber nicht nur
keinen toxischen Einfluss auf das umliegende Knorpelgewebe ausiibten, sondern die
Chondrozytenmigration und Matrixsynthese sogar beférdern konnten. Um diese Beobachtung
zu erharten wurden im folgenden Versuch die Kleber mit Chondrozyten besiedelt und zu Gelen
ohne Knorpelkonstrukte vernetzt. Durch die Inkorporation lebender Zellen in die Kleber als
Gele ohne umliegendes Gewebe sollte der direkte Einfluss der Kleber auf die Chondrozyten in
zwei Konzentrationsreihen vergleichend Uber einen Zeitraum von 14 Tagen objektiviert
werden. Ziel war es, einen zytotoxischen Einfluss weiter auszuschlieBen und eine etwaige
Chondrozytenstimulierung durch die Kleber zu evaluieren.

Bereits makroskopisch zeigten sich dabei bereits Unterschiede sowohl zwischen den Klebern
RuFib und RuGel als auch zwischen den einzelnen Konzentrationen innerhalb der Gelgruppe.
Die RuFib-Gele zeigten mit héheren Konzentrationen eine zunehmende makroskopische
Deformierung; in der niedrigsten Konzentration von 75 mg/ml hatten die Gele ihre Form nach
zwei Wochen weitgehend beibehalten, wahrend die Gele in der héchsten Konzentration von
150 mg/ml deutlich verformt waren.

In der Gruppe RuGel waren die Gele noch weniger formstabil, jedoch zeigte sich hier ein
umgekehrter Zusammenhang mit einer zunehmenden Deformierung und Schrumpfen, je
niedriger die Gelkonzentration war. Diese Beobachtung l&sst vermuten, dass die Gele einer
unterschiedlich starken Degradation durch die Zellen unterlagen, mit der hochsten Degradation
in der Gruppe RuGel in der Konzentration 75 mg/ml. Das Schrumpfen des Gels war hier so
stark, dass dieses drohte sich aufzuldsen, weshalb die Gewinnung der histologischen Proben
bereits nach 14 Tagen anstatt wie urspriinglich geplant nach 21 Tagen erfolgte.

Die histologischen Schnitte wurden mit Safranin-O-Farbung auf GAG und
immunhistochemisch auf Kollagen Il mit DAB-Substrat angefarbt. Dabei wurden die
Unterschiede sowohl zwischen den Klebern als auch zwischen den Kleberkonzentrationen noch
deutlicher. Die Gruppe RuFib erwies sich in der niedrigsten Konzentration von 75 mg/ml zwar
als das formstabilste mit einer homogenen Verteilung der Zellen, jedoch zeigte sich die
Zellaktivitat ohne wesentliche Matrixproduktion als sehr gering. Zu hoheren
Gelkonzentrationen hin nahm die Zellmobilitdt zu, mit Anordnung der Chondrozyten in
Zellclustern, die sich makroskopisch in einer Deformierung der Gele zeigte. Histologisch war
durch Anfarbung mit Safranin-O und DAB-Substrat jedoch in allen RuFib-Gelen in etwa gleich
wenig Matrixproduktion nachweisbar.

Verglichen mit den RuFib-Gelen zeigten die RuGel-Gele hingegen eine deutliche
konzentrationsabhé&ngige Zellorganisation und -aktivitat. Die Produktion von Matrix wurde
umso deutlicher, je geringer die Gelkonzentration war, mit extrem verdichteten und stark
angefarbten Gelen in der niedrigsten Konzentration 75 mg/ml. Das beste Verhaltnis aus
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Gelstabilitat und Zellaktivitat wurde hier in der Konzentration 125 mg/ml erreicht.

Die DAB-Férbungen zeigten in den RuGel-Gelen &quivalent zu den Integrationsversuchen eine
Anreicherung von Kollagen Il, was auf die Bildung knorpeltypischer Bestandteile hinweist.
In einer Live/Dead-Farbung, die exemplarisch in der Gruppe RuGel 150 mg/ml erfolgte, zeigten
sich die im Gel inkorporierten Zellen vital mit Bildung von Zellclustern. Eine Zytotoxizitét der
Gelbestandteile auf die Zellen konnte hier weiter ausgeschlossen werden.

Die Ursachen fiir das unterschiedliche Verhalten der Gele in verschiedenen Konzentrationen
sind vermutlich vielfaltig und komplex und kdnnen daher hier nur angerissen werden. Eine
Erklarung flr die héhere Zellorganisation in den RuFib-Gelen in héherer Konzentration kénnte
sein, dass Zellproliferation und -aktivitdt von der Zelldichte und Nahrstoffverfligbarkeit
abhangen 2. Durch die héhere Konzentration an Fibrinogen stiinde mehr Material zur
Verfligung, das die Zellen verarbeiten konnten, deshalb stiege mit hoherer Konzentration auch
die Zellaktivitdt, was sich in einem verstarkten Ab- und Umbau des Geles &uRerte.
Bei den RuGel-Gelen hingegen zeigte sich dieser Zusammenhang nicht. Nichol 16 machte die
Beobachtung, dass in mit Chondrozyten besiedelten GelMA-Gelen (Gelatine mit
Methacryloylsubstitution) hohere Gelkonzentrationen zu einer hoheren Steifheit der Gele
flihrte, aber die Zellviabilitat und Zellelongation sowie -migration umgekehrt abhéngig von der
Geldichte waren, also mit hoherer Konzentration sanken. Andere Autoren machten die
Beobachtung, dass die PorengrofRe in GelMA-Hydrogelen neben einigen anderen Faktoren
chemischer und physikalischer Natur unter anderem vom AusmaR der Methacryloyl-
Substitution als auch von der Gelkonzentration selber abhangt 2°8-2°, Da es sich in dieser Arbeit
um Versuche mit unfunktionalisierter Gelatine handelt, sind diese Beobachtungen nicht direkt
ubertragbar, dennoch konnte hierin die Erklarung fir die umgekehrte Abhéngigkeit der
Zellorganisation und -aktivitat von der Gelkonzentration liegen. Ein zu dichtes Gel mit einer
geringen PorengroRe konnte eine schlechtere Néahrstoffversorgung und Behinderung der
Chondrozyten in ihrer Ausdehnung und Organisation darstellen.

Welche Faktoren ausschlaggebend dafir sind, ob die Zellorganisation und -aktivitat mit hdherer
Konzentration steigen oder absinken, sind, wie dieser Versuch gezeigt hat, demnach unter
anderem stark von den verwendeten Hydrogelen abhangig.

Sowohl Fibrinogen als auch Gelatine sind vielseitig einsetzbare Materialien und finden unter
anderem bereits Verwendung in Hydrogelen. Neben der Polymerisierung von Fibrinogen zu
Fibrin, das sich als Gewebekleber und Hydrogel bereits etablieren konnte, kann Fibrinogen
selber auch als Hydrogelbestandteil verwendet werden, beispielsweise wurden schon PEG-
basierte Hydrogele mit Fibrinogen untersucht 64,

Gelatine ist sogar eines der am haufigsten verwendeten Materialien in Hydrogelen, da sie
biokompatibel und enzymatisch abbaubar ist, bioaktive Gruppen fir Zelladhdsion und weitere
interessante Eigenschaften besitzt, wie Wasserloslichkeit und einen Gelierpunkt um 30 °C,
weshalb sie auch Verwendung als Bioink im 3D-Bioprinting findet. Zum jetzigen Zeitpunkt
wurden viele verschiedene Gelatine-Scaffolds entwickelt. Photovernetzung der Gelatine stellt
dabei aufgrund der schnellen  Aktivierung und relativ  milder chemischer
Umgebungsbedingungen eine attraktive Methode dar. Am haufigsten ist dabei die Verwendung
von UV-lichtaktivierter Vernetzung mithilfe des Photoinitiators Irgacurel2959 *°. Dieser bietet
jedoch einige Nachteile: er ist sauerstoffsensitiv, wodurch die Verwendung luftdichter
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Barrieren notig ist 1, was klinisch unpraktikabel ist, und die Verwendung von UV-Licht birgt
das Risiko der Induzierung von DNA-Schaden in Zellen 7,

Diese Schwierigkeiten werden mithilfe der Verwendung von lichtaktiviertem Ru/SPS zur
Vernetzung der Gelatine umgangen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch diese
Methode Gele hergestellt werden konnen, die eine zellfreundliche Umgebung darstellen und
inkorporierte Chondrozyten durch Anpassung der Gelkonzentration zu maRiger bis starker
Organisation und Matrixsynthese angeregt werden kénnen.

Allerdings muss konstatiert werden, dass es sich bei diesen Gelen um keine ausgereiften
Hydrogele handelt, die in dieser Form noch nicht im Bereich Tissue Engineering angewendet
werden konnen. Fir die kiinstliche Herstellung von Regeneratgewebe mithilfe von Hydrogelen
mussen diese ein hohes Mal an Formstabilitat besitzen, welches diesen Gelen noch abhanden
kommt. Malgeblichen Einfluss konnte die Verwendung der unfunktionalisierten Gelatine
gehabt haben. Diese zeichnet sich durch ihre hohe Elastizitat und lockere Struktur aus. Dies
konnte sich forderlich auf die Zellaktivitat und Mobilitat ausgewirkt haben, allerdings flihren
diese Eigenschaften auch zu einer starkeren Quellung und woméglich einem héheren Mal} an
Abbaubarkeit als bei funktionalisierter Gelatine, weshalb die Gele besonders in niedrigeren
Konzentrationen einer starken Veranderung der Form und GréRe unterlagen.

Funktionalisierte Gelatine wird in Hydrogelen am haufigsten in Form des bereits erwahnten
GelMA verwendet 18211 Dabei handelt es sich um Gelatine, die mit Methacryloylgruppen an
Amin-Seitengruppen substituiert wurde. Dadurch wird eine lichtaktivierte Vernetzung durch
zum Beispiel Irgacurel2959 erst moglich. Auferdem kann mithilfe verschiedener
Substitutionsgrade die Steifheit und Festigkeit des Gels angepasst werden.

Eine andere Mdglichkeit der Funktionalisierung ware beispielsweise die Thiol-En-Click-
Chemie, die auf der Dimerisierung von Thiolen mit reaktiven Carbon-Carbon-
Doppelbindungen (,,Ene**) basiert 4. Neben der Steigerung der Festigkeit des Gels soll durch
eine  hohe Konversion funktioneller Gruppen und ein geringeres Mall an
polymerisationsbedingtem Schrumpfen und Stress die Vernetzung der Gelatine zu einem
homogeneren Netzwerk ermdglicht werden. Dieses Verfahren wurde von Bertlein et al. 1" mit
GelAGE (Allyl-Glycyl-Ether-substituierte  Gelatine) schon unter Verwendung des
Photoinitiatorsystem Ru/SPS getestet und mit den bereits etablierten GeIMA-Gelen verglichen.

Der Fokus dieser Arbeit liegt jedoch nicht in der Herstellung von Hydrogelen fir den Bereich
Tissue Engineering, sondern in der Etablierung eines féhigen Gewebeklebers. Entscheidend
sind dabei neben adhé&siven Eigenschaften solche, die die langfristige Integration positiv
beeinflussen. Dazu ist ein hohes Mal3 an Elastizitat und Abbaubarkeit nicht hinderlich, sondern
vermutlich eher forderlich. Dieser Versuch lieferte starke Anhalte dafir, dass Chondrozyten in
der direkten Umgebung der Gewebekleber als Gele, besondern im RuGel-Gel in ihrer
Organisation und Aktivitat nicht gehindert oder sogar stimuliert werden, und hob damit das
integrative Potenzial dieser hervor. Die Beobachtungen des Gelversuches fligen sich damit in
die Ergebnisse der Integrationsversuche mit Knorpelkonstrukten ein und heben die
Uberlegenheit des RuGel-Gels beziehungsweise -Klebers gegeniiber dem RuFib-Kleber in
Bezug auf die Moglichkeit der Chondrozyten zur Mobilitdt und Bildung von Matrix weiter
hervor.

Zusatzlich lieferte dieser Versuch auBerdem interessante und vielversprechende Erkenntnisse
zu den verwendeten Materialien und ihrem Verhalten als mit Zellen besiedelte Gele. Durch
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Einbringen funktioneller Gruppen kénnte insbesondere RuGel Potenzial zur Anwendung im
Bereich Tissue Engineering, beispielsweise als Biolnk besitzen.
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5.4 Langzeitintegration mit besiedelten Klebern

Die vorhergehenden Versuche hatten gezeigt, dass die Gewebekleber, insbesondere RuGel,
sowohl zu einer starken Sofortadh&sion als auch langfristigen Integration von Knorpel féhig
sind. Ferner wurde beobachtet, dass eine Besiedelung der Kleber mit Chondrozyten moglich ist
und diese einen positiven Einfluss auf die Zellmigration und -aktivitat auszuiiben scheinen.
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde in einem letzten Versuch erneut die
Langzeitintegration geklebter Knorpelkonstrukte im Pushout-Modell nach 21 Tagen ermittelt,
wobei die Knorpelkonstrukte mit mit Chondrozyten besiedelten Klebern geklebt und kultiviert
wurden. Ziel war es, durch die Erhéhung der Zelldichte im Knorpelspalt eine héhere Ausbeute
an Matrixsynthese und damit eine noch bessere Langzeitintegration zu erzielen.

Als Kleberkonzentration wurde die Konzentration 100 mg/ml gewahlt. Fir diese Konzentration
hatte sich in den Vorversuchen ein gutes Verhdltnis aus Sofortadh&sion, Stabilitdt und
Zellaktivitat ergeben. Zudem lieRen sich so die Ergebnisse der Langzeitintegration mit und
ohne Besiedelung der Kleber besser vergleichen.

In den mechanischen Messungen an Tag 21 (bertrafen die mechanisch gemessenen
Integrationskrafte in der VVersuchsgruppe RuGel mit 83,95 +/- 21,62 kPa tatsachlich erstmals
die Integrationswerte aus der Kontrollgruppe, auch wenn dieser Unterschied statistisch nicht
erhértet werden konnte, und fielen auch deutlich héher aus als die in derselben Konzentration
ohne Besiedelung gemessenen Integrationswerte. Die Integrationswerte flr die Kontrolle und
die Gruppe RuFib lagen mit 62,26 +/- 24,71 kPa beziehungsweise 27,30 +/- 9,74 kPa sehr nah
bei den Ergebnissen, die auch zuvor in den Versuchen gemessen worden waren.

Durch diese Ergebnisse konnen sich einige Aussagen ableiten lassen. Zunéchst lasst sich
feststellen, dass sich die Integrationswerte der Kontrollgruppe mit diesem Versuch erneut
reproduzieren lieBen. Vergleiche zwischen den Versuchsgruppen dieses und vorhergehender
Versuche lassen sich dadurch besser legitimieren.

Die Versuchsgruppe RuFib erreichte beinahe identische Integrationswerte mit und ohne
Zellbesiedelung. Dieses Ergebnis steht im Einklang zu den Beobachtungen des Gelversuches.
Die Chondrozyten wurden durch RuFib zwar zur Zellorganisation angeregt, jedoch liel3 sich
keine bedeutende Matrixproduktion nachweisen. Diese ist jedoch der entscheidende Faktor in
der Ausbildung einer mechanisch festen Bindung zwischen den Knorpelflachen. Deshalb lieR
sich vermutlich auch kein Unterschied in der mechanischen Untersuchung der Integration
feststellen.

In der Gruppe RuGel hingegen fiel die Langzeitintegration verglichen mit der Integration ohne
Zellbesiedelung deutlich hoher aus. Auch dieses Ergebnis steht im Einklang mit den
Beobachtungen des Gelversuchs. Hier zeigte sich in der Gruppe RuGel nicht nur eine deutliche
Zellorganisation, sondern auch eine besonders in niedrigeren Konzentrationen starke
Anreicherung von Proteoglykanen und Kollagen I1. Die Inkorporation der Chondrozyten in den
Kleber hat vermutlich durch Matrixsynthese zu einem starkeren Umbau des Klebers und
Vernetzung der Knorpelfléchen gefiihrt, was in einer hdheren Langzeitintegration resultierte.
Durch das Zusammenwirken der im Kleber inkorporierten Zellen und den Chondrozyten der
angrenzenden Knorpelflachen konnte eine stdrkere Verankerung des Klebers mit den
angrenzenden Knorpelflachen erzielt werden als durch das alleinige Zusammenwachsen der
Knorpelstlicke in der Kontrollgruppe.
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Die histologischen Farbungen der Konstrukte spiegeln dabei die mechanischen Ergebnisse, mit
den besten Aufnahmen aus der Gruppe RuGel. Hier war die Anreicherung von Proteoglykanen
in der Safranin-O-Farbung im Knorpelspalt am deutlichsten mit derselben Intensitat wie im
anliegenden Knorpelgewebe, was auf die beste Matrixsynthese hinweist und mit den guten
mechanischen Werten korreliert. Zusatzlich waren im Knorpelspalt Chondrozyten sichtbar,
wobei nicht sicher differenziert werden kann, ob diese aus dem besiedelten Kleber verblieben
oder aus dem anliegenden Knorpel dorthin migriert waren. Um diese Zusammenhéange in
Zukunft sicher differenzieren zu kdnnen, wére bspw. eine Moglichkeit, die Chondrozyten, die
in den Kleber inkorporiert werden, radioaktiv zu markieren und nach 21 Tagen histologische
Aufnahmen in Fluoreszenzmikroskopie anzufertigen. Ausgehend von der Anzahl und der
Verteilung der Zellen ist der wahrscheinlichste Fall, dass sowohl eingewanderte als auch
verbliebene Chondrozyten im Spalt sichtbar waren und zur guten Matrixsynthese und
Integration beigetragen haben, da bei einzelnen Chondrozyten Bewegungsrichtungen zum Spalt
hin sichtbar waren, andere jedoch véllig isoliert in der Mitte des Spalts lagen.

In der Gruppe RuFib waren solche Chondrozyten ohne sichtbare Verbindung zum anliegenden
Knorpel noch héufiger sichtbar und machen die Existenz von im Kleber Gberlebenden und zur
Integration beitragenden Zellen wahrscheinlich. Gleichzeitig wird dadurch einmal mehr betont,
dass die Verwendung von RuGel zu einer besseren Integration fihrt als die Verwendung von
RuFib, was sich eben in einer hoheren Chondrozytenmigration spiegelt.

Auffallig an den histologischen Proben ist zudem, dass erneut in der Kontrollgruppe zwar eine
Verbundenheit der Knorpelflachen durch tberbriickende Matrixsynthese zu bestehen schien,
welche sich in der guten mechanischen Integrationskraft spiegelt, allerdings schien die
Proteoglykankonzentration, der Intensitat der Anfarbung nach zu urteilen, geringer zu sein als
in den Versuchsgruppen, insbesondere als im Vergleich zu RuGel. Da die Safranin-O-Farbung
nur eine semiquantative Methode zur Bestimmung des Proteoglykangehaltes ist, konnte hier
beispielsweise ein GAG-Assay zur absoluten Bestimmung von Glykosaminoglykanen
wertvolle weitere Erkenntnisse liefern. Bemerkenswert ist zudem, dass im Knorpelspalt in der
Kontrollgruppe keine Chondrozyten sichtbar waren, die von aullen eingewandert waren.
Offensichtlich wurden die umliegenden Chondrozyten zwar zur Matrixproduktion, jedoch nicht
zur Migration angeregt. Ein mdoglicher Mechanimus fur die verhédltnismaRig guten
mechanischen Integrationskréfte, verglichen mit dem histologisch minderwertigen Mal} an
sichtbarer Integration, ware, dass die Kontrollgruppe durch den sehr engen Kontakt der
Knorpelflichen ohne eine trennende ,Kleberwand* einen zeitlichen Vorsprung gewann,
welcher jedoch in der Versuchsgruppe RuGel durch die Migration und Aktivitat der
Chondrozyten im Knorpelspalt mit der Zeit wieder wettgemacht wurde. Demnach wére zu
erwarten, dass die Langzeitintegration 0ber einen noch léngeren Zeitraum in den
Versuchsgruppen, besonders RuGel, die Kontrollgruppe eindeutig tiberholen misste. Um dies
zu evaluieren wéren weitere VVersuche Uber einen l&ngeren Zeitraum notig. Eindeutige Klarheit
wirden Langzeit-in-vivo-Versuche schaffen.

Eine weitere Moglichkeit, um diese Hypothese zu stlitzen, kénnte in einem leicht abge&nderten
Defektmodell bestehen, in welchem der ausgestanzte Knorpeldisc nicht wieder passgenau in
den Ring gesetzt wiirde, sondern dieser Ring durch das erneute Ausstanzen mittels einer etwas
groReren Stanze innen leicht vergroRert wirde. Auf diese Weise wirde ein groRerer Spalt
zwischen Knorpeldisc und Knorpelring resultieren. Wie erléutert, besteht der Verdacht, dass
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die mechanisch hohen gemessenen Werte in der Kontrollgruppe durch den engen
Knorpelkontakt zustandekommen, wodurch es der Kontrollgruppe erleichtert wird, durch
uberbruckende Matrixsynthese eine Bindung herzustellen, wéhrend in den Versuchsgruppen
zunichst die Barriere in Form des Klebers ,,iiberwunden® werden muss. Demnach konnte bei
einer VergroRerung des Knorpelabstands zwischen Knorpelring und Knorpeldisc die
Uberbriickende Matrixsynthese und -vernetzung in der Kontrollgruppe erschwert werden,
wéhrend in den Versuchsgruppen die Sofortadhésion bei Einsatze einer etwas grofieren
Klebermenge wenig oder gar nicht beeintréchtigt werden sollte, und bis zum Erreichen einer
stabilen integrativen Bindung durch die etwas dickere Kleberschicht nur unwesentlich mehr
Zeit vergehen konnte. Das integrative Potenzial der Versuchs- und Kontrollgruppen kénnte
durch zukiinftige Versuche mit einem derartigen leicht abgednderten Defektmodell demaskiert
werden.

In diesem Versuch wurde die Langzeitintegration von Knorpelgewebe durch die besiedelten
Kleber RuFib und RuGel untersucht. Ein ahnlicher Ansatz wurde von Maher et Mauck %8
verfolgt, die in einem Pushout-Defekt-Modell ahnlich dem in dieser Arbeit verwendeten, ein
kommerziell erhéltliches synthetisches Hydrogel (Puramaxtrix®), das mit Chondrozyten
besiedelt und mit dem Wachstumsfaktor TGFB3 supplementiert wurde, in den 0,25 mm breiten
Knorpelspalt zwischen Knorpelring und -kern injizierten. Uber einen Zeitraum von 21 bzw. 42
Tagen konnten sie eine Integration zwischen den Knorpelflachen erzeugen, die histologisch
und mechanisch durch Pushout-Tests objektiviert wurde. Der Versuch von Maher et Mauck
zeigt, dass die langfristige Knorpelintegration durch Injektion eines mit Zellen besiedelten,
biologisch abbaubaren Materials gesteigert werden kann. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine Integrationssteigerung auch durch Besiedelung von lichtaktivierter Gelatine
erzielt werden kann. Vorteilhaft an diesem Material ist dabei, dass es neben der langfristigen
Integration auch zur Induktion einer stabilen Sofortbindung durch dieses Material kommt, wie
die vorhergehenden Versuche gezeigt hatten. Dies stellt auch den wesentlichen Unterschied
gegeniiber dem bereits kommerziell eingesetzten Fibrin dar, das ebenfalls unter niedrigem
adhdsivem Potenzial im ,,immediate bonding* leidet. Zudem ist bei der hier verwendeten RuGel
keine Supplementation mit Wachstumsfaktoren nétig, um eine Integration zu erwirken; ein
Umstand, der in Hinblick auf die klinische Anwendbarkeit des Materials von Vorteil sein kann.
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5.5 Ausblick

Die Therapie von Knorpelschéden hat durch regenerative Ansatze der Medizin mit dem Tissue
Engineering von Knorpelgewebe enormen Zuwachs in der potenziellen Chance auf Heilung
dieser gewonnen. Dabei werden immer komplexere und vielschichtigere Scaffolds als Basis zur
kinstlichen Herstellung von Regeneratknorpel entwickelt. Der Einbezug zonaler Aspekte des
Knorpelgewebes in die Entwicklung der Scaffolds 22, hochkomplexe Geriiste auf Basis
elektrogesponnener Nanofibrillen 23 oder dreidimensionales Bioprinting **” und der Einsatz
pluripotenter Stammzellen aus verschiedenen méglichen Geweben % stellen nur einige dieser
Aspekte dar.

Ein chronisches Problem besteht jedoch in der Implantation der Konstrukte in den
Knorpeldefekt, da aufgrund der natirlicherweise unzureichenden lateralen Integration von
Knorpelgewebe ein vollstandiges Verheilen des Defektes erschwert oder verhindert wird. Um
diese Hindernisse zu Uberwinden, ist, trotz bereits erreichter Fortschritte, weitere Forschung
notig.

Bendtigt wird ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die erfolgreicher Integration durch
Matrixsynthese und Zellmigration zugrundeliegen. Dabei sollte zudem in den in vitro Modellen
mehr Wert auf die Nachahmung der im Knorpeldefekt vorherrschenden physiologischen
Umgebungsbedingungen gelegt werden. Hier ist die Rede insbesondere vom
inflammatorischen Milieu und dem Einwirken mechanischer Kréfte, die es einzubeziehen gilt.
Letzteres wird bei der Herstellung von besiedelten Scaffolds bereits durch den Einsatz
sogenannter Bioreaktoren imitiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch mechanische
Stimulierung die EZM-Produktion der Chondrozyten signifikant gesteigert werden kann 14,
Auch bei der Erforschung von Integrationsmodellen kénnten solche Techniken zum Einsatz
kommen.

Neben dem Einsatz chemotaktischer Agenzien und einem enzymatischen Andau der
Defektzone zur Repopulation und Verbesserung der Heilung der Defektflachen riicken
zunehmend biomaterialbasierte Ansatze ins Blickfeld der Forschung. Langfristige Integration
soll dabei durch den Einsatz geeigneter Scaffolds erreicht werden oder unter Zuhilfenahme von
Gewebeklebern. Als Standard konnte sich dabei bisher nur Fibrinkleber etablieren. Doch dieser
besitzt zahlreiche Nachteile, wie eine lange Polymerisationszeit und geringes adhasives
Potenzial im ,,immediate bonding* 162183, Fiir die sichere Implantation eines Transplantates in
den Defekt ist dieses jedoch nétig. Ein zukinftiges Bioadhédsivum zur Unterstiitzung der
Knorpelreparatur muss deshalb in der Lage sein, sowohl die sichere Sofortadhésion zu initiieren
als auch die langfristige Integration zu unterstitzen.

In dieser Arbeit wurden zwei Gewebekleber auf Basis von Fibrinogen und Gelatine, die mittels
eines neuartigen lichtaktivierten Crosslink-Mechanismus vernetzt wurden, auf ihr Potenzial
hin, diese Bedingungen zu erfullen, untersucht. Dabei erwies sich der Kleber RuGel als dem
Kleber RuFib sowohl hinsichtlich der Sofortadh&sion als auch der Langzeitintegration
iiberlegen. Die adhidsiven Krifte im ,,immediate bonding* lagen dabei fur RuGel Uber
siebenmal hoher als die von Fibrinkleber, wéhrend die Integrationswerte nach 21 Tagen in
einem vergleichbaren Rahmen lagen. Zudem konnte kein zytotoxisches Potenzial des Klebers
nachgewiesen werden. In Bezug auf den moglichen zukunftigen Einsatz als Gewebekleber fir
Knorpelgewebe lieferte diese Arbeit damit vielversprechende Ergebnisse.

Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig. Wichtig wire es, eine sichere Uberlegenheit
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des Klebers gegenuber der Kontrollgruppe nicht nur histologisch, sondern auch mechanisch zu
objektivieren. Dafur ware gegebenenfalls die Entwicklung eines leicht abgeédnderten
Defektmodells notwendig. Auch der Einsatz eines Zugversuches anstatt des Pushout-Modells
ware denkbar. Zudem sollten zukiinftige Experimente grof3ere Versuchsgruppen beinhalten, um
einige in dieser Arbeit dargestellte und diskutierte Trends statistisch erhérten zu konnen. Da in
den Ergebnissen dieser Arbeit beobachtet wurde, dass die Adhasions- bzw. Integrationskurve
einen U-formigen Verlauf annahm, ware es von Bedeutung den genaueren zeitlichen Ablauf
und das AusmaR des Einbrechens der adhdsiven Kraft zu evaluieren. Eine entscheidende Rolle
konnte dabei das Quellverhalten der Gelatine spielen. Dieses gilt es genauer zu evaluieren.
Gegebenenfalls konnte der Einsatz funktionalisierter Gelatine erwogen und untersucht werden,
um die Festigkeit dieser zu erhohen und so dieser Schwierigkeit zu begegnen 173, Hier ware ein
gutes Verhéltnis aus gewonnener Festigkeit und erhaltener Elastizitat erstrebenswert.

Da neben dem Einsatz eines Gewebeklebers auch weitere Strategien zur Integrationssteigerung
beitragen kénnen, wére eine Untersuchung hinsichtlich des Zusammenwirkens dieser sinnvoll.
So konnte die Kombination aus dem Einsatz des Klebers RuGel und einem enzymatischen
Andau der Defektflache und/oder der Einsatz chemotaktischer Agenzien die langfristige
Integration eventuell weiter steigern 128149151,

Da letztendlich die Implantation von Regeneratknorpel in den Defekt das langfristige Ziel
darstellt, wére es zudem von grof3er Bedeutung, die adhasiven und integrativen Eigenschaften
des Klebers nicht nur in einem reinen Knorpeldefektmodell zu testen, sondern auch zu
untersuchen, wie sich die Kombination mit verschiedenen Scaffolds auf diese auswirken wiirde,
insbesondere da sich die Integration von Regeneratknorpel in nativen Knorpel als besonders
diffizil erweisen kann.

In dieser Arbeit wurde der Kleber ausschlielilich mit Chondrozyten besiedelt. Interessant ware
es, alternative Zellquellen, beispielsweise mesenchymale Stammzellen zu verwenden. Diese
spielen in der Entwicklung cartilaginarer Konstrukte eine immer gréf3ere Rolle und wurden
auch bereits in Gelatine-basierte Hydrogele erfolgreich inkorporiert und zur Matrixsynthese
angeregt 214, Die vergleichende Untersuchung des Einflusses dieser Zellen auf die laterale
Integration konnte wertvolle Erkenntnisse liefern.

Schlussendlich sind zum sicheren Nachweis des integrativen Potenzials des Klebers in vivo
Studien in Tiermodellen nétig, da in vitro Modelle zwangslaufig mit Unzulénglichkeiten
beziiglich der Imitierung des physiologischen Milieus und reparativer Mechanismen verbunden
sind.

Neben der Untersuchung von RuGel als Gewebekleber im Defektmodell wurden zudem
vielversprechende Ergebnisse in der Besiedelung von RuGel als Gel erzielt. Als vorteilhaft
konnte sich dabei besonders die nicht-toxische aber schnelle Aktivierung mittels sichtbarem
Licht erweisen. Es konnte gezeigt werden, dass RuGel-Gele eine zellfreundliche Umgebung
darstellen, die die Chondrozyten konzentrationsabhéngig zur Organisation und Produktion von
EZM anregten. Diese konnten die Basis fur die weitere Erforschung des Klebers im
hydrogelbasierten Tissue Engineering darstellen. Als problematisch fir diesen Einsatz wiirde
sich jedoch vermutlich die Forminstabilitat im Zuge der starken Degradation eines solchen Gels
erweisen. Hier konnte sich ebenfalls die vorherige Funktionalisierung der Gelatine vor der
lichtaktivierten Vernetzung positiv auswirken. Bertlein et al. 1 untersuchten den Einsatz von
mit Thiol-En-Gruppen funktionalisierter GelAGE, die mittels desselben lichtaktivierten

87



Diskussion

Crosslink-Mechanismus vernetzt wurde als Bioink fiir 3D-Bioprinting im Tissue Engineering.
Schlussendlich ist auch ein Einsatz von RuGel als Gewebekleber in anderen chirurgischen
Bereichen mdglich als Alternative zu gangigen Gewebeklebern wie dem auch hier etablierten
Fibrin oder BioGlue®, das zytotoxisches Potenzial aufweist, welches mit dem zytokompatiblen
RuGel nicht gegeben ist. Ein solcher Einsatz als chirurgischer Gewebekleber wurde bereits
erfolgreich im Tiermodell getestet 82,

Bei RuGel handelt es sich also um ein vielseitig einsetzbares Material, das in verschiedenen
Richtungen in abgewandelter Form in klinischen Einsatzbereichen Verwendung finden kann.
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6 Zusammenfassung

Die degenerative Gelenkerkrankung Osteoarthrose ist eine haufige Erkrankung des Menschen,
die mit einer deutlichen Morbiditat und korperlichen Einschrankungen assoziiert ist. Es wird
angenommen, dass im Jahr 2030 Arthrose die h&ufigste Ursache fur Behinderung darstellen
wird *2, Weil Knorpelgewebe avaskular ist und die Chondrozyten sich in einem postmitotischen
Zustand befinden, besitzt Knorpel nur sehr geringes Selbstheilungspotenzial. Es gibt momentan
keine effektive Therapie der Arthrose. Obwohl regenerative Ansédtze mit dem Tissue
Engineering von Knorpelgewebe vielversprechende Therapiealternativen darstellen, stellt die
mangelnde laterale Integration von Knorpelgewebe ein chronisches Problem dar, das die
Implantation von Knorpelkonstrukten vor Schwierigkeiten stellt. Die optimale
Integrationsmethode sollte das Gewebe stark verbinden, klinisch schnell und einfach
angewendet werden konnen, ein hohes Mal} an Biokompatibilitat besitzen und auf3erdem die
Gewebereparatur fordern. Eine vielversprechende Maoglichkeit stellt der Einsatz von
Gewebeklebern dar.

Gelatine und Fibrinogen sind natlrliche Materialien mit diversen Vorteilen beziglich
Biokompatibilitat, biologischen Eigenschaften und Abbaubarkeit. In dieser Arbeit wurden
natives Fibrinogen und unmodifizierte Gelatine in geldster Form mittels einer neuartigen und
schnellen Photooxidationsmethode unter Verwendung von Rutheniumkomplexen und Licht aus
dem sichtbaren Spektrum zu Klebern vernetzt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde mit den auf diese Weise hergestellten Klebern RuFib und
RuGel  Knorpel in  Disc-Ring-Konstrukten  zusammengeklebt.  Mittels  einer
Materialprifmaschine wurde in einem Push-Out-Versuch die Sofortadhésion der geklebten
Konstrukte mechanisch vergleichend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass beide Kleber
zur Herstellung einer suffizienten Gewebeadhé&sion imstande sind, wobei die Adhé&sionskrafte
beim Kleber RuGel etwa doppelt so hoch ausfielen wie beim Kleber RuFib. AuRerdem wurde
der Einfluss eines enzymatischen Andaus der Knorpelflichen auf die Sofortadhésion
untersucht, wobei keine Adhésionssteigerung beobachtet werden konnte.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Fokus auf die Evaluierung der Langzeitintegration gelegt.
Die entsprechenden Knorpelkonstrukte wurden erneut mithilfe der Kleber RuFib und RuGel
geklebt und Uber 3 Wochen in Gewebekultur gehalten. Nach 7 und nach 21 Tagen erfolgten
mechanische Messungen im Push-Out-Modell. Dabei zeigte sich ein U-formiger Verlauf der
Bindungskréfte im Knorpelspalt, mit einem ersten Abfall der Adhasionskrafte an Tag 7 und
einem darauffolgenden erneuten Anstieg der Integrationskréfte an Tag 21. Ursachlich sind
moglicherweise sich uUberlappende Phdnomene mit einem ersten Nachlassen der adhé&siven
Bindungskraft der Kleber und einer versetzt stattfindenden Integration der Knorpelflachen.
Eine Reduktion der Kleberkonzentration in einem weiteren Versuch resultierte
interessanterweise in keinen signifikanten Verénderungen in der Sofortadhdsion, wéhrend
jedoch die Langzeitintegrationswerte der Gruppe RuGel nach 21 Tagen geringer ausfielen.
Histologische Aufnahmen wurden angefertigt, die keinen zytotoxischen Einfluss der Kleber auf
das Knorpelgewebe erkennen lieRen und das schrittweise ablaufende Integrationsgeschehen im
Knorpelspalt in einer Kinetik-Reihe besonders in der Gruppe RuGel anschaulich unterstrichen.
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Insgesamt zeigte sich der Kleber RuGel dem Kleber RuFib sowohl hinsichtlich der
Sofortadhdsion als auch der Langzeitintegration tberlegen.

Der dritte Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Erforschung der vernetzten Kleber in
Form besiedelter Gele. In einer konzentrationsabhangigen Reihe wurden beide Materialien mit
Chondrozyten besiedelt und mithilfe des Crosslink-Mechanismus vernetzt und Gber einen
Zeitraum von zwei Wochen in Gewebekultur gehalten. AnschlieBend erfolgte die
makroskopische und histologische Auswertung der Chondrozytenvitalitat, -Mobilitat und -
Aktivitat. Dabei konnten Unterschiede sowohl zwischen den Gruppen als auch innerhalb der
Gruppen zwischen den verschiedenen Gelkonzentrationen beobachtet werden. Insgesamt lie3
sich feststellen, dass beide Materialien eine zellfreundliche Umgebung darstellen, in der die
Chondrozyten zur Organisation und Matrixsynthese angeregt werden kénnen. In den RuGel-
Gelen zeigte sich die Zellaktivitat starker im Vergleich zu den RuFib-Gelen und umso stérker,
je niedriger die Gelkonzentration war. Hier unterlagen die Gele jedoch einer starken Instabilitat
in Form und GroRe. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das Material neben der
Verwendung als Gewebekleber auch ein aussichtsreicher Kandidat fiir die weitere Erforschung
im Rahmen von hydrogelbasiertem Tissue Engineering sein kdnnte, hierfur jedoch eine weitere
Modifikation der Gelatine nétig sein kdnnte.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurden die Erkenntnisse aus den vorhergehenden Versuchen
zusammengefihrt und ein weiterer Langzeitintegrationversuch entworfen, in welchem
besiedelte Kleber zum Einsatz kamen. Die entsprechenden geklebten Konstrukte wurden
wieder drei Wochen lang inkubiert. In der Auswertung der mechanischen Ergebnisse an Tag
21 zeigte sich, dass durch die Besiedelung der Kleber eine weitere Integrationssteigerung erzielt
werden konnte. Beim Kleber RuGel erreichte die Langzeitintegration damit den Spitzenwert.
Auch in den histologischen Untersuchungen zeigte sich die beste Integration in der Gruppe
RuGel. Dieser Versuch machte deutlich, dass eine Besiedelung der Kleber moglich ist und
durch Chondrozytenstimulation und Matrixsynthese zur weiteren Integration im Knorpelspalt
beitrégt.

In dieser Arbeit erfolgte der erstmalige Einsatz von Fibrinogen und Gelatine, die mittels des
Crosslinker-Komplexes  Ruthenium/SPS  vernetzt wurden, als Bioadhdsivum von
Knorpelgewebe. In der Zusammenschau der erbrachten Ergebnisse liel? sich feststellen, dass
von den hier vorgestellten Materialien insbesondere der Kleber RuGel Potenzial besitzt, Einsatz
als Bioadhasivum im Bereich Tissue Engineering von Knorpelgewebe zu finden.
Ausschlaggebend dafir ist die Herstellung einer suffizienten Sofortadhdsion zwischen
gegentberliegenden Knorpelflachen einerseits, sowie die Forderung der Langzeitintegration
andererseits, die fur eine Stimulierung der Gewebereparatur im echten Knorpeldefekt
vielversprechend ist. Weitere Forschung ist jedoch nétig, um die Abgrenzung der mechanischen
Integration gegeniiber der Kontrollgruppe besser zu unterstreichen und das Material weiteren
Untersuchungen wie einer Analyse des Quellverhaltens zu unterziehen. Schliel3lich sollte das
regenerative Potenzial des Gewebeklebers in in vivo Tiermodellen weiter systematisch
untersucht werden. Zudem lieferte diese Arbeit vielversprechende Ergebnisse fir den
potenziellen Einsatz von RuGel im Bereich hydrogelbasiertes Tissue Engineering. Als
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limitierender Faktor in dieser Form stellte sich dabei die Form- und GroReninstabilitat der Gele
heraus. Eine Funktionalisierung der Gelatine konnte hier erfolversprechend sein.
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Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:
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Schematische Abbildung der makromolekularen Organisation von adultem
Gelenkknorpel. Das Gewebe unterteilt sich in vier verschiedene Zonen: die
superfizielle (STZ), die mittlere (Middle zone), die tiefe (Deep zone) und die
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Systematische Illustration des lichtaktivierten Crosslink-Mechanismus durch
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C: Systematische Illustration der Kettenreaktion, unter oxidativer Bindung
zweier Tyrosine. Bild entstammt Fancy et Kodadek *®° mit freundlicher
Genehmigung der National Academy of Sciences, Copyright © 2000. ............ 20
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Herstellung der Proben fiir das Push-Out-Modell (nicht maRistabsgetreu); 1:
Stanzen des Zylinders mit der 6-mm-Biopsiestanze aus dem Gelenkknorpel; 2:
gestanzter 6-mm-Zylinder; 3: Beidseitiges Trimmen mit Rasierklingen auf Hohe
von 1 mm in Schneidemodul (s. Abb. 5); 4: geschnittener 1 mm hoher Zylinder;
5: Stanzen des Knorpelkerns mit 3-mm-Biopsiestanze; 6: fertiger Knorpelring
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Trimmen der Konstrukte und Stanzen des Knorpelkerns mittels 3-mm-Stanze;
A: Trimmen der Knorpelkonstrukte auf eine einheitliche Hohe mittels
Schneidemodul und Rasierklingen (nicht mit abgebildet); B: Haltevorrichtung
mit 3-mm-Stanze; C: 6-mm-Knorpelring und 3-mm-Knorpelkern; der Kern wird
anschlieBend mittels des Adhdsivums in den Ring geklebt. ............cccceieenneen. 33

Grundeinheit; A: die Grundplatte mit Probenhalterung wurde auf dem Boden
der Priifmaschine fixiert; B: Probenhalterung mit Deckel = Ausrichtungseinheit;
C: der Stempel fuhr senkrecht von oben durch den Deckel auf die Probe herab
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Schematischer Versuchsaufbau (nicht maRstabsgetreu); Grundeinheit:
Grundplatte, Feststellschrauben, Probenhalterung, Ausrichtungseinheit;
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Schematischer Kurvenverlauf: A: Steigung der Kurve, abh&ngig vom
Elastizitdtsmodul; B: Peak, entspricht der gemessenen Maximalkraft; C:
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Abbildung 9: Push-Out-Messungen der Sofortadhdsion nach Applikation der Kleber RuFib
und RuGel, jeweils 150 mg/ml; Bei Werten fiir die Kontrollgruppe handelt es
sich dabei um validierte Messwerte, die im Vorfeld dieser Arbeit in der
Arbeitsgruppe erhoben worden sind; Mittelwerte mit Standardabweichungen; *:
signifikant gegentber der Kontrollgruppe Knorpel; A: signifikant gegentiber
RUFID KNOIPEL. e 47

Abbildung 10: Push-Out-Messungen der Sofortadhésion nach Applikation der Kleber RuFib
und RuGel, jeweils 150 mg/ml, und vorher durchgefuhrtem enzymatischem
Andau. Andau mit Pepsin oder Trypsin, bzw. ohne Andau als Kontrolle;
Mittelwerte mit Standardabweichungen; *: signifikant gegentiber der Gruppe
RuFib ohne Enzyme; A: signifikant gegenuber der Gruppe RuGel ohne Enzyme.

Abbildung 11: Push-Out-Messungen der Langzeitintegration nach Applikation der Kleber
RuFib und RuGel, jeweils 150 mg/ml, nach bis zu drei Wochen Kultivierung.
dO-Werte aus vorherigen Versuchsreihen sind erganzend mit dargestellt, bei den
dO-Werten fiir die Kontrollgruppe handelt es sich dabei um validierte
Messwerte, die im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe erhoben worden
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Abbildung 12: Mikroskopische Aufnahmen der Gruppen RuFib 150/ml und RuGel 150
mg/ml nach mechanischer Messung an d7; Untersuchung der Zellvitalitat und
Viabilitat mittels MTT; Pfeile markieren inneren Rand des Knorpelrings;
Knorpelkerne fehlen, da die mechanische Messung bereits erfolgt ist.............. 51

Abbildung 13: Makroskopische Aufnahme der Knorpelkonstrukte vor mechanischer
Messung; Untersuchung der Zellviabilitat mittels MTT an d21; Aufhellungen
entsprechen LichtrefleXionen. .........c.coveii e 51

Abbildung 14: Push-Out-Messungen der Langzeitintegration nach Applikation der Kleber
RuFib und RuGel, jeweils 100 mg/ml, nach bis zu drei Wochen Kultivierung.
Bei den dO-Werten fiir die Kontrollgruppe handelt es sich dabei um validierte
Messwerte, die im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe erhoben worden
waren. *: signifikant gegentber der Kontrolle d0; *: signifikant gegenuber der
Kontrollgruppe d7; A: signifikant gegentber der Gruppe RuFib dO; o:
signifikant gegenuber der Kontrollgruppe d21; +: signifikant gegentber der
Gruppe RUGEI dO. .....ooeveeecee e 53

Abbildung 15: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100
MG/MI AN 2L, .o 54

Abbildung 16: Immunhistochemische Darstellung der Integrationsflache an d21 zwischen
Knorpelring und Knorpelkern mittels DAB-Farbung der Gruppen RuFib und
RUGEI 100 MO/MIL ..o e 55

Abbildung 17: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100
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mg/ml an d0,d3, d7, d10, d14, d21; Chondrozytenmigration war bei RuFib ab
d10, bei RuGel ab d7 sichtbar, Matrixsynthese war bei RuFib ab d7, bei RuGel
AD A3 SICNEDAL. ... 57

Abbildung 18: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen Knorpelring und
Knorpelkern mittels Safranin-O-Farbung der Gruppen RuFib und RuGel 100
mg/ml an d0,d3, d7, d10, d14, d21;, Matrixsynthese war bei RuFib ab d7, bei
RuGel ab d3 sichtbar, Chondrozytenmigration war bei bei RuFib noch nicht, bei
RUGEl @b d7 SICNEDA. .......ooviiiii e 58

Abbildung 18, Fortsetzung: Histologische Darstellung der Integrationsflache zwischen
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und RuGel 100 mg/ml an d10, d14, d21; Chondrozytenmigration war bei RuFib
AD d10 SICNEDAT. ..o s 59

Abbildung 19: Makroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit 20 x 106 Zellen/mL der
Gruppen RuFib und RuGel 75 mg/ml, 100 mg/ml, 125 mg/ml, 150 mg/ml an
d14. RuFib und RuGel verhielten sich abhéngig von ihrer Konzentration
entgegengesetzt: RuFib zeigte sich mit steigender Konzentration instabiler,
RuGel zeigte sich mit steigender Konzentration stabiler..............cccccooovevvennne. 62

Abbildung 20: Mikroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit Safranin-O-Farbung an d14.
Mit Passage-2-Chondrozyten besiedelte Gele mit 20 x 10° Zellen/mL der
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Abbildung 22: Mikroskopische Aufnahmen besiedelter Gele mit Live/Dead-Farbung an d14;
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