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1 EINLEITUNG 

1.1 KNORPELGEWEBE 

Knorpelgewebe ist ein zellarmes, avaskuläres, alymphatisches und nicht 

innerviertes Stützgewebe, das zum Großteil aus extrazellulärer Matrix besteht. Diese wird 

aus den Hauptkomponenten Kollagen und Proteoglykanen gebildet. Sie sind 

Syntheseprodukte der Chondrozyten, die die vorherrschende Zellart im Knorpelgewebe 

darstellen. Eine wichtige Eigenschaft von Knorpelgewebe ist die Druckelastizität, die 

durch die Zusammensetzung der Extrazellulärmatrix (EZM) bestimmt wird.1 

1.1.1 Arten von Knorpelgewebe 

Im menschlichen Körper werden drei Arten von Knorpelgeweben unterschieden: 

Hyaliner Knorpel, der unter anderem die artikulierende Oberflächen diarthrotischer 

Gelenke überzieht, Elastischer Knorpel und Faserknorpel. Elastischer Knorpel enthält 

neben Kollagen auch elastische Fasern und findet sich in nicht-lasttragenden Geweben 

wie zum Beispiel der Ohrmuschel. Faserknorpel hingegen zeichnet sich durch eine hohe 

Festigkeit des Gewebes aus und ist daher an mechanisch stark beanspruchten Stellen wie 

an chondralen Sehnenansätzen, der Symphysis pubica sowie als Hauptbestandteil der 

Disci articulares und Disci intervertebrales zu finden. Hyaliner Knorpel ist die im 

menschlichen Körper überwiegend vorkommende Knorpelart.1 

1.1.2 Gelenkknorpel 

Die extrazelluläre Matrix des Gelenkknorpels wird vor allem durch Kollagene, 

Grundsubstanz und Wasser gebildet. 90-95 % des Kollagens in hyalinem Knorpel stellt 

Kollagen-Typ-II dar. Daneben finden sich Kollagen-Typ-IX und -Typ-XI Die sogenannte 

Grundsubstanz wird überwiegend durch Proteoglykane gebildet. Sie sind negativ 

geladene Moleküle und setzen sich aus vernetzten Glykosaminoglykanen (GAG) 

zusammen.2 Durch die negative Ladung ihrer Peptidketten vermag die EZM große 

Mengen an Wasser zu binden, sodass dieses mit rund 60-80 % den Hauptbestandteil des 

Feuchtgewichts von hyalinem Knorpel darstellt und maßgeblich zu seiner 

stoßdämpfenden Funktion innerhalb des Gelenkes beiträgt. Da sich das Wasser zu ca. 
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80 % an der Oberfläche der EZM befindet, ermöglicht es außerdem ein möglichst 

reibungsarmes Gleitverhalten der mit Knorpel überzogenen Gelenkkörper.1 

Den ersten feingeweblichen Untersuchungen von Knorpelgewebe durch 

Benninghoff folgend zeigt sich schon mit bloßem Auge ein geschichteter Aufbau von 

Gelenkknorpel.3 Mikroskopisch lässt sich der Gelenkknorpel orthogonal zur 

Gelenkoberfläche in vier Zonen einteilen: Die oberflächliche Zone oder auch tangentiale 

Zone genannt, die mittlere oder Übergangszone sowie die tiefe bzw. Radiärzone. Ihr folgt 

eine Zone von mineralisiertem Knorpel, die einen Übergang zum subchondralen Knochen 

darstellt.1,3 In der oberflächlichen Zone verlaufen die Kollagenfibrillen tangential zur 

Oberfläche. Von dort aus nehmen die Kollagenfibrillen über die Übergangszone bis hin 

zur mineralisierten Zone einen zur Oberfläche zunehmend senkrechten Verlauf an und 

verankern schließlich den Knorpel im subchondralen Knochen.4 Die Morphologie der 

Chondrozyten verändert sich mit zunehmender Tiefe des Knorpelgewebes: Während die 

Zellen in der oberflächlichen Zone längliche Zellkörper in Ausrichtung der 

Kollagenfibrillen aufweisen, präsentieren sie sich in der Übergangszone als ovale bis 

runde Zellen.3 Mit zunehmender Tiefe nimmt die Anzahl der Zellen ab.4 

1.1.3 Chondrozyten und Perizelluläre Matrix 

Chondrozyten stellen die überwiegende zelluläre Komponente im Knorpelgewebe 

dar und entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen. Innerhalb der Knorpelmatrix 

liegen Chondrozyten einer isogenen Gruppe, die aus einem gemeinsamen Chondroblasten 

hervorgegangen sind, eingebettet in einem sogenannten Territorium vor. Die einzelnen 

Territorien sind durch EZM bzw. interterritoriale Matrix voneinander getrennt.1,3 

Der einzelne Chondrozyt ist von einer perizellulären Matrix (PZM) umgeben. Sie 

liegt als dünne, 2-4 µm dicke Schicht der Zelle direkt an und wird unter anderem aus den 

Kollagen-Typen II, VI und IX sowie Aggrecan gebildet. Kollagen-Typ-VI lässt sich dabei 

ausschließlich in der perizellulären Matrix nachweisen und wird daher als spezifischer 

PZM-Marker verwendet.5 Ein Chondrozyt, seine PZM und eine umgebende Kapsel 

werden zusammen als Chondron bezeichnet und stellen die primäre funktionelle Einheit 

von hyalinem Knorpel dar.1,6-8 Über die PZM werden die Chondrozyten mit der 

territorialen Matrix sowie der interterritorialen Matrix verankert.9 Daneben nimmt die 
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PZM eine wichtige Rolle in der Transduktion von biomechanischen und biochemischen 

Signalen ein, die Einfluss auf den Stoffwechsel und damit den physiologischen EZM-

Turnover, die Homöostase aus Auf- und Abbau des Knorpelgewebes, haben. 

Wachstumsfaktoren wie transforming growth factor (TGF)-ß und fibroblast growth 

factor (FGF-2) können während ihrer Passage durch die PZM an deren Strukturelemente 

gebunden werden. Die PZM wirkt somit als Filter und modulierende Komponente in den 

Signalwegen der Chondrozyten mit ihrer Umgebung.5,7,9 Ihre Integrität ist für einen 

ausgeglichenen Zellmetabolismus und die Funktionalität der Chondrozyten in situ 

unerlässlich.9 

Die spezifische Zusammensetzung von PZM und EZM zeigt deutliche strukturelle 

Unterschiede, die mit veränderten biomechanischen und physiologischen Eigenschaften 

einhergehen. Durch ihr Zusammenspiel wird eine optimale Umgebung für die 

Chondrozyten geschaffen, die zum einen Schutz vor mechanischer Belastung, zum 

anderen aber auch eine gerichtete Weiterleitung von mechanischen Signalen sowie 

molekularen Boten- und Nährstoffen ermöglicht.10,11 

1.1.4 Einfluss mechanischer Belastung auf Chondrozyten 

1.1.4.1 Aufbau von diarthrotischen Gelenken 

Gelenke stellen eine Verbindung zwischen Knochen dar und können in 

Synarthrosen und Diarthrosen unterteilt werden. Diarthrosen, oder auch echte Gelenke, 

beschreiben diskontinuierliche Gelenke, in denen die Gelenkkörper im Gegensatz zu 

Synarthrosen durch einen Gelenkspalt voneinander getrennt sind. Der Gelenkspalt ist mit 

synovialer Gelenkflüssigkeit gefüllt, die ein nahezu reibungsloses Gleiten der 

Gelenkkörper ermöglicht und gleichzeitig die Nährstoffversorgung des avaskulären 

Gelenkknorpels, der die Gelenkflächen überzieht, gewährleistet. Das Gelenk wird von 

einer Gelenkkapsel, bestehend aus der äußeren, bindegewebigen Membrana fibrosa sowie 

einer inneren Membrana synovialis, luftdicht umschlossen. Einige Gelenke, wie zum 

Beispiel das Kniegelenk, verfügen darüber hinaus über weitere intraartikuläre 

Hilfsstrukturen wie die Menisken. Sie ermöglichen eine gleichmäßig geformte 

Gelenkfläche und reduzieren durch Vergrößerung der Kontaktflächen zusätzlich die 

durch körperliche Bewegung entstehende Belastung des Kniegelenks.12-14 
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1.1.4.2 Biomechanik von Gelenken 

Die während der Bewegung einwirkenden Kräfte sind abhängig von den 

Freiheitsgraden eines Gelenkes und damit wiederum Konsequenz von Form und 

Beschaffenheit der Gelenkkörper sowie der intra- und extraartikulären 

Hilfsstrukturen.12,14 

Unter alltäglichen Bedingungen wirken in den großen menschlichen Gelenken je 

nach Geschlecht und interindividuellen Unterschieden im Bewegungsablauf beim 

normalen Gehen Drücke von 3-7 MPa und unterer stärkerer Belastung wie etwa beim 

Treppensteigen Spitzendrücke bis 18 MPa.15,16 Im Wesentlichen lässt sich die 

biomechanische Belastung der Gelenkstrukturen während physiologischer körperlicher 

Aktivität als dynamische Kompression beschreiben, die innerhalb des Knorpelgewebes 

zu Spannung, Dehnung und hydrostatischem Druck führt.17 Die Chondrozyten werden 

unter physiologischen Belastungen Kompressions-, Zug- und Scherkräften ausgesetzt.18 

In Abhängigkeit von körperlichem Trainings- und Ernährungszustand kann die 

Reaktion des Gelenkknorpels auf mechanische Belastung unterschiedlich ausgeprägt 

sein: Während eine nicht-physiologische Belastung mit hohen Spitzendrücken weithin als 

schädlich für das Knorpelgewebe anerkannt wird, stellt eine physiologische dynamische 

Kompression einen elementaren Stimulus für die Synthese von Matrixkomponenten 

durch die Chondrozyten dar.17,19 Regelmäßiges körperliches Training kann in gesundem 

Gewebe bei normalgewichtigen Erwachsenen außerdem zu einer Konditionierung des 

Gelenkknorpels führen. Dies geht mit einer verbesserten Resilienz des Knorpelgewebes 

nach mechanischer Belastung einher.19 

1.1.4.3 Einfluss mechanischer Belastung auf Chondrozyten 

Die Weiterleitung mechanischer Belastungen und ihre Umwandlung in 

biochemische Signale erfolgt auf unterschiedlichen Ebenen und in einem engen 

Zusammenspiel der Eigenschaften der Knorpelmatrix. Dabei wirken die Steifigkeit von 

EZM und PZM, ihre Komposition aus unterschiedlichen Strukturelementen, die 

Regulation über Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie Eigenschaften der 

Chondrozyten selbst in einem vielschichten System zusammen. 
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Zahlreiche Studien zur Erforschung der biomechanischen Eigenschaften von 

Knorpelgewebe haben die Komponenten des Knorpelgewebes - EZM, PZM und 

Chondrozyten - anhand ihres Elastizitätsmoduls charakterisiert, der die Veränderung von 

Spannung und Dehnung durch Verformung eines Festkörpers beschreibt und somit 

Auskunft über die Festigkeit und Elastizität eines Werkstoffes gibt.20 Die EZM zeichnet 

sich hierbei durch den höchsten Elastizitätsmodul aus und ist somit allgemein fester als 

PZM und Chondrozyten. Allerdings variieren die gemessenen Werte je nach 

Knorpelschicht stark: In der oberflächlichen Tangentialzone ist der Elastizitätsmodul 

deutlich niedriger als in der tiefen Zone. Der Elastizitätsmodul der PZM ist um ein 

Vielfaches geringer als der der EZM. In gesundem Knorpelgewebe zeigt es dabei durch 

alle Zonen hinweg in einen konstanten Wert von 40-70 kPa. Dieser ist 2-3fach so hoch 

wie der eines einzelnen Chondrozyten.11,21,22 Die einwirkende mechanische Belastung auf 

den Gelenkknorpel nimmt von oberflächlicher zu tiefer Schicht stark ab, während die 

Steifigkeit der EZM von oben nach unten hin zunimmt, sodass die Belastung auf die 

Zellen in der oberflächlichen Zone am größten wäre.11 Durch die gleichförmige 

biomechanische Steifigkeit der PZM wird im Zusammenspiel eine uniforme mechanische 

Belastung der Chondrozyten erzielt. In der oberflächlichen Zone nimmt die PZM eine 

abschirmende Funktion ein, während sie in tieferen Schichten das mechanische Signal 

auf die Chondrozyten verstärkt.22 

In Umwandlung der physikalischen Belastung der PZM in physikochemische und 

biochemische Veränderungen der perizellulären Umgebung spielt die Zusammensetzung 

der PZM eine große Rolle: Perlecan ist ein PZM-typisches Proteoglykan, das 

interstitielles Wasser binden kann. Durch Kompression wird dieses aus dem netzartigen 

Gewebe der PZM herausgepresst. Dadurch nimmt die scheinbare Konzentration an 

Perlecan und die negative Ladung zu, was zu Veränderungen in der Osmolalität der 

Zellumgebung führt. So können Signalwege wie aber auch die Morphologie der Zelle 

beeinflusst werden.10,11,22 Des Weiteren stellt Perlecan ein Reservoir für 

Wachstumsfaktoren wie FGF-2 dar, sodass auch ein Zusammenhang von mechanischer 

Belastung der PZM und der Freisetzung dieser Wachstumsfaktoren angenommen wird 22. 
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Zudem sind zelluläre Strukturen der Chondrozyten in die Transduktion von 

mechanischen Reizen in intrazelluläre Signalwege mit Veränderungen der Genexpression 

involviert. Dabei sind sowohl Strukturen wie Integrin-Rezeptoren, mechanisch-aktivierte 

Ionenkanäle und primäre Zilien als Strukturen an der Zelloberfläche, über die die Zellen 

mit PZM und EZM verankert sind, wie auch das Zytoskelett an der Aktivierung von 

anabolen oder katabolen Stoffwechselaktivitäten der Chondrozyten beteiligt.8,9,11,23 

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die mechanische 

Belastung von Knorpelgewebe und Chondrozyten sowohl in vitro als auch in vivo positiv 

auf die Komposition und Architektur von Knorpelgewebe sowie die Induktion der 

chondrogenen Differenzierung von Stamm- und Vorläuferzellen auswirkt. Dabei spielt 

die Art der zugeführten mechanischen Belastung sowie deren Ausmaß eine entscheidende 

Rolle.16,23 

Der Einfluss der mechanischen Belastungen von Knorpelgewebe auf die 

Chondrozyten wird maßgeblich durch die perizelluläre Matrix beeinflusst. Dabei stellt sie 

gleichzeitig eine protektive wie auch signalübermittelnde Funktion dar und nimmt über 

die zelluläre Antwort Einfluss auf die Zusammensetzung des Knorpelgewebes.9,11,21-23 

1.2 KNORPELDEFEKTE UND REPARATURMECHANISMEN 

Strukturelle Defekte der Knorpelmatrix stellen eine besondere Herausforderung für 

die klinische Medizin dar, da die endogenen Reparaturmöglichkeiten von Knorpel durch 

den avaskulären und zellarmen Charakter des Gewebes limitiert werden.2 Der 

Nährstofftransport innerhalb des Gewebes erfolgt über Diffusion entlang von 

Konzentrationsgefällen zwischen der synovialen Gelenkflüssigkeit und dem 

Knorpelgewebe. Die intakte Extrazellulärmatrix ist neben der Nährstoffversorgung des 

Gewebes auch maßgebend für die druckelastischen Eigenschaften und seine 

stoßdämpfende Funktion innerhalb des Gelenkes.1,9,22 Belastungen, die das 

physiologische Maß überschreiten, werden als super-physiologisch sowie schädlich 

beschrieben. Sie gehen mit einer verminderten Produktion von Knorpelmatrix, einer 

inflammatorischen Reaktion und dem Abbau von Knorpelsubstanz einher. In ihrer 

Maximalform können sie für Zelltod durch Apoptose und Nekrose verantwortlich sein.17 
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Defekte des Knorpelgewebes können ihren Ursprung sowohl in traumatisch-

degenerativen, inflammatorischen, neoplastischen sowie genetischen Krankheitsbildern 

haben. Die Arthrose gilt dabei als ein prominentes Beispiel für degenerative, nicht 

rheumatisch bedingte Erkrankungen des Knorpelgewebes.24 

1.2.1 Arthrose 

Arthrose ist eine progressive, degenerative Erkrankung aller Gelenkstrukturen. Sie 

ist gekennzeichnet durch eine Störung im Gleichgewicht aus anaboler und kataboler 

Stoffwechselaktivität der Chondrozyten, in dem der Abbau der Knorpelmatrix 

überwiegt.9 Im angloamerikanischen Sprachraum wird die Arthrose als Osteoarthritis 

bezeichnet, was die Beteiligung der inflammatorischen Reaktion innerhalb des 

Pathomechanismus der Erkrankung klar hervorhebt.25 Die Posttraumatische 

Osteoarthritis trifft ca. 50 % aller Patienten mit traumatischen Gelenkverletzungen.24 

Durch ein initiales Gelenktrauma kommt es zu Schäden der Knorpelmatrix, sodass die 

Druckelastizität wie auch die Kompetenz der Matrix zur gerichteten Weiterleitung der 

mechanischen Belastung auf die Chondrozyten beeinträchtigt wird. Als Antwort der 

Chondrozyten auf die veränderte biomechanische und biochemische Umgebung kommt 

es zu Veränderungen in der Ausschüttung von Wachstumshormonen und 

inflammatorischen Zytokinen, die über katabole Stoffwechselwege den Abbau der 

Knorpelmatrix weiter antreiben. Es kommt zu einer positiven Verstärkung der 

degenerativen Prozesse innerhalb der Gelenkstrukturen, die sich gegenseitig immer 

weiter beeinflussen und anstoßen.9,24-26 

Aufgrund der fehlenden Innervation des Knorpelgewebes kommt es erst nach 

deutlicher Progredienz der pathologischen Veränderungen der Gelenkstrukturen zu 

Symptomen, die sich in Gelenkschmerzen, Mobilitätseinschränkungen und Verlust von 

Lebensqualität äußern.24,25,27 
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Nach aktuell gültiger Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Orthopädie und 

Orthopädische Chirurgie (DGOOC) (2018, gültig bis 29.11.2022) basiert die Behandlung 

der Gonarthrose in Deutschland auf medikamentösen, konservativen und operativen 

Therapieschwerpunkten. Sie zielen auf die Linderung der Symptome, die 

Wiederherstellung der Funktionalität des Gelenkes und auf die Steigerung der 

Lebensqualität der betroffenen Menschen. Die operative Behandlung kann in 

gelenkerhaltende und gelenkersetzende Therapieverfahren unterteilt werden.27 

1.2.2 Klinische Möglichkeiten und Regenerative Medizin 

Das U.S. Department of Health and Human Services definiert den Begriff 

„Regenerative Medizin” als:  

„the application of tissue science, tissue engineering, and related biological and engineering 

principles that restore the structure and function of damaged tissues and organs”.28 

„die Anwendung von Tissue Science, Tissue Engineering und damit verbundenen 

biologischen und technischen Prinzipien, die die Struktur und Funktion von schadhaften 

Geweben und Organen wiederherstellen.“ (Übersetzung K. Gastberger) 

Damit unterscheiden sich die Ansätze der Regenerativen Medizin von den oben 

genannten Therapiezielen der leitliniengerechten Behandlung der Arthrose dahingehend, 

dass die Wiederherstellung der ursprünglichen, gesunden Gewebestrukturen in den Fokus 

gerückt wird. In klinischen Studien werden unterschiedliche Verfahren getestet, um die 

Fähigkeiten der endogenen Gewebereparatur zu verbessern sowie schadhafte 

Knorpelsubstanz durch Transplantate oder biotechnologisch hergestellten Neoknorpel zu 

ersetzen. Ziel ist es also, im Rahmen der Regenerativen Medizin das Gelenk zu erhalten 

sowie das beschädigte Gewebe zu seiner ursprünglichen Anatomie und Physiologie 

zurückzuführen.29 
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Einen ersten regenerativen Therapieansatz für kleinere Knorpeldefekte mit einer 

Größe von 2-3 cm2 stellt die Mikrofrakturierung dar. Sie beschreibt einen invasiven 

Vorgang, bei dem kleine Löcher durch den Gelenkknorpel bis in das Knochenmark des 

unterliegenden Knochens gebohrt werden. Durch die so entstehende Einblutung werden 

Stammzellen des Knochenmarks in den Knorpeldefekt eingeschwemmt, die zu 

Chondrozyten differenzieren und neue Knorpelsubstanz ausbilden. Diese besteht jedoch 

meist aus Faserknorpel, der verglichen mit hyalinem Knorpel die notwendigen 

Eigenschaften eines Gelenkknorpels weniger gut erfüllt und daher für die Regenerative 

Medizin nicht als gleichwertiger Gewebeersatz betrachtet wird.30,31 

Mosaikplastiken beschreiben einen weiteren operativen, gelenkerhaltenden 

Therapieansatz, bei dem kleinste Konstrukte bestehend aus Knorpel und subchondralem 

Knochen aus nicht-lasttragenden Zonen des Gelenkknorpels entfernt und in Bereiche des 

Knorpeldefekts transplantiert werden. Bisher konnte für dieses Verfahren keine klare 

Empfehlung der Fachgesellschaften für Orthopädie und Unfallchirurgie ausgesprochen 

werden.27,30,32,33 

Autologe Chondrozyten Implantationen (ACI) stellen eine weitere Möglichkeit zur 

regenerativen Therapie von größeren Knorpeldefekten von 3-10 cm2 dar. Dabei werden 

operativ Chondrozyten aus dem betroffenen Gelenkknorpel entnommen, in Zellkultur 

expandiert und im Verlauf als Patch wieder in den Knorpeldefekt eingesetzt. 

Verschiedene ACI-Generationen wurden entwickelt, um diesen flüssigen Patch zu 

deckeln: ACI der ersten Generation verwenden zur Deckelung des Chondrozytenpatches 

einen Lappen aus Periost der medialen Tibia und werden deshalb als ACI-P bezeichnet.34 

Dieses Verfahren stellt für die behandelte Person zusätzliche Belastungen im Sinne von 

stärkeren Schmerzen und der Notwendigkeit von Folgeprozeduren durch auftretende 

Komplikationen dar. ACI-C sind ACI der zweiten Generation und bedienen sich statt des 

Periosts einer Kollagenkappe, die auf den flüssigen Patch aufgebracht wird. Somit kann 

die Dauer der Operation verkürzt und die intraoperative Handhabung erleichtert werden. 

Als dritte Generation werden die Chondrozyten direkt in eine Matrix aus Kollagen 

eingebettet und dann in den Knorpeldefekt eingebracht. Dieses Verfahren wird als 

Matrix-assoziierte Chondrozyten Implantation (MACI) bezeichnet.30,31,35 
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Neuere Entwicklungen zielen nicht mehr auf die Implantation von losen 

Chondrozytenpatches ab, sondern setzen auf die Verwendung von durch autologe 

Chondrozyten neu hergestelltem, künstlichen Knorpel.30 

1.2.3 Tissue Engineering 

Der Begriff Tissue Engineering wurde 1993 von Langer und Vacanti beschrieben 

als 

„ an interdisciplinary field that applies the principles of engineering and life science towards 

the development of biological substitutes that restore, maintain, or improve biological tissue 

function or a whole organ”.36 

„ein interdisziplinäres Feld, das die Gesetzmäßigkeiten der Ingenieurs- und der 

Biowissenschaften zur Entwicklung von biologischen Substituten heranzieht, die die 

biologische Gewebefunktion oder ein ganzes Organ wiederherstellen, erhalten oder 

verbessern.“ (Übersetzung K. Gastberger) 

Tissue Engineering liefert damit wichtige Handlungsansätze für die Umsetzung der Ziele 

der Regenerativen Medizin. Im herkömmlichen Sinne steht dabei die Entwicklung von 

3D-Trägerkonstrukten im Fokus, die zu Gerüsten, sogenannten Scaffolds, verarbeitet 

werden, in die Zellen und weitere, molekulare Faktoren eingebracht werden können. 

Nach einem Reifungsprozess können diese Gewebeäquivalente in den Körper 

eingebracht oder auch als Modell für in vitro-Untersuchungen verwendet werden. Eine 

weitere Möglichkeit ist die Implantation von Konstrukten, die durch die Rekrutierung von 

Zellen und Modulation der Chemotaxis die Ausbildung von Gewebe in situ induzieren. 

Dieses Verfahren wird entsprechend als „in situ Tissue Engineering“ bezeichnet.28,36 

Bioprinting und Bioassembly stellen elementare Biofabrikationsmethoden des 

Tissue Engineerings dar. Beide beschreiben Verfahren, in denen hybride Konstrukte aus 

zellulären und nicht-zellulären Komponenten mit räumlich klar definiertem Aufbau 

gebildet werden.28 Das Bioprinting setzt dabei Computer-gestützte Verfahren zur 

gezielten An- und Ablagerung der einzelnen Komponenten37,38 ein, während die 

Organisation der Struktur beim Bioassembly durch die Zellen28 selbst gesteuert wird. 
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1.3 CARTILAGE TISSUE ENGINEERING 

Die Verfahren der Regenerativen Medizin zur Behandlung von Knorpelschäden 

zeigen in klinischen Studien sehr große Unterschiede bezüglich ihres Outcomes: Häufig 

konnte bei zugrundeliegender Arthrose nur eine Symptomlinderung erzielt werden, 

während das Risiko für Arthrose nicht weiter reduziert werden konnte.31 Allgemein ist es 

bisher durch oben beschriebene Therapiemöglichkeiten im Sinne der Regenerativen 

Medizin nicht gelungen, künstlich hergestellte Konstrukte zu entwickeln, die 

Knorpeldefekte adäquat ersetzen können.39 Die Nachbildung von Strukturen des nativen 

Knorpelgewebes stellt daher die zentrale Herausforderung des Cartilage Tissue 

Engineering dar, um eine angemessene Funktionalität der Konstrukte zu erreichen, die 

den biomechanischen Maßstäben des nativen Gelenkknorpels genügt.40 Bioprinting 

liefert dabei einen Ansatz, den strukturellen Aufbau von Knorpelgewebe so gut wie 

möglich nachzubilden.41 

Die Auswahl der richtigen Zellquelle, geeigneter Scaffolds und möglicher additiver 

modulatorischer Faktoren stellen dabei die drei Schwerpunkte des Cartilage Tissue 

Engineering dar.2 

1.3.1 Zelltypen für Cartilage Tissue Engineering 

Zellen verschiedener Differenzierungsstufen werden für Cartilage Tissue 

Engineering herangezogen: vollständig differenzierte Chondrozyten, die aus autologen 

oder allogenem Knorpelgewebe isoliert werden, Vorläuferzellen (PCs) und Multipotente 

Stammzellen mit mesenchymalem Ursprung (MSCs). Sie werden nach ihrem 

Herkunftsgewebe in Bone marrow-dervied MSCs (BM- MSCs), Adipose tissue-derived 

MSCs (AD- MSCs), Umbilical cord blood-derived MSCs (UC-MSCs) und Peripheral 

blood-derived MSCs (PB-MSCs) benannt. Eine weitere Zelldifferenzierungsstufe für die 

Verwendung im Rahmen von Cartilage Tissue Engineering stellen Pluripotente 

Stammzellen wie Embryonale Stammzellen (ESCs) oder induzierte Pluripotente 

Stamzellen (iPSCs) dar.42 
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1.3.1.1 Chondrozyten 

Autologe Chondrozyten werden beispielsweise aus nicht-lasttragenden Zonen des 

Gelenkknorpels gewonnen. Für das Verfahren der ACI werden sie in einer zwei-zeitigen 

Operation dem betroffenen Gelenkknorpel entnommen, in Zellkultur expandiert und 

später in den Defektbereich implantiert.34 Chondrozyten, die aus der Nasenscheidewand 

gewonnen werden, stellen eine weitere geeignete Zellquelle dar.42 Die Verwendung von 

allogenen Chondrozyten birgt das Risiko einer Übertragung von Infektionen sowie dem 

Hervorrufen einer immunvermittelten Abstoßungsreaktion.2 

Die Expansion von Chondrozyten kann zu Dedifferenzierung führen. Dies zeigt 

sich in der überwiegenden Synthese von Kollagen-Typ-I43 und damit der Ausbildung von 

Faserknorpel, der hinsichtlich seiner biomechanischen Eigenschaften dem hyalinen 

Gelenkknorpel unterlegen ist.31,44,45 

1.3.1.2 Stamm- und Vorläuferzellen 

Stamm- und Vorläuferzellen können aus unterschiedlichen Geweben entnommen 

und in Richtung einer chondrogenen Differenzierung stimuliert werden. Sie können 

abhängig von ihrer Lokalisation unter weniger Komplikationen und Schmerzen 

gewonnen werden als Chondrozyten und problemlos in Zellkultur expandiert werden. 

MSCs zeigen eine gute Syntheseleistung für Knorpelmatrix. In vitro kann darüber hinaus 

die Produktion von Kollagen-Typ-X beobachtet werden, wie sie bei hypertrophem 

Knorpelgewebe vorkommt. Dieser wird physiologischer Weise bei der Kallusbildung im 

Rahmen der Frakturheilung gebildet.31 In vivo hingegen zeigen MSCs eine vermehrte 

Produktion von Kollagen-Typ-I, die als Hinweis auf eine nicht erfolgreiche chondrogene 

Differenzierung der MSCs gewertet werden kann.31,42 
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1.3.2 Scaffolds 

Die Auswahl des richtigen Scaffolds wird durch verschiedene Anforderungen an 

das verwendete Material und seine Architektur bedingt: Die Bereitstellung einer 

optimalen Umgebung für die eingebetteten Zellen ist dabei von entscheidender 

Bedeutung. Die Materialien der Scaffolds sollen Wachstum, Differenzierung und 

Migration wie auch Interaktion der Zellen untereinander und mit dem umliegenden 

Gewebe unterstützen und dadurch die Produktion von Bestandteilen der 

Extrazellulärmatrix positiv beeinflussen.2,33,46 

1.3.2.1 Polymere 

Als Scaffolds werden Polymere natürlichen oder synthetischen Ursprungs 

verwendet. Dabei stellen Hydrogele eine beliebte Option dar, da sie das wässrige Umfeld 

der Chondrozyten in Nativknorpel nachempfinden.33,47,48 

Polymere natürlichen Ursprungs können wie Alginat und Agarose auf 

Polysacchariden basieren oder wie Kollagen und Fibrin Polypeptide darstellen. Weitere 

natürliche Polymere sind Hyaluronan, ein natürliches Glykosaminoglykan der 

Knorpelmatrix, oder Chitosan, das strukturelle Ähnlichkeiten mit dem natürlichen GAG 

aufweist. Synthetische Polymere sind beispielsweise Polyvinylalkohol, 

Polyethylenglykol oder Oligopolyethylenglykolfumarat.49 

Hydrogele sind dreidimensionale Polymernetzwerke, die sich durch ein starkes 

Quellverhalten sowie ihr poröses Molekularnetz auszeichnen. Sie ermöglichen somit die 

Diffusion von löslichen Stoffen und die Einbettung von verschiedenen Zelltypen. Durch 

Zugabe von additiven Faktoren können die Eigenschaften von Hydrogelen den 

biomechanischen und biochemischen Anforderungen angepasst werden.39 Native 

Hydrogele stellen ein weiches Material mit geringer biomechanischer Stabilität dar.46 

Mechanische und biologische Eigenschaften nehmen direkt Einfluss auf das 

Zellverhalten. Durch gezielte Veränderungen dieser Eigenschaften kann eine gewünschte 

zelluläre Antwort hervorgerufen werden. Hydrogele müssen biokompatibel, biologisch 

abbaubar und weder toxisch, noch kanzerogen oder pro-inflammatorisch sein, um als 

Scaffold für zellbesiedelte Gewebekonstrukte zu dienen.47 Zum Erreichen einer Gel-
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Konsistenz sind häufig Crosslinking-Verfahren notwendig. Dabei kommen 

physikalische, thermische sowie chemische Methoden zum Einsatz.50 

Agarose 

Agarose zählt zu den polysaccharidischen Polymeren natürlichen Ursprungs, kann 

aus Meeresalgen gewonnen werden und ist kommerziell verfügbar. Agarosegele sind 

beliebte Modelle für experimentelle Untersuchungen im Bereich Cartilage Tissue 

Engineering, da sich Zellen einfach einbetten lassen. Sie verfügen über eine 

ausgezeichnete Biokompatibilität, wirken chondropermissiv und tragen so dazu bei, den 

Phänotyp der Chondrozyten zu erhalten und die Ausbildung von mechanisch 

hochwertigem Knorpelgewebe unterstützen.51,52 Agarose geliert spontan, sodass keine 

weiteren Crosslinking-Verfahren notwendig sind.49 Das thermosensible und 

thermoreversible Hydrogel ist bei Temperaturen von 17-40 °C in festem 

Aggregatzustand, während es ab ca. 65 °C flüssig wird. Bei Körpertemperatur liegen 

Agarosegele somit als stabile Hydrogele mit guten biomechanischen Eigenschaften vor.52 

Verglichen mit Nativknorpel hingegen weist Agarose eine verminderte mechanische 

Stabilität auf.49 Der Elastizitätsmodul von Agarosehydrogelen ist niedriger als der der 

perizellulären Matrix von Chondrozyten5, sodass der Einfluss verschiedener 

mechanischer Kräfte auf Chondrozyten und PZM gut in Agarosegelen untersucht werden 

kann. 

1.3.2.2 Induktion durch mechanische und biochemische Stimuli  

Die Produktion von Extrazellulärmatrix durch die in die Scaffolds eingebetteten 

Zellen kann durch zusätzliche stimulierende Faktoren unterstützt und vorangetrieben 

werden. Dabei können sowohl Wachstumsfaktoren, anti-inflammatorische Medikamente 

oder mechanische Stimuli eingesetzt werden. Biochemische und biomechanische 

Faktoren zeigen in vitro auch synergistische Wirkung auf die Knorpelproduktion in 

Hydrogelen.16,53 
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1.4 BIOPRINTING 

Bioprinting stellt eine gängige Methode des Tissue Engineerings für die 

Herstellung kleinerer Konstrukte innerhalb des Anwendungsbereichs der Regenerativen 

Medizin dar.28 Guillemot und Kolleg:innen definierten 2010 den Begriff Bioprinting als 

„Computer-unterstütztes Verfahren, mit dem sich die präzise räumliche Anordnung von 

lebenden und nicht-lebenden Materialien sowohl in 2D- als auch in 3D-Gebilden 

ermöglichen lässt“.37 (Übersetzt K. Gastberger) 

Die Entwicklung von Bioprintern zu Beginn der 2000er Jahre erfolgte durch 

Weiterentwicklung von bereits bestehenden 3D-Druckern, deren Heizköpfe für die 

Kunststofffilamente dahin gehend verändert werden konnte, dass sich mit ihnen 

biologische Strukturen und auch enthaltene Zellen in einer vorbestimmten 

dreidimensionalen Raumstruktur auf einer Oberfläche ablegen ließen. Die Extrusion der 

Biomaterialien durch eine Nadel erfolgte dabei pneumatisch oder über einen Kolben. Im 

Allgemeinen können in dreidimensionalen Konstrukten die räumlichen Verhältnisse und 

Strukturen innerhalb eines nativen Gewebes besser dargestellt werden als in 

zweidimensionalen Modellen. Für Zwecke der Forschung, des Tissue Engineerings aber 

auch in der therapeutischen Anwendung sowie zur Durchführung von 

Medikamentenstudien sind sie somit von großem Interesse.38 

Anforderungen an ein Gewebe, das mittels Bioprinting hergestellt werden soll, sind 

eine einfache Druckbarkeit sowie eine gleichbleibende Zusammensetzung.38 Daneben 

gibt es eine Vielzahl an Eigenschaften, die erfüllt werden müssen, damit ein Biomaterial 

als Biotinte eingesetzt werden kann: Allgemein gilt, je visköser ein Biomaterial und je 

höher sein Polymergehalt, desto besser lässt es sich für die Herstellung eines formstabilen 

dreidimensionalen Konstruktes als Biotinte verwenden. Mit zunehmender Dichte und 

Festigkeit hingegen werden die Bedingungen für die eingebetteten Zellen umso harscher 

und sie werden in ihrer Viabilität und Funktionalität stark beeinträchtigt. Der Bereich, in 

dem sich Druckbarkeit und Biokompatibilität einer Biotinte überschneiden, wird als 

Biofabrication Window bezeichnet.41,51 
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1.4.1 Durchführung und Ablauf des Bioprintings 

Um ein Gewebekonstrukt mittels 3D-Bioprinting zu drucken, wird die Kartusche 

des Druckkopfes mit zellbeladener Biotinte befüllt. Als Biotinte wird ein Material 

definiert, das eine Formulierung von Zellen darstellt, die durch automatisierte Prozesse 

der Biofabrikation verarbeitet werden kann.54 Druckköpfe für das Bioprinting können 

mehrere Kammern enthalten, mit denen unter annähernd sterilen Bedingungen 

verschiedene Materialien und Zelltypen simultan gedruckt werden können. Dies wird als 

co-printing bezeichnet.38,51 Die Extrusion der Biotinte kann je nach Druckermodell auf 

unterschiedliche Art erfolgen. Gängig sind pneumatische oder Kolben-gestützte 

Verfahren mit der Abgabe der Biotinte als vollständigen Strang sowie sogenanntes Inkjet-

Printing, bei dem die Biotinte tropfenweise durch Veränderungen der Temperatur oder 

der elektrischen Polarisation gedruckt wird. Unabhängig vom Extrusionsmechanismus 

wird die Biotinte mit großer räumlicher Präzision über eine Nadel (Nozzle) mit schmaler 

Öffnung auf eine Oberfläche gesetzt. Die Ausbildung von dreidimensionalen Konstrukten 

mit den spezifischen, computergenerierten Formen und Strukturen erfolgt sukzessive 

durch die Ablagerung der Biotinte in mehreren Schichten.50 Je nach verwendetem 

Hydrogel erfolgt das Crosslinking entweder begleitend zum Druckvorgang oder im 

Anschluss daran.41 

1.4.2 Vorteile und Chancen 

Herkömmliche Methoden zur Herstellung von 3D-Konstrukten stellen händische 

Pipettierschritte in mehreren Lagen dar, bei denen die Biotinte in Formen gegossen wird 

und anschließend darin aushärtet (im Folgenden mit dem wissenschaftlichen Terminus 

„cast“ bezeichnet). Dabei ist die Struktur innerhalb der Konstrukte ungerichtet und nicht 

bestimmt.38 Durch Bioprinting-Verfahren wird eine klar vorgegebene interne Architektur 

der Konstrukte ermöglicht, in der Materialien und Zellen unterschiedlicher Art in lokal 

verschiedenen Zusammensetzungen miteinander kombiniert werden können. Diese 

lokalen Unterschiede stellen einen wichtigen Schritt in der Nachahmung von Strukturen 

des nativen Gewebes38 dar und markieren durch Reproduzierbarkeit und Kostenersparnis 

den Übergang zu klinischer und kommerzieller Verwendung der Gewebekonstrukte33. 
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1.4.2.1 Zonaler Aufbau 

Ein Paradigma des Cartilage Tissue Engineering ist die Annahme der 

Überlegenheit von zonal unterschiedlichen Konstrukten, die den hierarchischen Aufbau 

nativen Gelenkknorpels nachempfinden. Der hohe Anteil an extrazellulärer Matrix sowie 

die zonalen Unterschiede in ihrer Konstitution gelten in der Nachbildung von 

Knorpelgewebe als Herausforderung, die sich durch herkömmliche Methoden des 

mehrschichtigen Pipettierens nur schwer erreichen lässt. Durch den Einsatz von 

Bioprinting-Verfahren können die Gewebekonstrukte mechanischen und individuellen 

anatomischen Anforderungen im betroffenen Gelenk angepasst werden. Über die 

Nachahmung des zonalen Aufbaus des Nativknorpels lassen sich auch dessen 

biomechanische Eigenschaften denen des nativen Gewebes besser angleichen.55,56 Die 

Integrität des Neoknorpels in die umliegenden Knorpelareale gilt als weitere große 

Herausforderung des Cartilage Tissue Engineering. Auch hier könnte die Verwendung 

von zonalen Konstrukten zu einer Verbesserung führen.4 

1.4.3 Einwirkende Kräfte und Nachteile des Bioprintings 

Im Zentrum der Untersuchungen des Bioprinting im Rahmen des Cartilage Tissue 

Engineering stehen die Druckbarkeit des Konstruktes und die Eigenschaften der 

eingesetzten Zellen. Sie werden durch ein komplexes Zusammenspiel aus physikalischen, 

biochemischen und biomechanischen Aspekten der eingesetzten Materialien, aber auch 

durch die Gestaltung der angewandten Methoden beeinflusst. Auf Seiten der methodisch-

bedingten Einflussfaktoren sind die Fabrikationszeit, die Schubspannung sowie Maße 

und Geometrie der Nadel zu nennen, während sich hinsichtlich der eingesetzten 

Biomaterialien die Charakteristika der Biotinte mit Gelierungsverhalten, Viskosität und 

den Eigenschaften des Polymernetzes auf Druckbarkeit und Zellverhalten auswirken.50 

Während des Druckvorgangs wirken Schub- und Dehnungsspannung auf die in 

Biotinte eingesetzten Zellen ein. Schubspannung (engl. Shear stress) wird durch die enge 

Nadelspitze erzeugt, während Dehnungsspannung (engl. Extensional stress) beim 

Übertritt der Biotinte von der Kartuschenkammer in den Nadelkonus entsteht. Die 

einwirkende Schubspannung kann durch Länge, Durchmesser und Geometrie der Nadel 

beeinflusst werden, wobei lange oder zylindrische Nadeln mit kleinem Durchmesser die 

größte mechanische Belastung für die Zellen darstellen.57 
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1.4.3.1 Zellschaden durch Bioprinting 

Durch Schub- und Dehnungsspannung kommt es zu kleinen Brüchen der 

Zellmembran, die Einfluss auf das Überleben und die Funktion der Zellen haben. Es kann 

somit zu Beeinträchtigungen der Syntheseleistung kommen. Die Zellschäden lassen sich 

überwiegend auf die Schubspannung zurückführen, weil ihr die Zellen während des 

Druckvorgangs über eine längere Zeit als der Dehnungsspannung ausgesetzt sind. Sowohl 

Ausmaß als auch Expositionsdauer sind für den Umfang der Zellschäden von Bedeutung. 

Akute Zellschäden werden hingegen vermehrt durch Dehnungsspannung hervorgerufen, 

können aber auch zum Teil reversibel sein. Insgesamt lassen sich Zellschäden während 

des Druckvorgangs aufgrund der längeren Expositionsdauer zum Großteil auf die 

Schubspannung zurückführen, wobei sich die Dehnungsspannung als aggravierender 

Faktor präsentieren könnte.57 Die Auswirkung der mechanischen Beanspruchung ist 

abhängig vom eingesetzten Zelltyp. Chondrozyten sind dabei als eher robuste Zellen 

anzusehen.58 

1.5 ZIELE DIESER ARBEIT 

Die Vergrößerung des Biofabrication Window ist wie bereits dargestellt eine 

zentrale Bestrebung wissenschaftlicher Untersuchungen. Zahlreiche Versuche werden 

unternommen, Biotinten mit verbesserten biomechanischen wie auch biokompatiblen 

Eigenschaften zu entwickeln oder neue, schonendere Crosslinking-Methoden zu 

entwickeln.41 Die Materialeigenschaften von Biotinten bzw. Scaffolds stellt jedoch nur 

eine von drei Säulen des Tissue Engineerings dar. Die Auswahl geeigneter Zelltypen und 

weiterer additiver Faktoren nehmen ebenso Einfluss auf die Produktion von Neoknorpel 

in dreidimensionalen, mittels Bioprinting hergestellten Konstrukten. Häufig wurden in 

der Literatur für den Bereich Cartilage Tissue Engineering Chondrozyten und 

Mesenchymale Stammzellen verwendet. Sie zeigen in Abhängigkeit von Biotinte und 

Additiva eine stabile Produktion von künstlich generiertem Knorpelgewebe unter 

herkömmlichen Biofabrikationsmethoden. Durch Bioprinting kann die zonale 

Architektur von Neoknorpel verbessert werden, während sich gleichzeitig deutliche 

zelluläre Beeinträchtigungen durch mechanische Belastungen zeigen, die während des 

Druckvorgangs auftreten. Unterschiedliche Zellen reagieren verschieden auf diesen 
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auftretenden Stress, sodass die Auswahl der eingesetzten Zellen einen vielversprechenden 

wissenschaftlichen Ansatz darstellt. 

1.5.1 PZM als Schutz der Chondrozyten vor mechanisch bedingten 

Zellschäden 

Im Knorpelgewebe sind die einzelnen Chondrozyten von ihrer PZM umgeben, die 

eine Schlüsselrolle innerhalb der Transduktion von mechanischen Signalen einnimmt und 

gleichzeitig die natürliche Mikroumgebung der Zellen darstellt. Ziel dieser Arbeit ist es, 

zu untersuchen, ob die perizelluläre Matrix auch während des Bioprintings protektiv auf 

Chondrozyten wirken kann. Dabei sollen Lang- und Kurzzeitfolgen des Druckvorgangs 

auf Chondrozyten mit und ohne PZM in 3D-Kultur beschrieben und verglichen werden. 

1.5.1.1 Isolation von Chondrozyten mit und ohne PZM 

In einem ersten Schritt sollen Chondrozyten mit und ohne PZM aus porcinem 

Frischknorpel isoliert werden. Verschiedene Protokolle zur Isolation von Chondrozyten 

aus der Literatur sollen hierfür getestet werden. Zum Nachweis einer PZM soll nach 

enzymatischer Isolation der Zellen sowohl in 2D- als auch 3D-Kultur eine 

immunhistochemische Färbung von Kollagen-Typ-VI erfolgen, um Chondrozyten mit 

und ohne PZM klar voneinander unterscheiden zu können. Die Viabilität der Zellen soll 

unmittelbar nach Isolation anhand der Live/Dead-Färbung betrachtet werden. Dies soll 

gewährleisten, dass das Zellüberleben nicht durch den Isolationsprozess selbst 

beeinträchtigt wird. Als Biotinte soll aufgrund der hohen Biokompatibilität und des 

einfachen Gelierungsmechanismus ein Agarose-Hydrogel verwendet werden. 

1.5.1.2 Print vs. cast von Chondrozyten mit und ohne PZM 

In einem zweiten Schritt soll der Einfluss des Bioprintings auf Chondrozyten mit 

und ohne PZM untersucht werden. Dazu sollen beide Zellarten in 4 %ige Agarose 

eingebettet werden und über pneumatisch erzeugten Druck durch eine zylindrische 

Stahlnadel gedruckt werden. Die gedruckte, formlose Biotinte soll anschließend in 

Formen gegossen werden und zu Hydrogelen aushärten. Die Kontrollgruppen sollen aus 

Chondrozyten mit und ohne PZM gebildet werden, die direkt zu Gelen gegossen werden 

und nicht vorher dem Druckvorgang ausgesetzt werden. Die Ernte der Hydrogele soll 

einen Tag sowie 21 Tage nach der Herstellung erfolgen, um Kurz- und 
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Langzeitauswirkungen des Druckvorgangs zu untersuchen. Dabei soll die Viabilität der 

Zellen mittels Live/Dead-Färbung sowie die Syntheseleistung der Chondrozyten für 

knorpelspezifischen Kollagentypen und Proteoglykanen quantitativ und qualitativ 

dargestellt und bewertet werden.  

Die protektive Eigenschaft der PZM während des Druckvorgangs soll in einem 

weiteren Versuch durch die Gestaltung noch harscherer Bedingungen für die 

Chondrozyten untersucht und damit deutlicher hervorgehoben werden. Dafür soll auf die 

thermosensiblen Eigenschaften der Agarose zurückgegriffen werden. Mit sinkender 

Temperatur nimmt die Viskosität der Agarose-Hydrogele zu, was zu einer Steigerung der 

mechanischen Belastung der Chondrozyten während des Druckvorgangs51 führt. Hierfür 

sollen zunächst zwei Temperaturen ermittelt werden, bei denen sich die Viskosität der 

Agarosegele deutlich voneinander unterscheiden, die Druckbarkeit jedoch für beide 

Konditionen erhalten bleibt. Ein 3D-Bioprinter mit heizbarer Druckkartusche soll 

anschließend verwendet werden, um die Temperaturbedingungen während des 

Druckvorgangs kontrollieren zu können. Analog zum vorher beschriebenen Vorgehen 

werden das Kurz- und Langzeitüberleben der Chondrozyten mit und ohne PZM nach 

Bioprinting qualitativ und quantitativ untersucht und mit den Ergebnissen der 

Kontrollgruppen verglichen, die ebenfalls aus Agarose-Hydrogelen mit Chondrozyten 

mit und ohne PZM besteht, die ausschließlich über den cast-Vorgang in ihre 

dreidimensionale Form gebracht werden. Temperaturkontrollierte Bedingungen sollen 

während des cast-Vorgangs durch die Verwendung von Heizblöcken erreicht werden, in 

denen die Hydrogele bis zu ihrer Verarbeitung zu 3D-Konstrukten auf unterschiedlichen 

Temperaturniveaus gelagert werden können. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 MATERIAL 

2.1.1 Instrumente und Geräte 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Instrumente und Geräte 

Artikel Hersteller Ort 

Accu-jet®pro Brand Wertheim, 

Deutschland 

Analytical scale CP224S 

(Messgenauigkeit 0,0001 g) 

Sartorius Göttingen, 

Deutschland 

Analytical scale PioneerTM 

(Messgenauigkeit 0,001 g) 

Ohaus Parsippany, 

NJ, USA 

CO2-Inkubator ibs technomara GmbH Fernwald, 

Deutschland 

CO2-Inkubator Heraeus Hanau, 

Deutschland 

CO2-Inkubator Binder CB 150 (mit O2-

Regulation) 

Binder Neckarsulm, 

Deutschland 

Cryostat CM 3050S  Leica Biosystems Wetzlar, 

Deutschland 

Dosiergerät DC 200 Vieweg Kranzberg, 

Deutschland 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Bulle, Schweiz 

HandyStep®dispenser Brand Wertheim, 

Deutschland 

Hemocytometer Zählkammer Neubauer Paul Marienfeld GmbH Lauda, 

Deutschland 

Inkredible+ 3D bioprinter Cellink Boston, MA, 

USA 

Klingen mit Griffschutz A. Hartenstein Würzburg, 

Deutschland 

Kühlschrank Liebherr Bulle, Schweiz 

Laminar flow box Herasafe Typ-HS 18 Heraeus Hanau, 

Deutschland 

Magnetic stirrer VWR Darmstadt, 

Deutschland 



22 

 

Mastercycler®Gradient Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 

Mikroskop BX51/DP71 Kamera Olympus Hamburg, 

Deutschland 

Mikroskop IX51/XC30 Kamera Olympus Hamburg, 

Deutschland 

Mikrotome pfm medical Köln, 

Deutschland 

Mikrowell Micromat 1000W AEG Frankfurt am 

Main, 

Deutschland 

Multimode microplate reader Tecan 

GENios pro 

Tecan Männedorf, 

Schweiz 

Orbital shaker Unimax 1010 Heidolph Schwabach, 

Deutschland 

pH-Meter H12210 Hanna Instruments Kehl am 

Rhein, 

Deutschland 

Pipette displacement MicromanTM Gilson Middelton, 

USA 

Pipette Multipette E3/E3x Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 

Pipette multistep Brand Wertheim, 

Deutschland 

Pipetten Research® Plus Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 

Roll mixer RM5 A. Hartenstein Würzburg, 

Deutschland 

Shandon Model Cytospin 2 Centrifuge Wazobia Enterprise Houston, TX, 

USA 

Silikonformen, zylindrisch, 

Durchmesser 6 mm, maßgefertigt 

FMZ, Lehrstuhl: Prof. Jürgen 

Groll, Universität Würzburg 

Würzburg, 

Deutschland 

Thermomixer MHR 23 DITABIS Pforzheim, 

Deutschland 

TissueLyser Qiagen Hilden, 

Deutschland 

Trocken- und Wärmeschrank Binder Neckarsulm, 

Deutschland 
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Ultra-deep freezer TTS 500 (-80 °C) Thalheimer Kühlung Ellwangen, 

Deutschland 

Vortex 2 IKA Staufen, 

Deutschland 

Vortex- centrifuge CombiSpin A. Hartenstein Würzburg, 

Deutschland 

Wasserbad Memmert Schwabach, 

Deutschland 

Zentrifuge Biofuge fresco Kendro Laboratory products 

(nun Thermo Fisher Scientific) 

Langenselbold, 

Deutschland 

Zentrifuge Multifuge 3SR Heraeus Hanau, 

Deutschland 

Zentrifuge Rotina 420 R Hettich Tuttlingen, 

Deutschland 

Zentrifuge SIGMA 1-14 SIGMA Laborzentrifugen GmbH Osterode, 

Deutschland 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Artikel Hersteller Ort 

96-Well-Platte mit schwarzem Boden 

96- well, schwarz 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

Cellstar Suspensionsplatte Greiner Bio-one Frickenhausen, 

Deutschland 

Cellstar Zellkulturplatte 12-, 48-Well Greiner Bio-one Frickenhausen, 

Deutschland 

Chamber-slides 8-well, removable ibidi Gräfelfing, 

Deutschland 

Combitips®advanced 0,5 ml Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 

Coverslip Deckgläser 24x40 mm/ 

24x50 mm 

Paul Marienfeld GmbH Lauda-

Königshofen, 

Deutschland 

Coverslip Deckgläser 24x60 mm ibidi Gräfelfing, 

Deutschland 
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Coverslip Deckgläser Durchmesser 

13 mm/ 14 mm 

ibidi  Gräfelfing, 

Deutschland 

Cryovials CyroPure 2,0 ml Sarstedt Nümbrecht, 

Deutschland 

Dispenser tips 12,5 ml/ 25 ml Nerbe plus GmbH Winsen, 

Deutschland 

Edelstahlkugeln für TissueLyser, 

Durchmesser 5 mm 

Qiagen Hilden, 

Deutschland 

Eppendorf Tubes® 5 ml Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 

Falcon Zellfilter (40 µm, 70 µm, 100 µm) pluriSelect Leipzig, 

Deutschland 

Greiner Bio-One CELLSTARTTM 

Teströhrchen, Polypropylen, 

15 ml/50 ml 

Greiner Bio-one Frickenhausen, 

Deutschland 

Kartusche, Plastik Nordson EFD Westlake, OH, 

USA 

Mikrotestplatte (analytisch) 96 Well Nerbe plus GmbH Winsen, 

Deutschland 

Mikrotomklinge (n35) Feather Osaka, Japan 

NalgeneTM Rapid-FlowTM sterile 

Einweg-Flaschenaufsatzfilter, 

Porengröße 0,2 µm  

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

PAP pen liquid blocker Science Services München, 

Deutschland 

Parafilm Pechiney Chicago, IL, 

USA 

Pipettenspitzen Nerbe plus GmbH Winsen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter  Sarstedt Nümbrecht, 

Deutschland 

pluriStrainer® 40 µm, 70 µm, 100 µm 

(Zellsieb) 

pluriSelect Leipzig, 

Deutschland 

SafeSeal micro tubes 1,5 ml/ 2,0 ml Sarstedt Nümbrecht, 

Deutschland 

Skalpell Feather Osaka, Japan 

Spritzen 10 ml, 20 ml BD Biosciences Franklin Lakes, 

NJ, USA 
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Spritzenfilter Filter ReliaPrepTM, Poren 

0,2 µm 

Ahlstrom -Munksjö Helsinki, 

Finnland 

SuperFrost®Plus Objektträger R. Langenbrinck Emmendingen, 

Deutschland 

Zellschaber Greiner Bio-One Frickenhausen, 

Deutschland 

Zylindrische Dispense Tips, Edelstahl, 

Durchmesser 330 µm 

Nordson EFD Westlake, OH, 

USA 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien 

Artikel Hersteller Ort 

2-Propanol VWR International, Avantor 

(VWR chemicals BDH) 

Poole, 

Großbritannien 

Aceton, 99,5 % AppliChem Darmstadt, 

Deutschland 

Agarose low melt Sigma Aldrich/Merk Darmstadt, 

Deutschland 

Antibody diluent, Dako REALTM Dako Hamburg, 

Deutschland 

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen, 

Deutschland 

bFGF (basic fibroblast growth factor) Bio Legend London, 

Großbritannien 

BSA (Albumin aus Rinderserum) Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Chloramin T Trihydrat Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Chondroitinsulfat A Natriumsalz aus 

Rindertrachea (Pufferkonzentration: 

1mg/ ml in PBE-cystein buffer) 

Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Citronensäure Monohydrat Sigmal-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Collagenase II Worthington Lakewood, USA 

DAB (Diaminobenzidin) Sigma-Aldrich, Merck Steinheim, 

Deutschland 
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DAPI, IS mounting medium Dako Hamburg, 

Deutschland 

Destilliertes Wasser (DNAse/RNAse 

frei) 

Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

Dispase® II Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, high glucose 4.5 g/l) 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

DMEM/F12 (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium: Nutrient Mixture F-12) 

Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

DMSO Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

Dulbecco's phosphate-buffered saline 

(DPBS), (no CaCl2, no MgCl2) 

Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure 

Dinatriumsalz Dihydrat) 

Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Essigsäure Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Ethanol absolut, 99,8 %, für 

Molekularbiologie  

AppliChem Darmstadt, 

Deutschland 

Fast green FCF Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

FCS (fetal calf serum) Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

Formaldehyd, 37 % Th. Geyer Renningen, 

Deutschland 

Gentamicin 25 mg/ml und 

Amphotericin B 125 µg/ml 

Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Glycin Carl Roth Karlsruhe, 

Deutschland 

Hämatoxylin Sigma-Aldrich/ Merck Darmstadt, 

Deutschland 

HEPES (1 M) Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

Hoechst 33258 dye  Polysciences Warrington, PA, 

USA 

L-Ascorbinsäure (A4544) Sigma-Aldrich, Merck Steinheim, 

Deutschland 
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L-Cystein Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

L-Hydroxyprolin Standard MilliporeSigma 
 

Burlington, MA, 

USA 

Live/Dead cell staining kit II PromoKine Heidelberg, 

Deutschland 

L-Prolin (P5607) Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

NaOH Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

Natriumacetat Trihydrat SAFC, Merck Darmstadt, 

Deutschland 

Natriumphosphat Dihydrat Sigma-Aldrich, Merck Taufkirchen, 

Deutschland 

NEAA (non-essential amino acids) Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

Papain Worthington Lakewood, USA 

PBS (Phosphate buffered saline) Life Technologies Karlsruhe, 

Deutschland 

PBS (Phosphate buffered saline) 

(Dulbecco A) Tabletten 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, 

USA 

Penicillin/Streptomycin (100 U/ml 

Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) 

Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

Pronase (PRON-RO; Pronase from 

Streptomyces griseus) 

Roche, Merck Mannheim, 

Deutschland 

Proteinase K (Digest-All 4) Life Technologies Karlsruhe, 

Deutschland 

Safranin O Sigma-Aldrich Taufkirchen, 

Deutschland 

Terralin Liquid® Desinfektionsspray Schülke Norderstedt, 

Deutschland 

TGF-ß1 (transforming growth factor ß1) BioLegend London, 

Großbritannien 

Tissue Tek® O.C.T. compound Sakure Finetek Zoeterwoude, 

Niederlande 

TRIS PUFFERAN® ≥99,9 %, p.a. (Tris-

(hydroxymethyl)-aminomethan) 

Carl Roth Karlsruhe, 

Deutschland 
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Trypanblau Sigma-Aldrich/ Merk Darmstadt, 

Deutschland 

Trypsin-EDTA 0,25 % Thermo Fisher Scientific 

(Gibco®) 

Waltham, MA, 

USA 

Xylen VWR International, Avantor 

(VWR chemicals BDH) 

Poole, 

Großbritannien 

 

2.1.4 Antikörper 

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Antikörper 

Antikörper Hersteller Ort 

Alexa Fluor 488 anti-rabbit,  

(Goat: 1:400) 

Jackson Immuno Research Cambridge, UK 

Anti-type VI collagen (ab6588),  

Rabbit polyclonal: 1:200) 

Abcam Cambridge, UK 

Anti-type I collagen (ab34710),  

Rabbit polyclonal: 1:200 

Abcam Cambridge, UK 

Anti-type II collagen (ab347123),  

Rabbit polyclonal: 1:200 

Abcam Cambridge, UK 

ChromPure Rabbit IgG,  

whole molecule, Rabbit isotype 

Jackson Immuno Research 

Laboratories 

West Grove, PA, 

USA 

 

2.1.5 Zellen und Zellkulturmedium 

Für die Versuche wurden native Chondrozyten (Passage 0) verwendet. Diese 

wurden aus porcinem Gelenkknorpel von Femurkondylen isoliert. Die Knie wurden einen 

Tag nach der Schlachtung der Tiere über die Metzgerei Hollerbach in Rimpar bezogen. 

Während der Isolation und über die Dauer der in vitro-Kulturen wurden in die 

Chondrozyten in basalem Zellkulturmedium aufgenommen. Soweit nicht anders 

angegeben wurden Medium und Zusätze von invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) -

bezogen. 
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Tabelle 5: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten 

Zellkulturmedia 

Medium Zusammensetzung 

Basales Medium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s F-12 

(DMEM/F12) 

1 % Penicillin/Streptomycin (100 U/mL Penicillin, 

0,1 mg/mL Streptomycin) 

10 % FCS 

0,1 % Gentamicin/ Amphotericin B (25 mg/ml 

Gentamicin, 125 µg/ml Amphotericin B) 

Differenzierungsmedium DMEM high glucose 

10 % FCS 

1 % Penicillin/ Streptomycin (100 U/ml Penicillin, 

0,1 mg/ml Streptomycin) 

40 µg/ml L-Prolin 

50 µg/ml Ascorbinsäure 

1 % HEPES 

1 % Nicht-essentielle Aminosäuren 

0,1 % Gentamicin/ Amphotericin B (25 mg/ml 

Gentamicin, 125 µg/ml Amphotericin B) 

 

2.1.6 Puffer und Lösungen 

Tabelle 6: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer 

Puffer Zusammensetzung 

Blocking-Lösung 1 % BSA 

PBS 

Chloramin T Lösung 15,67 mg/ml Chloramin T 

88,89 % Zitronensäurepuffer 

11,11 % 2-Propanol 

Chondroitinsulfat Stammlösung 100 µg/ml bovines Chondroitinsulfat  

0,85 mg/ml L-Cystein 

PBE 

DAB (p-Dimethylaminobenzaldehyd) 

Lösung 

174,42 µg/ml DAB 

69,77 % 2-Propanol 
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DMMB (Dimethylmethylene blue)) Lösung 

(0,5 %) 

3, 2 mg/ml DMMB in reinem Ethanol  

3,04 g/l Glycin 

2,37 g/l NaCl 

ddH2O 

pH 3,0 

Fast green Färbelösung (0,02 %) (0,2 

mg/ml fast green, ddH2O) 

0,2 mg/ml fast green FCF 

ddH2O 

Formalin gepuffert (3,7 % Formalin) 37 % Formalin-Stammlösung 

PBS 

Hoechst 33258 Stammlösung 1 mg/ml Hoechst 33258 dye 

ddH2O 

L-Hydroxyprolin Stammlösung 1 mg/ml L-Hydroxyprolin Standard 

0,85 mg/ml L-Cystein 

PBE 

L-Prolin-Stammlösung 40 mg/ml L-Prolin 

PBS 

Steril filtriert 

Papainverdau-Puffer 0,85 mg/ml L-Cystein 

3 U/ml Papain 

PBE Puffer 

PBE Puffer (Phosphate Buffered 

Extraction) 

8,9 g Na2HPO4 + 2 H2O 

1,86 g EDTA 

500 ml H2O 

pH 6,5 

PBE/Cystein Puffer 0,85 mg/ml L-Cystein 

PBE Puffer 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 10 PBS (Dulbecco-A) Tabletten 

1 l ddH2O 

Safranin O Färbelösung (0,1 %) 1 mg/ml Safranin-O 

ddH2O 

TEN Puffer (Tris-EDTA-NaCl Puffer) 0,1 M NaCl 

1 mM EDTA 

10 mM Tris 

ddH2O 

pH 7,4 
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TGF-ß1 Stammlösung 10 µg/ml TGF-ß1 

1 % BSA 

PBS 

Steril filtriert 

Zitronensäurepuffer (pH 6 Puffer) 33,33 mg/ml Zitronensäuremonohydrat 

80 mg/ml Natriumacetat-Trihydrat 

22,67 mg/ml NaOH 

0,8 % Essigsäure 

20 % 2-Propanol 

pH 6,0 

gelagert bei 4 °C 

 

2.1.7 Software 

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Software 

Software Hersteller Ort 

CellSenseTM 1.16 Olympus Hamburg, 

Deutschland 

CFX ManagerTM soft-ware version 3.1. Biorad Hercules, CA, 

USA 

GraphPad Prism Version 6.0 GraphPad Software LaJolla, CA, 

USA 

Microsoft-Office 365 Microsoft Redmon, WA, 

USA 
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2.2 METHODEN 

2.2.1 Extraktion des Gelenkknorpels 

Die Präparation der Kniegelenke erfolgte unter keimreduzierten Bedingungen auf 

einer mit Terralin® und 70 %igem Ethanol desinfizierten Unterlagefläche sowie unter 

Verwendung von sterilen Instrumenten. Nach Eröffnung der Gelenkkapsel erfolgte eine 

Inspektion der intraartikulären Strukturen. Nur aus makroskopisch einwandfreiem 

Material wurde eine ca. 5 x 2 cm große Fläche Gelenkknorpel herausgelöst. Hinweise auf 

degenerative Prozesse oder sichtbare Kontamination mit Fremdmaterial führten zum 

Ausschluss des Materials von den Untersuchungen dieser Arbeit.  

Nach mechanischer Entfernung kalzifizierter Anteile wurde der Knorpel mit PBS 

mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,1 % Gentamicin/ Amphotericin B versetzt und auf 

eine Größe von 1 x 2 cm geschnitten. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die 

Knorpelstücke für wenige Minuten in 10 ml Basismedium pro 1 g Knorpel im Inkubator 

bei 37 °C und 5 % CO2-Konzentration aufbewahrt. Im Folgenden wird die Isolation der 

Chondrozyten mit und ohne perizellulärer Matrix durch enzymatische Verdaureaktionen 

aus dem extrahierten Gelenkknorpel beschrieben.  

2.2.2 Isolation der Chondrozyten 

Zur Annäherung an die Fragestellung wurden verschiedene, in der Literatur 

beschriebene Protokolle zur enzymatischen Isolation von Chondrozyten aus 

Frischknorpel getestet. Durch die Kombination verschiedener Elemente bereits 

bestehender Protokolle wurden weitere Methoden zur Isolation von Chondrozyten ohne 

PZM getestet und für die weiterführenden Versuche dieser Arbeit etabliert. Dabei wurden 

die Chondrozyten ausgehend von ihrem Gehalt an immunhistochemisch nachweisbarem, 

perizellulärem Kollagen-Typ-VI in Chondrozyten mit perizellulärer Matrix und 

Chondrozyten ohne perizelluläre Matrix unterschieden. 
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Die enzymatischen Verdaureaktionen liefen bei 37 °C Umgebungstemperatur und 

einer CO2-Konzentration von 5 % im Inkubator ab. Nach Ablauf der Isolationszeit wurde 

die Zellsuspension steril filtriert, für 10 Minuten bei 300 rpm zentrifugiert, der Überstand 

entfernt und das Zellpellet anschließend in drei Waschgängen mit sterilem PBS 

gewaschen. Danach wurden die Zellen in Basismedium aufgenommen und gezählt. 

Hierfür wurde 1 µl der Zellsuspension mit 1 µl Trypanblau vermischt und anschließend 

mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer unter dem Lichtmikroskop gezählt. In die 

Zählkammer wurde 1 µl der 1:1-Lösung aus Trypanblau und Zellen eingebracht. 

2.2.2.1 Isolation von Chondrozyten ohne PZM 

Für die Isolation von Chondrozyten ohne perizelluläre Matrix wurden die 

Protokolle nach Oseni 59, nach Kuettner 60 sowie eine Kombination aus dem bei Kuettner 

beschriebenen Vorverdau mit 0,15 % Pronase und dem Chondrozyten-Isolationsprotokoll 

nach Schuurman61 getestet. Dieses Kombinationsprotokoll wurde für die weiterführenden 

Untersuchungen zur Isolation von Chondrozyten ohne PZM verwendet. 

Tabelle 8: Übersicht über getestete Protokolle zur Isolation von 

Chondrozyten ohne PZM 

 Enzym/e Dauer Größe des 

Zellfilters 

Referenz 

1 0,2 % Collagenase II 10 h 40 µm Oseni et al. 59 

2 1,0 % Pronase 

0,4 % Collagease II 

90 min 

180 min 

40 µm Kuettner et al. 62 

3 1,0 % Pronase 

0,15 % Collagenase II 

90 min 

16 h 

40 µm Kuettner et al. 62 

und Schuurman 

et al. 61*  

* vgl. Tabelle 9: Übersicht über getestete Protokolle zur Isolation von Chondrozyten mit PZM 
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2.2.2.2 Isolation von Chondrozyten mit PZM 

Zur enzymatischen Isolation von Chondrozyten mit PZM wurden die Protokolle 

nach Schuurman61, Bekkers6 und Lee7 getestet. Um die Menge an perizellulärem 

Kollagen-Typ-VI, das als wichtigster Indikator zur Identifikation von perizellulärer 

Matrix herangezogen wurde, noch zu steigern, wurden diese Protokolle unter 

Verwendung von Zellfiltern verschiedener Größen (40 µm, 70 µm, 100 µm) 

durchgeführt. 

Als Grundlage für die weiteren Untersuchungen von Chondrozyten mit residueller PZM 

in 3D-Hydrogel-Kulturen wurde das 2009 von Schuurman beschriebene Protokoll mit 

0,15 % Collagenase II über eine Isolationsdauer von 16 Stunden61 verwendet. 

Tabelle 9: Übersicht über getestete Protokolle zur Isolation von 

Chondrozyten mit PZM 

 Enzym/e Trägerlösung Dauer Größe der 

Zellfilter 

Referenz 

4 0,15 % 

Collagenase II 

Basismedium Über Nacht 40 µm Schuurman et 

al.61  

5a 2 % Collagenase II Basismedium 45 min 70 µm Bekkers et al.6  

5b 2 % Collagenase II Basismedium 45 min 100 µm Bekkers et al.6 

6a 0,3 % Dispase, 

0,2 % Collagenase II 

PBS 5 h 70 µm Lee et al.7  

6b 0,3 % Dispase,  

0,2 % Collagenase II 

PBS 5 h 100 µm Lee et al.7  

6c 0,3 % Dispase, 

0,2 % Collagenase II 

PBS 3 h 100 µm Modifiziert nach  

Lee et al.7  

Es sind enzymatische Verdauprotokolle zur Isolation von Chondrozyten mit nachweisbarem, 

residuellen perizellulärem Kollagen-Typ-VI sowie zur Isolation von Chondronen dargestellt. 

Die Nummerierung ist fortlaufend für alle in dieser Arbeit getesteten Isolationsprotokolle, 

beginnend mit Protokollen zur Isolation von Chondrozyten ohne PZM (vgl. Tabelle 8). 
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2.2.3 Gießen von Agarosehydrogelen 

Für den cast- sowie für den Druckvorgang wurden Hydrogele aus 4 % low melt 

Agarose verwendet.  

Aus low melt Agarose und PBS wurde eine 4 %ige Suspension hergestellt, die 

durch Erhitzen auf 80 °C in eine homogene Lösung umgewandelt wurde. Nach Abkühlen 

auf 40 °C konnten in PBS suspendierte Chondrozyten im Verhältnis 1:1 zugegeben 

werden, sodass eine 2 %ige Agarose-Chondrozyten-Suspension entstand (20 x 106 

Zellen/ml). Daraus wurden Hydrogele zu einem Volumen von je 40 µl und einem 

Zellgehalt von 800.000 Chondrozyten pro Hydrogel in Silikonformen gegossen. Die 

Aushärtung der Hydrogele erfolgte durch weiteres Abkühlen im Kühlschrank.  

2.2.4 3D-Bioprinting mit Agarose-Biotinte 

Als Biotinte für die Druckversuche sowohl am Simulator als auch am 3D-

Bioprinter wurde die in 2.2.3 beschriebene 2 %ige Agarose versetzt mit Chondrozyten 

verwendet. Die beim Druckvorgang entstandenen Gele umfassten ebenfalls ein Volumen 

von 40 µl und beinhalteten 800.000 Zellen. 

2.2.4.1 3D-Druck-Simulator 

Der Drucksimulator enthält mit Kartusche, Kolben, Düse und pneumatischem 

Steuerungsdruck die wesentlichen Elemente eines Bioprinters und ist geeignet, Biotinte 

durch eine Druckkartusche zu pressen und damit den Druckvorgang per se zu simulieren. 

Die Druckbarkeit einer Biotinte sowie mögliche schädliche Einflüsse des Druckvorgangs 

auf die zelluläre Komponente der Biotinte können auf diese Weise untersucht werden.  

Für den Druckvorgang wird zunächst die Druckkartusche mit Biotinte gefüllt und 

mit einem Kolben verschlossen. Anschließend werden Druckkartusche und 

Druckaggregat (Dosiergerät DC 200) über eine Luftzufuhrleitung konnektiert. Am 

anderen Ende wird eine Düse angebracht, über die die Biotinte die Druckkartusche 

verlässt. Der Steuerungsdruck wird am Aggregat eingestellt und über ein Fußpedal 

abgegeben. Durch die Abgabe des pneumatischen Drucks wird der Kolben innerhalb der 

Kartusche nach vorne gedrückt und so die Biotinte durch die Düse gepresst. Durch die 
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manuelle Bewegung des simulierten Druckkopfes aus Kartusche und Düse kann die 

Abgabe der Biotinte räumlich gesteuert werden. 

Für die vorliegende Arbeit wurde die Agarose-Chondrozyten-Suspension in 

Eppendorf Tube bei 40°C in einem Heizblock temperiert und mit einer Verdrängerpipette 

in die Druckkartusche überführt. Es wurde ein Steuerungsdruck von 1 bar sowie eine 

zylindrische Stahldüse (Nozzle) mit einem Lumen von 330 µm (23 G) gewählt. Die 

gedruckte Biotinte wurde in einem vorgewärmten Eppendorf Tube aufgefangen und 

anschließend, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, in Gelform gebracht, was einem 

nachgeschalteten cast-Vorgang entspricht. 

2.2.4.2 Cellink Bioprinter 

Analog zum Vorgehen am 3D-Druck-Simulator wurden die Untersuchungen am 

Cellink Bioprinter mit einem pneumatischen Druck von 1 bar unter Verwendung einer 

zylindrischen Stahldüse mit einem Durchmesser von 330 µm durchgeführt. Durch 

Vorheizen der Druckkartusche wurde die Temperatur während des Druckvorgangs 

kontrolliert auf 40 °C sowie auf 33 °C gehalten. Die Kartuschen wurden mit zellbesetzter 

Biotinte befüllt und anschließend auf die gewünschte Temperatur erwärmt. Die gedruckte 

Biotinte wurde in Eppendorf Tubes aufgefangen, anschließend zu Hydrogelen mit einem 

Volumen von 40 µl und einem Zellgehalt von 800.000 Zellen pro Hydrogel gegossen und 

im Kühlschrank bei 8 °C ausgehärtet.  

2.2.5 3D-Kultur 

Die durch Bioprinting- bzw. cast-Vorgang entstandenen Gele wurden für 21 Tage 

in einer 24-Well-Suspensionsplatte im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2-Konzentration 

in Kultur genommen. Als Nährmedium wurde ein Knorpeldifferenzierungsmedium 

(DMEM high glucose + 10 % FCS + 1 % P/S + 1 % Nicht-essentielle Aminosäuren + 

1 % HEPES + 0,1 % Prolin + 0,1 % Ascorbinsäure + 0,1 % Gentamicin/ Amphotericin 

B) verwendet, das jeden zweiten Tag gewechselt wurde. 
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2.2.6  Ermittlung der Temperaturniveaus 

Geeignete Temperaturen für den 3D-Druckvorgang wurden empirisch ermittelt. 

Hierzu wurden Eppendorf Tubes im Leerzustand gewogen, mit einem definierten 

Volumen von 320 µl 2 %iger Agarose befüllt und in neun Stufen auf Temperaturen 

zwischen Raumtemperatur (22 °C) und auf 40 °C erwärmt. Pro Temperaturstufe wurden 

aus dem Grundvolumen von 320 µl möglichst viele Hydrogele mit einem definierten 

Volumen von 40 µl gegossen. Die Masse des verbleibenden, nicht mehr pipettierbaren 

Überstandes wurde quantifiziert und als Indikator für die Viskosität des Hydrogels bei 

entsprechender Temperatur herangezogen. Für die weiterführenden Untersuchungen 

dieser Arbeit wurden „33 °C“ und „40 °C“ auf dieser Grundlage als geeignete, definierte 

Temperaturniveaus gewählt. 

2.2.7 Live/Dead-Assay 

Der Live/Dead-Assay wurde an Tag 1 und Tag 21 mit dem 

Live/Dead cell staining kit II der Firma PromoKine (vgl. Tabelle 3) durchgeführt. Nach 

Entfernung des Kulturmediums wurden die Gele in zwei Durchgängen mit PBS 

gewaschen, bevor sie für 45 Minuten mit jeweils 1 ml PBS und 2 µl Calcein und 1 µl 

Ethidium-Dimer in Dunkelheit inkubiert wurden. Im Anschluss erfolgten zwei weitere 

Waschvorgänge mit PBS unter abgedunkelten Bedingungen. Unmittelbar danach konnten 

lichtmikroskopisch durch Verwendung von Fluoreszenzfiltern vitale Zellen grün und 

avitale Zellen rot dargestellt werden. Über die integrierte Kamera ließen sich die 

optischen Eindrücke digital aufnehmen. 

2.2.8 Qualitative Auswertung mittels Histologie und Immunhistochemie 

Die qualitative Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch mittels einer Safranin-O-

Färbung und immunhistochemisch mit Fluoreszenzfarbstoffen. Untersucht wurden 

Zytospins sowie Kryotom-Schnitte der Hydrogele. Zur qualitativen Auswertung der 

produzierten Knorpelmatrixbestandteile wurden an Zytospinpräparaten sowie an 

Kryotomschnitten der 3D-Hydrogelkulturen immunhistochemische und Safranin-O-

Färbungen durchgeführt.  



38 

 

2.2.8.1 Zytospin 

Zytospinpräparate wurden im direkten Anschluss an den Verdauvorgang 

durchgeführt. Die an Zytospinpräparaten dargestellten Zellen und deren umgebendes 

Kollagen-Typ-VI repräsentieren somit den Zustand direkt nach Ablauf der 

enzymatischen Isolation und spiegeln damit wider, wie viel residuelle PZM nach 

enzymatischer Isolation nachgewiesen werden kann. Pro Zytospin wurden 50 µl der 

Zellsuspension verwendet, worin 20.000 Zellen enthalten waren. Bei 550 rpm wurde die 

Suspension zentrifugiert und somit die darin enthaltenen Zellen auf den Objektträger 

aufgebracht. Zur Fixierung der Zellen auf dem Objektträger wurden diese im Anschluss 

an die Zentrifugation bei -20 °C im Gefrierschrank eingefroren und dort bis zur weiteren 

Verarbeitung aufbewahrt. 

2.2.8.2 Kryotomschnitte 

Proben der 3D-Hydrogelkulturen wurden an Tag 1 sowie Tag 21 gewonnen. Für 

die Schnitte am Kryotom wurden jeweils halbe Gele verwendet. Diese wurden über Nacht 

in 2 ml 3,7 %igem Formalin im Kühlschrank bei 8 °C fixiert. Danach wurde das Formalin 

abgenommen und bis zur Einbettung in Tissue Tek® durch PBS ersetzt. Nach dem 

Einbetten wurden die Proben am nächsten Tag zunächst in flüssigem Stickstoff und 

anschließend bei -20 °C im Gefrierfach eingefroren. Die Proben wurden am Kryotom bei 

-19 °C auf eine Schnittdicke von 8 µm geschnitten und auf Superfrost® Objektträger 

gebettet und an der Raumluft vollständig getrocknet, bevor sie vor folgenden Färbungen 

in eiskaltem Aceton für 10 Minuten fixiert wurden. 

2.2.8.3 Fluoreszenz-Immunhistochemie 

Die Fixierung der Proben auf dem Objektträger erfolgte für Zytospinpräparate für 

10 Minuten mit 3,7 %igem Formalin, für die Kryotomschnitte hingegen mit eiskaltem 

Aceton. Die Kryotomschnitte wurden anschließend bei Raumluft vollständig getrocknet, 

bevor sie wie die übrigen Proben für 3 Minuten in PBS rehybridisiert wurden. 

Anschließend wurden die Schnitte für 10 min bei 37 °C mit Proteinase K inkubiert und 

danach dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte für 20 min mit 50 µl 

Blocking-Puffer, bestehend aus 1 % BSA in PBS, inkubiert und danach in drei 

Durchgängen zu je 3 Minuten mit PBS auf dem Schüttler gewaschen. 
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Die Primärantikörper gegen Kollagen-Typ-I, -Typ-II und -Typ-VI wurden in 

entsprechender Konzentration (anti-Kollagen-Typ-I 1:200, anti-Kollagen-Typ-II 1:200, 

anti-Kollagen-Typ-VI 1:100) aufgetragen und über Nacht in einer Feuchtkammer 

inkubiert, sodass sie an die Zielstrukturen binden konnten.  

Vor dem Auftragen des Sekundärantikörpers wurden die Proben wieder in drei 

Schritten mit PBS für jeweils 3 Minuten auf dem Schüttler gewaschen. Anschließend 

wurden die Proben für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper (Alexa Fluor 488 goat-

anti-rabbit) im Verhältnis 1:400 inkubiert. Nach drei Waschvorgängen mit PBS für 

3 Minuten auf dem Schüttler wurden die Proben auf Objektträger und Deckglas mit einem 

Tropfen DAPI Mounting Medium gedeckelt.  

Als Trägerlösung für Primär- und Sekundärantikörper sowie für die Isotypkontrolle 

wurde Antibody-Diluent verwendet. Die Isotypkontrolle erfolgte mit rabbit-IgG im 

Verhältnis des entsprechenden Primärantikörpers. 

2.2.8.4 Safranin-O-Färbung 

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Untersuchung von Kryotomschnitten die 

Safranin-O-Färbung auf Glykosaminoglykanen durchgeführt.63,64. Die Schnitte wurden 

zunächst für eine Minute in ddH2O und anschließend für 6 Minuten in Weigert’s 

Hämatoxylin inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte kurz in ddH2O und 0,5 %ige 

Salzsäure in Ethanol getaucht, bevor sie für 5 Minuten und fließendem Leitungswasser 

rehybridisiert und für 4 Minuten mit 0,02 % Fast Green Lösung inkubiert wurden. 

Überstehende Färbelösung wurde durch kurzes Eintauchen in 1 %ige Essigsäure entfernt. 

Anschließend wurden die Schnitte für 6 Minuten in 0,1 % Safranin-O-Lösung gefärbt. 

Vor dem Deckeln der Schnitte mit Entellan wurden diese für eine Minute mit 100 %igem 

Ethanol und anschließend für 2 Minuten mit Xylen inkubiert. Unter dem Abzug wurden 

die Schnitte für zwei Tage getrocknet, bevor lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt 

werden konnten. 
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2.2.9 Biochemische Assays 

Proben der 3D-Hydrogelkulturen für die quantitative Auswertung wurden an Tag 1 

sowie an Tag 21 gewonnen. Pro Versuchsreihe und Zeitpunkt wurden 3 halbe Gele 

ausgewertet. Die jeweils anderen Hälften wurden für die histologischen Untersuchungen 

als Kryotomschnitte aufbereitet. 

Allen Assay-Untersuchungen ging ein Papainverdau der Proben voraus. Hierfür wurde 

jedes halbe Gel in 200 µl PBE-Cystein-Puffer für 5 Minuten im Tissue Lyser bei 25 Hz 

zerkleinert. Anschließend wurden nochmals 200 µl PBE-Cystein-Puffer zugegeben 

sowie pro halbem Gel 3 U Papain. Die Proben wurden über Nacht im Heizblock bei 60 °C 

und 300 rpm ca. 16 Stunden lang verdaut. 

Für die späteren Untersuchungen in DNA-, GAG- und Kollagen-Assays wurden die 

Proben in drei technischen Replikaten und die Kalibriergerade in acht Schritten zu zwei 

technischen Replikaten in einer 96-Well-Assay-Platte aufgetragen.  

2.2.9.1 Quantitative Analyse des DNA-Gehalts 

Für die quantitative Analyse des DNA-Gehaltes65 wurden 10 µl der Papain-Lösung 

bzw. des Standards in eine schwarze 96-Well-Assay-Platte vorgelegt, denen dann 200 µl 

Work solution zugegeben wurde, die sich aus 1 µl Hoechst 33258 in 10 ml 1xTEN Puffer 

zusammensetzt. Die Messung am Tecan-Plattenreader erfolgte direkt im Anschluss an 

die Zugabe der Work solution mit den Einstellungen Ex 365 nm/ Em 458 nm. Als 

Standard wurde DNA aus Lachssperma in PBE-Cystein-Puffer (18.2 µg DNA/ml) 

verwendet. Zur Messung am Tecan-Reader wurde auch der verwendete DNA-Standard 

mit PBE-Cystein-Puffer zu 100 µl ergänzt. 

2.2.9.2 Quantitative Analyse des Kollagen-Gehalts 

Zum quantitativen Nachweis von Kollagen66 wurde die in den Proben gelöste 

Menge Hydroxyprolin gemessen, die dann zur Berechnung der Kollagenmenge 

herangezogen wurde. Für die Durchführung des Assays wurden 10 µl der mit Papain 

verdauten Proben verwendet. Diese wurden unter Zugabe von jeweils 100 µl 37 %iger 

Salzsäure für 16 Stunden bei 99 °C auf dem Heizblock hydrolysiert. Nachdem die 

restliche Salzsäure für zwei Stunden bei 100 °C abgeraucht war, wurden die trockenen 
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Proben in 500 µl ddH2O verdünnt. In einer 96-Well-Assay-Platte wurden pro Probe bzw. 

Standard 100 µl vorgelegt, welche zunächst für 20 Minuten mit 50 µl Chloramin-T-

Lösung bei Raumtemperatur und anschließend mit 50 µl DAB-Lösung für 30 Minuten 

bei 65 °C im Trockenschrank inkubiert wurden. Das Messen der Proben erfolgte bei 

570 nm Wellenlänge am Tecan-Plattenscanner und die Auswertung der gemessenen 

Daten mit der Software Magellan. 

Als vergleichender Standard wurde ein Hydroxyprolin-Stock mit 1 mg Hydroxyprolin in 

1 ml PBE-Cystein-Puffer verwendet. Der Stock wurde im Verhältnis von 1:10 mit PBE-

Cystein verdünnt Für die Kalibriergerade wurde der 1:10 verdünnte Stock mit PBE-

Cystein jeweils auf 100 µl ergänzt, Anschließend wurden allen Standardproben 400 µl 

ddH2O zugegeben, sodass sie ebenso wie die Proben ein Gesamtvolumen von 500 µl 

aufweisen konnte. Aus diesem Gesamtvolumen wurden dann 100 µl in der Assay-Platte 

vorgelegt und genauso wie die restlichen Proben mit Chloramin T- und DAB-Lösung 

inkubiert. 

2.2.9.3 Quantitative Analyse des GAG-Gehalts 

Für die quantitative Bestimmung des GAG-Gehaltes67 wurden 10 µl Papain-Lösung 

für die Proben von Tag 1 und 1 µl der Papin-Lösung für die Proben von Tag 21 in eine 

96-Well-Assay-Platte vorgelegt. Anschließend wurden alle Proben mit PBE-Cystein-

Puffer auf ein Gesamtvolumen von 50 µl ergänzt. Die Proben für die Kalibriergerade 

wurde mit 10 µl Standard und 40 µl PBE-Cystein in die Wells vorgelegt. Anschließend 

wurden pro Well 200 µl DMMB als Work solution aufgetragen und innerhalb von 

10 Minuten bei einer Wellenlänge von 590 nm am Tecan-Plattenscanner gemessen. Der 

Chondroitinstandard wurde aus 50 mg bovinem Chondroitinsulfat in 60 ml PBE-Cystein-

Puffer gebildet. Der Standard wurde in den Verhältnissen 1:10 sowie 1:100 mit PBE-

Cystein-Puffer verdünnt. Die vorgelegten Standards wurden mit PBE-Cystein-Puffer auf 

ein Volumen von 100 µl ergänzt. Aus diesem Gesamtvolumen wurden dann in der 96-

Well-Assay-Platte 10 µl in zwei technischen Replikaten vorgelegt und mit PBE-Cystein-

Puffer auf 50 µl ergänzt und mit 200 µl Work solution innerhalb von 10 Minuten am 

Tecan-Plattenreader gemessen. 
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2.2.10 Statistische Auswertung 

Die Messwerte für DNA-, Kollagen- und GAG-Gehalt aus der quantitativen 

Auswertung werden als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Zur 

Untersuchung auf statistische Signifikanz wurde eine Varianzanalyse (Two-Way-

ANOVA) mit anschließendem post-hoc-Test nach Bonferroni durchgeführt. Dabei wurde 

das Signifikanzniveau bei p<0,05 gewählt. Die Durchführung der statistischen 

Auswertung erfolgte mit Microsoft Office Excel und GraphPad Prism 6. Für die 

graphische Darstellung wurde ebenfalls GraphPad Prism 6 sowie Microsoft Office Excel 

Version 2206 verwendet. Die statistischen Untersuchungen wurden selbständig und ohne 

fremde Hilfe durchgeführt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 ETABLIERUNG DER ISOLATIONSPROTOKOLLE 

3.1.1 Isolationsprotokolle für Chondrozyten mit PZM 

Zur Isolation von Chondrozyten mit perizellulärer Matrix wurden verschiedene, in 

der Literatur dargestellte Protokolle durchgeführt. Überwiegend wurden dabei Verfahren 

getestet, die eine enzymatische Isolation von Chondronen aus Frischknorpel beschrieben. 

Daneben wurden auch Protokolle getestet, deren Isolationsprodukt in der Literatur als 

Chondrozyten benannt wurde, sich aber dennoch konstant reproduzierbar mit einer 

deutlichen perizellulären Anreicherung von Kollagen-Typ-VI darstellen ließ. Die 

untersuchten Isolationsverfahren zeigten Unterschiede hinsichtlich der Zellzahl, die sich 

aus einem Gramm Frischknorpel gewinnen ließ (vgl. Abbildung 1), sowie im Gehalt von 

Kollagen-Typ-VI und in dessen räumlichem Bezug zur einzelnen Zelle (vgl. 

Abbildung 2). 

Das Isolationsprotokoll nach Schuurman61 ist als Chondrozyten-Isolationsprotokoll 

benannt. Die hier gewonnenen Zellen wiesen einen regelmäßigen perizellulären 

Kollagen-Typ-VI-Saum auf. Die Regelmäßigkeit der perizellulären Assoziation konnte 

insb. in der immunhistochemischen Darstellung in der 3D-Kultur beobachtet werden (vgl. 

Abbildung 2, Teil B, 2), während an der Färbung von Zytospinpräparaten auch weiter von 

den Zellkernen entfernt Kollagen-Typ-VI nachweisbar war (vgl. Abbildung 2, Teil A, 4). 

Pro Gramm Frischknorpel ließen sich nach diesem Protokoll bei Verwendung eines 

Zellfilters der Größe 40 µm durchschnittlich 5,88 x 106 Zellen gewinnen (vgl. 

Abbildung 1).  

Typische Isolationsprotokolle für Chondrone sind das Verfahren nach Bekkers6 und 

Lee7. Das so genannte rapid digest-Protokoll nach Bekkers6 wurde hier unter 

Verwendung von Zellfiltern der Größe 70 und 100 µm getestet. Die Isolationszeit betrug 

45 Minuten. Kollagen-Typ-VI war in beiden Versionen regelmäßig perizellulär 

lokalisiert, konnte aber insgesamt nur sehr schwach nachgewiesen werden. Bei der 

mikroskopischen Betrachtung fiel eine im Vergleich zu den anderen 

Isolationsprotokollen geringe Zelldichte auf (vgl. Abbildung 2, Teil A, 5a und 5b). Die 
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quantitative Messung der isolierten Zellzahl bestätigte diesen Eindruck und zeigte, dass 

unter Verwendung eines Zellfilters der Größe 70 µm 0,08 x 106 Zellen pro Gramm 

Frischknorpel isoliert werden konnten. Bei einer Filtergröße von 100 µm betrug die 

isolierte Zellzahl 0,13 x 106 pro Gramm Knorpel (vgl. Abbildung 1). 

Das Verfahren nach Lee7 stellt eines der bekanntesten und verbreitetsten Protokolle 

zur Isolation von Chondronen dar. Nach einer Isolationszeit von 5 Stunden und unter 

Verwendung eines Zellfilters der Größe 100 µm konnte eine deutliche Anreicherung von 

perizellulärem Kollagen-Typ-VI immunhistochemisch mittels Fluoreszenzfärbung 

nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 2, Teil A, 6b und Teil B, 3). Diese erscheint 

sowohl am Zytospinpräparat als auch im 3D-Hydrogel insgesamt unregelmäßig 

ausgeprägt. Pro Gramm Frischknorpel konnten durchschnittlich 3,84 x 106 Zellen 

gewonnen werden. Die Verwendung eines Zellfilters der Größe 70 µm erbrachte bei 

gleicher Isolationsdauer durchschnittlich 4,32 x 106 Zellen pro Gramm Knorpel. Am 

Zytospinpräparat konnte hier kein Kollagen-Typ-VI nachgewiesen werden. Die Zellzahl 

erschien niedriger als in den beiden anderen Variationen des Protokolls nach Lee, obwohl 

quantitativ mehr Zellen pro Gramm Frischknorpel nachgewiesen werden konnten (vgl. 

Abbildung 2, Teil A, 6a und Abbildung 1). Die reduzierte Isolationsdauer von 5 auf 3 

Stunden führte zu einer deutlichen Steigerung der immunohistochemisch am 

Zytospinpräparat dargestellten Kollagen-Typ-VI-Menge. Diese war zwar überwiegend 

perizellulär lokalisiert, aber inhomogen innerhalb der Präparate verteilt und neigte stärker 

als in den übrigen Protokollen zur Ausbildung von Konglomeraten (vgl. Abbildung 2, 

Teil A, 6c). Pro Gramm Frischknorpel konnten durchschnittlich 1,78 x 106 Zellen isoliert 

werden  

Unter den hier getesteten Protokollen ließ sich die größte Zellzahl pro Gramm 

Knorpel durch das Isolationsprotokoll nach Schuurman mit einem Filter von 40 µm 

erreichen. Kollagen-Typ-VI war für dieses Protokoll sowohl in Zytospinpräparaten als 

auch in der Darstellung in 3D-Konstrukten stets in räumlicher Assoziation zu den Zellen 

nachweisbar und regelmäßiger ausgeprägt als in den übrigen zur Isolation von 

Chondrozyten mit PZM untersuchten Verfahren. 

Die nachfolgende Abbildung 1 zeigt die Zahl an Chondrozyten mit PZM, die 

anhand der getesteten Protokolle gewonnen werden konnte.  
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Abbildung 1: Vergleich verschiedener Protokolle zur Isolation von Chondrozyten mit 

PZM aus Frischknorpel 

Anzahl der pro Gramm Frischknorpel isolierten Zellen; n=5 für Schuurman61, 40 µm, n=6 

für Lee7 5h, 70 µm und Lee7 5h, 100 µm, n=2 für Lee7 3h, 100 µm, n=1 für Bekkers6, 70 µm 

und Bekkers6, 100 µm. Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. 

3.1.1.1 Histologischer Nachweis typischer Komponenten der 

perizellulären Matrix an Tag 1 

Kollagen-Typ-VI als wichtige Komponente der PZM wurde in Zytospinpräparaten, 

die unmittelbar nach Isolation der Zellen hergestellt wurden, durch immunhistochemische 

Verfahren nachgewiesen und mit Fluoreszenzfarbstoff mikroskopisch sichtbar gemacht 

(vgl. Abbildung 2, Teil A). Durch Verwendung von Zellfiltern unterschiedlicher Größe 

konnte die Menge an perizellulärem Kollagen-Typ-VI moduliert werden. Die größte 

Menge an Kollagen-Typ-VI zeigte sich für das verkürzte Isolationsprotokoll nach Lee 

unter Verwendung eines Filters der Größe 100 µm (vgl. Abbildung 2, Teil A, 6c). Unter 

Verwendung eines Filters der Größe 70 µm hingegen konnte für das Protokoll nach Lee 

mit einer regulären Isolationsdauer von 5 Stunden kein Kollagen-Typ-VI in den 

Zytospinpräparaten nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 2, Teil A, 6a). Chondrozyten, 

die nach dem Verfahren nach Lee (5 Stunden) mit einem Zellfilter der Größe 100 µm 

isoliert wurden, zeigten nur unregelmäßig perizelluläres Kollagen-Typ-VI, das jedoch 

kräftig und in ähnlich großen Flächen wie nach dem verkürzten Isolationsprotokoll nach 

Lee ausgeprägt war (vgl. Abbildung 2, Teil A, 6b). Das Isolationsverfahren nach 
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Schuurman zeigte eine deutliche perizelluläre Anreicherung von Kollagen-Typ-VI (vgl. 

Abbildung 2, Teil A, 4), während die nach Bekkers isolierten Zellen in der 

immunhistochemischen Färbung der Zytospinpräparate Kollagen-Typ-VI nur in geringen 

Mengen und von den einzelnen Zellen dissoziiert vorliegend präsentierten (vgl. 

Abbildung 2, Teil A, 5a und 5b). 

Für die Protokolle nach Lee und Schuurman wurden weiterführend auch 

histologische Präparate von Kryotomschnitten aus 3D-Kulturen in Agarosehydrogelen 

nach Bioprinting- sowie nach cast-Vorgang gewonnen. Für beide Isolationsprotokolle 

konnten Chondrozyten mit perizellulärem Kollagen-Typ-VI nachgewiesen werden, 

wobei dies nach Schuurman eine regelmäßigere perizelluläre Assoziation aufwies als 

nach Lee (vgl. Abbildung 2, Teil B).  



47 

 

 

Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen-Typ-VI in Protokollen 

zur Isolation von Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit PZM an 

Zytospinpräparaten und in 3D-Kultur 

A: Zytospinpräparate an d0 von verschiedenen Isolationsprotokollen für Chondrozyten ohne 

PZM (A 1-3) mit 1 nach Oseni59, 2 nach Kuettner62, 3 Kombination aus Kuettner62 und 

Schuurman61; für Chondrozyten mit PZM (A 4 – 6c) mit 4 nach Schuurman61., 5a nach 

Bekkers6 (70 µm Zellfilter), 5b nach Bekkers6 (100 µm Zellfilter), 6a nach Lee7 (5 Stunden, 

70 µm Zellfilter), 6b nach Lee7 (5 Stunden, 100 µm Zellfilter), 6c nach Lee7 (3 Stunden, 

100 µm Zellfilter). B: Kryotompräparate aus 3D-Kultur aus Agarose-Hydrogel von 

verschiedenen Isolationsprotokollen an d1, cast. 1 Chondrozyten ohne PZM nach Kuettner62 

und Schuurman61 sowie Chondrozyten mit PZM mit 2 nach Schuurman61 und 3 nach Lee7 (5 

Stunden, 100 µm Zellfilter). A und B: Immunhistochemische Färbung von Kollagen-Typ-

VI, Messbalken zeigt 100 µm. 
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3.1.2 Isolationsprotokolle für Chondrozyten ohne PZM 

Um blanke Chondrozyten ohne PZM zu isolieren, wurden Protokolle getestet, 

durch die neben den Hauptbestandteilen der Extrazellulärmatrix auch die Komponenten 

der perizellulären Matrix durch enzymatische Verdaureaktion abgebaut werden.  

Das Vorgehen nach Oseni59 erbrachte nur eine geringe perizelluläre Anreicherung 

von Kollagen-Typ-VI (vgl. Abbildung 2, Teil A,1). Pro Gramm Frischknorpel ließen sich 

durchschnittlich 7,24 x 106 Zellen isolieren. Immunhistochemisch konnte hier nur sehr 

wenig und unregelmäßig verteiltes Kollagen-Typ-VI nachgewiesen.  

Durch das Protokoll nach Kuettner62 ließen sich 2,99 x 106 Zellen aus einem Gramm 

Frischknorpel isolieren (vgl. Abbildung 3). Kollagen-Typ-VI konnte hier nur in geringem 

Ausmaß nachgewiesen werden und war dabei regelmäßig perizellulär lokalisiert (vgl. 

Abbildung 2, Teil A, 2). 

 

Abbildung 3: Vergleich verschiedener Protokolle zur Isolation von Chondrozyten ohne 

PZM aus Frischknorpel 

Anzahl der pro Gramm Frischknorpel isolierten Zellen; n=7 für Kuettner62 und Schuurman61, 

40 µm, n=4 für Oseni59 40 µm und n=1 für Kuettner62 40 µm. Darstellung als Mittelwert mit 

Standardabweichung. 
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Durch eine Kombination des Vorverdaus mit Pronase, wie es bei Kuettner 

beschrieben ist, und dem Protokoll nach Schuurman wurde ein weiteres Protokoll zur 

Isolation von Chondrozyten ohne PZM erprobt. Nach Schuurman konnte in den 

vorliegenden Untersuchungen immunhistochemisch wiederholt Kollagen-Typ-VI 

nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.1.1), obwohl das Vorgehen als Protokoll zur 

Isolation von Chondrozyten beschrieben ist. Durch die Kombination mit dem Vorverdau 

mit Pronase nach Kuettner konnte ein Verfahren entwickelt werden, mit dem 

Chondrozyten isoliert werden konnten, die nur geringste Mengen an Kollagen-Typ-VI 

aufwiesen (vgl. Abbildung 2, Teil A, 3 und B, 1). Pro Gramm Knorpel konnten mit 

diesem Verfahren durchschnittlich 11,1 x 106, die größte Anzahl der hier isolierten Zellen, 

gewonnen werden. 

3.1.2.1 Histologischer Nachweis typischer Komponenten der 

perizellulären Matrix an Tag 1 

Die Menge an perizellulärem Kollagen-Typ-VI ließ sich histologisch an 

Zytospinpräparaten unmittelbar nach der Isolation der Zellen sowie an Tag 1 nach 

Isolation und Einbettung in Hydrogele als Kryotomschnitte der 3D-Kultur nach cast- und 

Bioprinting-Vorgang nachweisen. Die nach den Isolationsprotokollen von Kuettner 

gewonnenen Chondrozyten präsentierten sich mit einem zarten perizellulärem Kollagen-

Typ-VI-Saum. Auch die nach Oseni isolierten Chondrozyten wiesen in der Färbung der 

Zytospinpräparate teilweise noch Kollagen-Typ-VI-Rückstände auf. Nach Kombination 

der Protokolle nach Kuettner und Schuurman kam Kollagen-Typ-VI auf 

Zytospinpräparaten nur unregelmäßig und in minimalem Maße zur Darstellung, während 

der Großteil der Chondrozyten ohne perizelluläres Signal blieb (vgl. Abbildung 2, Teil 

A, 3). In der histologischen Darstellung aus 3D-Konstrukten hingegen ließ sich bei einem 

geringen Teil der Zellen ein kleiner Saum aus Kollagen-Typ-VI darstellen. Im Vergleich 

zu den Isolationsprotokollen nach Schuurman und Lee, ist der Gehalt an Kollagen-Typ-

VI jedoch deutlich geringer ausgeprägt. Ein großer Teil der nach dem 

Kombinationsprotokoll isolierten Zellen ist ohne perizelluläres Kollagen-Typ-VI 

darstellbar. Somit können anhand dieses kombinierten Protokolls Chondrozyten ohne 

PZM isoliert werden, die sich als Vergleichsgruppe für weiterführende Untersuchungen 

zum Einfluss der PZM im 3D-Druckmodell eignen. 
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3.2 CHONDROZYTEN MIT UND OHNE PZM, BIOPRINTING VS. CAST 

Um den Einfluss des Bioprinting-Vorgangs auf das Überleben und die 

Syntheseleistung der Chondrozyten zu untersuchen, wurden Chondrozyten mit und ohne 

perizelluläre Matrix mittels eines Drucksimulators wie an vorheriger Stelle in dieser 

Arbeit (vgl. Kapitel 2.2.4.1) beschrieben dem Stress durch Scherkräfte innerhalb der 

Stahldüse ausgesetzt. Als Kontrollgruppen wurden vergleichend dazu ebenfalls 

Chondrozyten mit und ohne PZM ohne vorgeschalteten Druckprozess im cast-Vorgang 

händisch mittels Verdrängerpipette in Silikonformen gegossen. 

3.2.1 Zellzahl und Zellüberleben 

Zellzahl und Zellüberleben der Chondrozyten nach Bioprinting am Drucksimulator 

und nach cast-Vorgang wurden quantitativ mittels DNA-Assay und qualitativ mittels 

Live/Dead-Färbung an Tag 1 und Tag 21 in 3D-Kultur in Agarose-Hydrogelen 

untersucht. Tag 1 repräsentiert dabei den Zustand der Zellen kurz nach der Verarbeitung 

der Hydrogele mittels print oder cast. Da die Anzahl der in Agarosehydrogele 

eingebetteten Zellen für alle Gele gleich definiert war (vgl. Material und Methoden), 

lassen sich durch die Betrachtung der Live/Dead-Färbung Rückschlüsse auf 

Beeinträchtigung des Zellüberlebens durch den Verarbeitungsprozess ziehen. Nach 21 

Tagen in 3D-Kultur können durch erneute Darstellung vitaler und avitaler Zellen 

Veränderungen in der quantitativ messbaren Zellzahl beurteilt werden.  

Die Untersuchungen von Zellzahl und Zellüberleben nach 3D-Druck sind hier 

denen nach cast-Vorgang gegenübergestellt. An Tag 1 stellen sich alle untersuchten 

Gruppen in der Live/Dead-Färbung mit einer guten Vitalität der Zellen in den Hydrogelen 

dar (vgl. Abbildung 4). Es konnten in jedem Hydrogel nur vereinzelte avitale, rot gefärbte 

Zellen nachgewiesen werden. In der quantitativen Untersuchung mittels DNA-Assay 

konnte für Chondrozyten mit PZM an Tag 1 nach Bioprinting eine im Vergleich zu den 

entsprechenden cast-Bedingungen und zu Chondrozyten ohne PZM nach Bioprinting 

eine geringere DNA-Menge nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 5). Die Betrachtung 

der Live/Dead-Färbung bestätigt zwar eine geringere Zelldichte, zeigt aber trotzdem ein 

gutes Zellüberleben mit einer deutlichen Dominanz an grün (vital) dargestellten Zellen 

(vgl. Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Live/Dead-Färbung von Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit 

PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print 

Live/Dead-Färbung, vitale Zellen grün, avitale Zellen rot dargestellt, Messbalken zeigt 

100 µm. 

 

Abbildung 5: DNA-Gehalt pro Hydrogel für Chondrozyten ohne PZM und 

Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. * zeigt statistische Signifikanz mit p-

Wert < 0,05.  
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An Tag 21 präsentierten sich alle dargestellten Untersuchungsgruppen in der 

Live/Dead-Färbung mit einem ähnlichen Bild aus deutlich dominierend vital 

dargestellten Zellen. Übereinstimmend dazu konnten in der quantitativen Untersuchung 

keine signifikanten Unterschiede im Gehalt an DNA pro Hydrogel an Tag 21 festgestellt 

werden (vgl. Abbildungen 4 und 5). Weder in der Live/Dead-Färbung noch in der 

quantitativen Untersuchung der DNA-Menge pro Hydrogel konnten signifikante 

Unterschiede innerhalb einer Untersuchungsgruppe von Tag 1 hin zu Tag 21 

nachgewiesen werden, sodass von einem stabilen Gehalt vitaler Zellen innerhalb der Zeit 

in Kultur ausgegangen werden kann (vgl. Abbildungen 4 und 5).  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nach 21 Tagen alle Vergleichsgruppen 

hinsichtlich Zellzahl und Zellüberleben ähnliche Ergebnisse zeigten, während die 

Zellzahl an Tag 1 für Chondrozyten mit PZM unter Druckbedingungen geringer ausfiel 

als für die übrigen Gruppen. Das Zellüberleben an Tag 1 war jedoch für alle 

Vergleichsgruppen gleich gut. 

3.2.2 Synthese von Knorpelmatrixbestandteilen 

3.2.2.1 Synthese von knorpelspezifischen Kollagen-Typen  

Die Extrazelluläre Matrix des hyalinen Knorpelgewebes besteht überwiegend aus 

Proteoglykanen und Kollagen. Eine ihrer Hauptkomponenten stellt Kollagen-Typ-II dar. 

Es wird von Chondrozyten synthetisiert und daher als Marker für die Bestimmung von 

chondrozytenhaltigem Gewebe verwendet.68 Im Gegensatz dazu lässt sich Kollagen-Typ-

VI typischerweise in der perizellulären Matrix der Chondrozyten in Nativknorpel 

nachweisen. Beide eignen sich somit zur Bestimmung von Knorpelgewebe, aber auch zur 

Beurteilung der Synthesefunktion der Chondrozyten in unterschiedlichen 

Biofabrikationsmodellen. Der Nachweis kann sowohl quantitativ mittels Bestimmung des 

Gesamtkollagengehaltes pro Hydrogel als auch mittels antikörpervermittelter 

Immunfluoreszenzfärbung erfolgen. Die immunhistochemische Untersuchung am 

histologischen Präparat erlaubt eine Differenzierung in unterschiedliche Kollagentypen. 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die knorpelspezifischen Typ-II- und 

Typ-VI-Kollagene sowie Kollagen-Typ-I durch mit Fluoreszenzfarbstoff markierte 

Antikörper sichtbar gemacht. Kollagen-Typ-I ist kein typischer Bestandteil der Matrix 

von hyalinem Knorpel, sondern wird überwiegend in Knochengewebe und Faserknorpel 

synthetisiert. Sein Nachweis dient damit als Hinweis für eine Dedifferenzierung der 

Chondrozyten mit Verlust der spezifischen Synthesefunktion.43 

Die histologische Differenzierung der unterschiedlichen Kollagentypen erfolgte 

hier nur an Tag 21, da sie die Funktionalität der Chondrozyten darstellen soll. An Tag 1 

wurden die Chondrozyten hinsichtlich ihres Gehaltes an perizellulärem Kollagen-Typ-VI 

in Chondrozyten mit PZM und Chondrozyten ohne PZM unterteilt. Eine 

Extrazellulärmatrix besteht nach enzymatischer Isolation der Chondrozyten an Tag 1 

nicht mehr. Diese muss erst im Verlauf durch die in das Hydrogel eingesetzten 

Chondrozyten synthetisiert werden. Abbildung 6 zeigt die immunhistochemische 

Darstellung der unterschiedlichen synthetisieren Kollagentypen in histologischen 

Schnittpräparaten aus 3D-Kultur in Agarosehydrogelen an Tag 21 sowie den Nachweis 

von Kollagen-Typ-VI an Tag 1. Die quantitative Untersuchung des Kollagengehaltes 

wurde an Tag 1 sowie an Tag 21 durchgeführt und kann damit eine Zunahme innerhalb 

dieses Zeitraums anzeigen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 als Mittelwert mit ihrer 

Standardabweichung dargestellt. 
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Abbildung 6: Knorpelspezifische Kollagentypen von Chondrozyten ohne PZM und 

Chondrozyten mit PZM an Tag1 und Tag 21, cast vs. print 

1(a-d): Kollagen-Typ-VI an Tag 1. 2(a-d): Kollagen-Typ-I an Tag 21. 3(a-d): Kollagen-Typ-

II an Tag 21. 4(a-d): Kollagen-Typ-VI an Tag 21. Immunhistochemie, lichtmikroskopische 

Aufnahmen mit Fluoreszenzfilter, 1(a-d) Messbalken zeigt 20 µm, 2-4 Messbalken zeigt 

50 µm. 

  

Abbildung 7: Kollagengehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondrozyten ohne PZM 

und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3). 
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An Tag 1 ließen sich quantitativ in der Kollagenmenge weder pro Hydrogel noch 

pro DNA-Menge Unterschiede nachweisen (vgl. Abbildung 7). In der histologischen 

Untersuchung zeigten sich jedoch Unterschiede im Gehalt an perizellulärem Kollagen-

Typ-VI zwischen den beiden Isolationsprotokollen, sodass Chondrozyten ohne PZM von 

Chondrozyten mit PZM sicher abgegrenzt werden konnten (vgl. Abbildung 6). 

Die histologische Untersuchung an Tag 21 zeigte eine insgesamt schwach 

ausgeprägte Kollagensynthese in allen drei untersuchten Kollagentypen (vgl. Abbildung 

6). Dabei zeigte sich lediglich für Kollagen-Typ-VI eine erwartungsgemäße perizelluläre 

Anreicherung. Chondrozyten, die ohne PZM dem 3D-Druck- bzw. cast-Vorgang 

zugeführt wurden, wiesen an Tag 21 perizelluläres Kollagen-Typ-VI auf. Die darstellbare 

Menge an Kollagen-Typ-VI war dabei ähnlich groß wie bei Chondrozyten mit PZM an 

Tag 1.  

An Tag 21 zeigten Chondrozyten mit PZM in der immunhistochemischen 

Darstellung einen etwas größeren Gehalt an Kollagen-Typ-VI als Chondrozyten ohne 

PZM. Für beide Zellarten waren unter Druckbedingungen an Tag 21 weniger Zellen im 

Hydrogel sichtbar. Der Kollagen-Typ-VI-Gehalt um die einzelnen Zellen war jedoch 

ähnlich groß wie unter cast-Bedingungen (vgl. Abbildung 6). Chondrozyten mit PZM 

zeigten von Tag 1 zu Tag 21 lediglich unter cast-Bedingungen eine leichte Zunahme im 

Gehalt an Kollagen-Typ-VI, während es unter print-Bedingungen nicht zu einer 

ausgeprägten Steigerung der perizellulär darstellbaren Menge an Kollagen-Typ-VI kam 

(vgl. Abbildung 6). Chondrozyten ohne PZM präsentierten sich 21 Tage nach Bioprinting 

mit einer schwächer darstellbaren Menge an Kollagen-Typ-VI als Chondrozyten ohne 

PZM nach cast-Vorgang.  

Kollagen-Typ-I und -II ließen sich in den untersuchten Gruppen an Tag 21 nur in 

sehr geringem Maße nachweisen (vgl. Abbildung 6). Untersuchungen anderer 

Schnittebenen und weiterer Hydrogele zeigten ähnliche Befunde (Bilder nicht 

dargestellt). Die quantitative Untersuchung des Gesamtkollagens zeigte an Tag 21 im 

Vergleich zu Tag 1 tendenziell höhere Werte und damit einen Trend zur Zunahme des 

Kollagengehalts nach drei Wochen (vgl. Abbildung 7), auch wenn sich hierfür keine 

statistische Signifikanz beschreiben ließ. Die Messwerte innerhalb der einzelnen 

Untersuchungsgruppen wichen stark voneinander ab, was durch die hohen Fehlerbalken 
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zum Ausdruck kommt. Die Verhältnisse zwischen den beiden Arten von Chondrozyten 

sowie zwischen den Verarbeitungsmethoden der Hydrogele sind daher nicht eindeutig zu 

bewerten. 

3.2.2.2 Glykosaminoglykanproduktion 

Glykosaminglykan (GAG) stellt eine weitere wesentliche Komponente der 

Extrazellulärmatrix von hyalinem Knorpel dar. Unter optimalen Bedingungen 

produzieren Chondrozyten in 3D-Kulturen in Hydrogelen knorpeltypische Komponenten 

der Extrazellulärmatrix. Der Nachweis von GAG nach einer Zeit von 21 Tagen in Kultur 

deutet auf eine erhaltene Differenzierung und chondrozytentypische Synthesefunktion 

hin. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Chondrozyten mit 

PZM als auch ohne PZM hinsichtlich ihrer Vitalität nach 21 Tagen in Kultur durch den 

Druckvorgang nicht beeinträchtigt wurden. Von besonderem Interesse ist daher die 

Untersuchung der Funktionalität der unterschiedlichen Chondrozyten nach Bioprinting 

gemessen an der Produktion von Glykosaminoglykanen. Der Gehalt an GAG wurde an 

Tag 1 und Tag 21 bestimmt. Die quantitativ gemessene Menge an GAG wurde sowohl 

auf das einzelne Hydrogel als auch auf die im Hydrogel gemessene Menge an DNA 

bezogen. Die qualitative Untersuchung an histologischen Präparaten erfolgte mittels 

Safranin-O-Färbung, in der Glykosaminoglykan rot erscheint.  

An Tag 1 konnte histologisch kein GAG nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 8). 

Hinsichtlich der Menge an GAG pro Hydrogel zeigten alle Gruppen in der quantitativen 

Messung eine signifikante Zunahme von Tag 1 zu Tag 21 (vgl. Abbildung 9). Auch 

histologisch ließ sich an Tag 21 für alle Gruppen ein deutlicher Gehalt an GAG darstellen. 

Chondrozyten ohne PZM nach Druckvorgang zeigten dabei die schwächste Färbung. 

Chondrozyten mit PZM imponierten hingegen sowohl unter cast- als auch unter 

Bioprinting-Bedingungen mit einer kräftigen Färbung von GAG. Nach cast-Vorgang 

zeigten auch Chondrozyten ohne PZM an Tag 21 kräftig färbbares GAG (vgl. Abbildung 

8). In der quantitativen Untersuchung des GAG-Gehaltes bezogen auf die Menge an DNA 

an Tag 21 präsentierten sich Chondrozyten mit PZM nach Bioprinting-Bedingungen als 

stärkste Gruppe, während gedruckte Chondrozyten ohne PZM den geringsten Messwert 

zeigten (p-Wert 0,0333) (vgl. Abbildung 9).  
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Zusammenfassend ließ sich für alle Gruppen eine deutliche Produktion von GAG 

innerhalb von 21 Tagen in 3D-Kultur in Agarose-Hydrogelen nachweisen. 21 Tage nach 

3D-Druck zeigten Chondrozyten ohne PZM sowohl histologisch-qualitativ als auch 

quantitativ signifikant weniger GAG pro DNA als Chondrozyten mit PZM. 

 

Abbildung 8: GAG-Synthese von Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit 

PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print 

Safranin-O-Färbung, Messbalken zeigt 100 µm. 

 

 

Abbildung 9: GAG-Gehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondrozyten ohne PZM 

und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast bzw. print 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. * zeigt, wenn nicht anders markiert, 

statistische Signifikanz mit p < 0,05 zu Tag 1. 
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3.3 CHONDROZYTEN MIT UND OHNE PZM NACH CAST UND 

BIOPRINTING UNTER TEMPERATURKONTROLLIERTEN 

BEDINGUNGEN 

In Kapitel 3.2 sind die Untersuchungsergebnisse am Drucksimulator beschrieben. 

Wie bereits im Kapitel Material und Methoden (vgl. Kapitel 2.2.4.1) erwähnt, verfügt der 

Drucksimulator über zentrale Elemente eines 3D-Bioprinters, wie einer Druckerspitze 

mit konischer Stahlnadel, durch die die Biotinte mittels pneumatisch erzeugten Drucks 

gepresst wird.  

Der Einsatz einer thermosensiblen Biotinte, deren Viskosität von der 

Umgebungstemperatur abhängig ist, erfordert die Integration weiterer, 

temperaturkontrollierenden Elemente in den Versuchsaufbau, wie sie am Drucksimulator 

nicht gewährleistet werden konnten. Die bisher beschriebenen Experimente können also 

als Vorversuche betrachtet werden. Durch den Einsatz des Cellink 3D-Druckers sollten 

noch kontrolliertere Versuchsbedingungen geschaffen werden und der mögliche 

protektive Einfluss der PZM während des Druckvorgangs auch an einer Biotinte mit 

höherer Viskosität untersucht werden, die mit einer Verstärkung der auf die Zellen 

einwirkenden Scherkräfte einhergeht. 

3.3.1 Auswahl geeigneter Temperaturbedingungen 

Der Einfluss unterschiedlicher Temperaturniveaus auf die Eigenschaften von 

Agarosegelen wurde anhand empirischer Versuche ermittelt. Ziel war es, bei erhaltener 

Pipettierbarkeit Agarosegele unterschiedlicher Viskosität herstellen zu können. In den 

Experimenten am Drucksimulator waren die 2 %igen Agarosesole zwischen den 

einzelnen Arbeitsschritten in einem Heizblock bei 40°C temperiert worden, um die 

Viskosität möglichst gering zu halten und somit eine gute Pipettierbarkeit zu 

gewährleisten. Für die suspendierten Zellen liegt dieses Temperaturniveau innerhalb 

einer physiologischen Bandbreite, sodass diese Bedingung auch für die Versuche am 

Bioprinter gewählt wurde. 
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Mit abnehmender Temperatur wurde die Viskosität der 2 %igen Agarosehydrogele 

größer und die Verarbeitung mittels Verdrängerpipette nahm in ihrer Qualität ab, da die 

Gele nicht mehr rückstandslos aus dem Eppendorf Tube aufgenommen werden konnten. 

Bei einem Temperaturniveau von 33 °C war die Viskosität der Agarosehydrogele 

deutlich höher als bei 40 °C, die Materialverluste durch Schwierigkeiten beim 

Pipettiervorgang konnten jedoch unter diesen Bedingungen noch so gering wie möglich 

gehalten werden.  

Somit konnten geeignete Temperaturniveaus für die nachfolgend beschriebene 

Durchführung der Druckversuche am Bioprinter und in den vergleichenden cast-

Versuchen bei 40 °C und bei 33 °C definiert werden. 

3.3.2 Zellzahl und Zellüberleben 

Der Einfluss der mechanischen Belastung während des Bioprinting-Vorgangs auf 

Zellzahl und Zellüberleben der Chondrozyten wurde auch unter temperaturkontrollierten 

Bedingungen untersucht. Dabei erfolgte analog zu den Experimenten am Drucksimulator 

die Quantifizierung der DNA-Menge pro Hydrogel mittels DNA-Assay sowie die 

Darstellung vitaler und avitaler Zellen mittels Live/Dead-Färbung (vgl. Kapitel 2.2.7 und 

2.2.10). Die Ergebnisse der Untersuchung der Chondrozyten nach Bioprinting wurden 

denen nach cast-Vorgang gegenübergestellt.  

3.3.2.1 Zellzahl und Zellüberleben nach cast und Bioprinting bei 40 °C 

Für eine Temperatur von 40 °C zeigte sich an Tag 1 in der Live/Dead-Färbung für 

Chondrozyten mit PZM ein kräftigeres Signal vitaler Zellen bei einer nur sehr geringen 

Anzahl avitaler Zellen. Chondrozyten ohne PZM zeigten in der Live/Dead-Färbung nach 

Bioprinting mehr avitale Zellen als Chondrozyten mit PZM, während für beide der Anteil 

an vitalen Zellen das Bild deutlich dominierte (vgl. Abbildung 10). In beiden Zellgruppen 

zeigten sich an Tag 1 keine Unterschiede in der Live/Dead-Färbung zwischen cast und 

print-Vorgang. In der quantitativen Untersuchung mittels DNA-Assay ließen sich an 

Tag1 keine signifikanten Unterschiede darstellen (vgl. Abbildung 11). Chondrozyten mit 

PZM zeigten jedoch sowohl unter cast- als auch unter print-Bedingungen einen Trend zu 

höheren Werten an DNA pro Konstrukt. 



60 

 

An Tag 21 präsentierten sich alle Gruppen mit einem guten Zellüberleben, 

verdeutlicht durch einen hohen Gehalt an vitalen Zellen in der Live/Dead-Färbung bei 

kaum mehr nachweisbaren avitalen Zellen. Chondrozyten mit PZM präsentierten hier 

unter cast-Bedingungen an Tag 21 eine geringe Zelldichte im Hydrogel im Vergleich zu 

den anderen Zellgruppen Dabei war der Anteil in grün dargestellter vitaler Zellen 

dominierend und es konnten nur vereinzelt avitale Zellen (rot) nachgewiesen werden (vgl. 

Abbildung 10). Für Chondrozyten ohne PZM konnten an Tag 21 keine Unterschiede 

zwischen cast- und Bioprinting-Vorgang in der Live/Dead-Färbung nachgewiesen 

werden. In der quantitativen Messung des DNA-Gehalts pro Hydrogel konnten zudem 

keine signifikanten Unterschiede zwischen allen Gruppen festgestellt werden. Allerdings 

war auch an Tag 21 der Trend zu höheren Werten für die Gruppen von Chondrozyten mit 

PZM zu verzeichnen (vgl. Abbildung 11). 

Im Vergleich zu Tag 1 präsentierten sich an Tag 21 alle Gruppen mit einem noch 

stärkeren grünen Signal. Die Dichte der zellulären Besiedelung erschien an Tag 21 im 

Vergleich zu Tag 1 bis auf Chondrozyten mit PZM nach cast-Vorgang nicht verändert. 

Der Nachweis von avitalen Zellen gelang nur vereinzelt in den Hydrogelen mit 

Chondrozyten mit PZM nach cast- und ebenso nach Bioprinting-Vorgang (vgl. 

Abbildung 10). In der quantitativen Untersuchung zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der DNA-Menge an Tag 1 und an Tag 21, wobei für alle Gruppen, 

insbesondere jedoch für Chondrozyten ohne PZM, unter print-Bedingungen tendenziell 

niedrigere Werte im Vergleich zum cast-Vorgang gemessen werden konnten (vgl. 

Abbildung 11). 
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Abbildung 10: Live/Dead-Färbung von Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten 

mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 40 °C 

Live/Dead-Färbung, vitale Zellen grün, avitale Zellen rot dargestellt, Messbalken zeigt 

100 µm. 

 

Abbildung 11: DNA-Gehalt pro Hydrogel für Chondrozyten ohne PZM und 

Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 40 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3).  

3.3.2.2 Zellzahl und Zellüberleben nach cast und Bioprinting bei 33 °C 

Für eine Temperatur von 33 °C präsentierten sich an Tag 1 alle Gruppen mit 

überwiegend vitalen Zellen, wenngleich auch verglichen mit den Beobachtungen bei 

40 °C etwas mehr avitale Zellen dargestellt werden konnten (vgl. Abbildung 12 und 

Abbildung 10). In der quantitativen Untersuchung ließ sich für Chondrozyten mit PZM 

an Tag 1 sowohl unter cast- als auch unter Bioprinting-Bedingungen ein höherer DNA-

Gehalt nachweisen als für Chondrozyten ohne PZM (vgl. Abbildung 13). Weder in der 

histologischen Darstellung mittels Live/Dead-Färbung noch in der quantitativen Messung 

des DNA-Gehaltes ließen sich für Chondrozyten mit und ohne PZM deutliche 
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Unterschiede zwischen den Methoden cast und print nachweisen (vgl. Abbildung 12 und 

Abbildung 13) 

An Tag 21 konnte unter cast-Bedingungen für Chondrozyten mit PZM ein 

signifikant höherer Gehalt an DNA pro Hydrogel gemessen werden als für Chondrozyten 

ohne PZM (p-Wert 0,0111) (vgl. Abbildung 13). In der Live/Dead-Färbung ließ sich 

dieser Unterschied als Tendenz bezüglich der darstellbaren Zellzahl nachempfinden (vgl. 

Abbildung 12). Alle Gruppen zeigten jedoch visuell ein gutes Überleben mit einem kaum 

nachweisbaren Anteil an avitalen Zellen innerhalb der Hydrogele an Tag 21.  

 

Abbildung 12: Live/Dead-Färbung von Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten 

mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 33 °C 

Vitale Zellen grün, avitale Zellen rot dargestellt. Messbalken zeigt 100 µm. 

 

Abbildung 13: DNA-Gehalt pro Hydrogel für Chondrozyten ohne PZM und 

Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 33 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3). (* zeigt statistische Signifikanz 

bei p < 0,05).  
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Zusammenfassend ließ sich nur bei 33 °C an Tag 21 ein signifikanter Unterschied 

in der DNA-Menge pro Hydrogel zwischen Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten 

mit PZM nach cast-Vorgang zeigen. Die Verarbeitungsmethode der Hydrogele (cast vs. 

Bioprinting) zeigte weder bei 33 °C noch bei 40 °C einen signifikanten Einfluss auf die 

DNA-Menge pro Hydrogel oder auf die Zellvitalität in der Live/Dead-Färbung. 

Insgesamt konnten für Chondrozyten mit PZM im Vergleich zu Chondrozyten ohne PZM 

höhere Werte an DNA pro Hydrogel bestimmt werden, wenn auch hierfür lediglich an 

Tag 21 nach cast-Vorgang bei 33 °C eine statistische Signifikanz gezeigt werden konnte. 

3.3.3 Synthese von Knorpelmatrixbestandteilen 

3.3.3.1  Synthese von knorpelspezifischen Kollagentypen 

Kollagengehalt nach cast- und Bioprinting-Verfahren bei 40 °C 

Unter temperaturkontrollierten Bedingungen wurde der Kollagengehalt nur an 

Tag 21 histologisch untersucht. An Tag 1 wurde nach enzymatischem Verdau der 

Extrazellulärmatrix zur Isolation der Chondrozyten aus Nativknorpel bis auf das bereits 

dargestellte Kollagen-Typ-VI kein weiterer Kollagengehalt erwartet. Die entsprechenden 

histologischen Betrachtungen zum Zustand der Chondrozyten unmittelbar nach 

enzymatischer Isolation sind an vorheriger Stelle in dieser Arbeit bereits ausreichend 

dargestellt (vgl. Abbildung 2 und Abbildung 6). Die quantitative Messung der 

Kollagenmenge erfolgte im Gegensatz dazu sowohl an Tag 1 als auch an Tag 21, um die 

Zunahme des Kollagengehaltes innerhalb der Zeit in Kultur und damit die 

Syntheseleistung der Chondrozyten bewerten zu können. 

Für eine definierte Versuchstemperatur von 40 °C erbrachte die quantitative 

Messung des Gesamtkollagengehaltes an Tag 1 keine Unterschiede zwischen den 

Versuchsgruppen (vgl. Abbildung 14). Dies gilt sowohl für die Menge an Kollagen 

bezogen auf das gesamte Hydrogel sowie auf den Gehalt der DNA normiert.  
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Abbildung 14: Kollagengehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondrozyten ohne 

PZM und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 40 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. (n=3; * zeigt, wenn nicht anders 

markiert, statistische Signifikanz mit p < 0,05 zu Tag 1).  

An Tag 21 konnte für Chondrozyten mit PZM ein deutlich höherer Gehalt an 

Gesamtkollagen pro Hydrogel nachgewiesen werden als für Chondrozyten ohne PZM. 

Sowohl unter cast- als auch unter Bioprinting-Bedingungen war dieser Unterschied 

signifikant (p-Wert unter cast-Bedingungen 0,0019; p-Wert unter Bioprinting-

Bedingungen 0,0445). Der Bioprinting-Vorgang führte weder bei Chondrozyten mit PZM 

noch bei Chondrozyten ohne PZM zu einer Reduktion der Kollagenproduktion pro 

Hydrogel (vgl. Abbildung 14). Für Chondrozyten mit PZM konnte eine deutliche 

Zunahme im Kollagengehalt pro Hydrogel von Tag 1 zu Tag 21 hin beobachtet werden, 

der sich auch in der kräftigen immunhistochemischen Darstellung von Kollagen-Typ-II 

an Tag 21 widerspiegelt (vgl. Abbildung 15). Für Chondrozyten ohne PZM ließ sich 

quantitativ kein signifikanter Unterschied im Kollagenhalt von Tag 1 und Tag 21 

feststellen.  

Bezogen auf die Menge an DNA ließ sich quantitativ an Tag 21, unter 

Berücksichtigung des hohen Fehlerbalkens, der größte Gesamtkollagengehalt für 

Chondrozyten mit PZM unter Bioprinting-Bedingungen messen, während der kleinste 

Wert bei Chondrozyten ohne PZM unter cast-Bedingungen festgestellt wurde. 

Chondrozyten mit PZM zeigten im Allgemeinen bezogen auf den Kollagengehalt pro 

Mikrogramm DNA höhere Messwerte als Chondrozyten ohne PZM (vgl. Abbildung 14). 

Diese Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.  
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Die Betrachtung der immunhistochemischen Färbung verschiedener Kollagentypen 

kann die Synthese des Gesamtkollagens weiter differenzieren und ermöglicht daher eine 

Beurteilung der Qualität der produzierten Kollagentypen und damit des 

Differenzierungszustandes und der Syntheseleistung der Chondrozyten. Abbildung 15 

fasst die histologische Betrachtung der synthetisierten Komponenten der 

Extrazellulärmatrix – Kollagen und GAG – für cast- und Bioprinting-Bedingungen an 

Tag 21 bei 40 °C zusammen. Bei einer Versuchstemperatur von 40 °C ließ sich dabei für 

alle Gruppen die Produktion von knorpelspezifischen Kollagentypen zeigen. Der 

Nachweis von Kollagen-Typ-I als Hinweis für eine Dedifferenzierung der Chondrozyten 

war in keiner der untersuchten Gruppen als starkes Signal visuell darstellbar (vgl. 

Abbildung 15). Kollagen-Typ-II und -Typ-VI konnten an Tag 21 hingegen 

immunhistochemisch mittels Fluoreszenzfärbung deutlich dargestellt werden.  

Für Chondrozyten mit PZM nach cast konnte die kräftigste Färbung und damit der 

visuell größte Gehalt an Kollagen-Typ-II und -Typ-VI bestimmt werden. (vgl. Abbildung 

15). Chondrozyten ohne PZM zeigten an Tag 21 nach cast zwar ebenfalls einen 

deutlichen nachweisbaren Gehalt an Kollagen-Typ-II, verglichen mit den anderen 

Gruppen jedoch die schwächste Produktion. 

Kollagen-Typ-VI wurde in allen Versuchsgruppen synthetisiert, wobei die 

immunhistochemische Darstellung für Chondrozyten mit PZM unter cast-Bedingungen 

am kräftigsten möglich war (vgl. Abbildung 15). Diese war sowohl gegenüber den 

Chondrozyten ohne PZM als auch gegenüber Chondrozyten mit PZM unter Bioprinting-

Bedingungen stärker ausgeprägt. Chondrozyten ohne PZM zeigten keine deutlichen 

Unterschiede im Gehalt an Kollagen-Typ-VI zwischen cast- und print-Bedingungen (vgl. 

Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Knorpelspezifische Komponenten der Extrazellulärmatrix für 

Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit PZM an Tag 21, cast vs. print bei 40 °C 

1(a-d): Kollagen-Typ-I. 2(a-d): Kollagen-Typ-II, 3(a-d): Kollagen-Typ-VI, 4(a-

d):Glykosaminoglykan. 1)-3) Immunfluoreszenzfärbung, 4) Safranin-O-Färbung, 

Messbalken zeigt 50 µm. 
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Kollagengehalt nach cast- und Bioprinting-Verfahren bei 33 °C 

Die Durchführung der cast- und Bioprinting-Versuche bei 33 °C erbrachte in der 

quantitativen Messung des Gesamtkollagengehaltes an Tag 1 weder auf das gesamte 

Hydrogel noch auf den DNA-Gehalt bezogen deutliche Unterschiede zwischen 

Chondrozyten mit und Chondrozyten ohne PZM, da sich zu diesem Zeitpunkt quantitativ 

insgesamt kaum Kollagen nachweisen ließ (vgl. Abbildung 16). Die quantitative 

Untersuchung des Kollagengehaltes zeigte sowohl auf das Hydrogel wie auch auf die 

Menge an DNA bezogen ähnliche Ergebnisse (vgl. Abbildung 16). An Tag 21 

präsentierten sich Chondrozyten mit PZM nach cast als stärkste Gruppe, während 

Chondrozyten ohne PZM nach cast den kleinsten Kollagengehalt pro Hydrogel aufwiesen 

(vgl. Abbildung 16) (p-Wert für Kollagen pro Hydrogel 0,0016; p-Wert für Kollagen pro 

DNA 0,0123). Nach Bioprinting konnten für Chondrozyten mit PZM an Tag 21 

signifikant höhere Werte an Kollagen sowohl pro Konstrukt als auch pro DNA gemessen 

werden als für Chondrozyten ohne PZM (vgl. Abbildung 16) (p-Wert für Kollagen pro 

Hydrogel 0,0298, p-Wert für Kollagen pro DNA 0,0113). 

Verglichen zu Tag 1 zeigten Chondrozyten mit PZM eine signifikante Zunahme des 

Kollagengehaltes (pro Hydrogel und pro DNA) hin zu Tag 21, während dies bei 

Chondrozyten ohne PZM nicht in gleichem Maße nachgewiesen werden konnte (vgl. 

Abbildung 16). 

  

 

Abbildung 16: Kollagengehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondrozyten ohne 

PZM und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 33 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. (n=3; * zeigt, wenn nicht anders 

markiert, statistische Signifikanz mit p < 0,05 zu Tag 1).  
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Die histologische Differenzierung der synthetisierten Kollagentypen ist gemeinsam 

mit der histologischen Darstellung des Glykosaminoglykangehaltes in Abbildung 17 

aufgeführt und liefert vergleichbare Ergebnisse wie der Versuch bei 40 °C (vgl. 

Abbildung 15 und Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: Knorpelspezifische Komponenten der Extrazellulärmatrix für 

Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit PZM an Tag 21, cast vs. print bei 33 °C 

1(a-d): Kollagen-Typ-I. 2(a-d): Kollagen-Typ-II, 3(a-d): Kollagen-Typ-VI, 4(a-d): 

Glykosaminoglykan. 1)-3) Immunfluoreszenzfärbung, 4) Safranin-O-Färbung, Messbalken 

zeigt 50 µm. 

Kollagen-Typ-I ließ sich auch bei 33 °C für keine der untersuchten Gruppen 

immunhistochemisch nachweisen, was mit einer erhaltenen Differenzierung der 

eingesetzten Zellen vereinbar ist. 



69 

 

Alle untersuchten Gruppen präsentierten sich mit einer starken Syntheseleistung 

von Kollagen-Typ-II. Der größte Gehalt ließ sich hier für Chondrozyten mit PZM nach 

Bioprinting darstellen. Hier zeigte sich eine homogene Verteilung mit sowohl 

perizellulärer Lokalisation als auch einer Anreicherung im Extrazellulärraum (vgl. 

Abbildung 17). Chondrozyten ohne PZM zeigten nach cast-Vorgang im Vergleich zum 

Bioprinting einen stärker ausgeprägten Kollagen-Typ-II-Gehalt. 

Kollagen-Typ-VI ließ sich an Tag 21 in allen Gruppen immunhistochemisch 

nachweisen. Dabei zeigten Chondrozyten mit PZM auch nach 21 Tagen in Kultur sowohl 

nach cast als auch nach Bioprinting deutlich größere Mengen an Kollagen-Typ-VI als 

Chondrozyten ohne PZM. Am meisten Kollagen-Typ-VI konnte für Chondrozyten mit 

PZM nach cast-Vorgang nachgewiesen werden, während Chondrozyten ohne PZM nach 

cast die kleinste Menge Kollagen-Typ-VI präsentierten (vgl. Abbildung 17). 

Unterschiede zwischen cast- und print-Bedingungen konnten in der 

immunhistochemischen Darstellung weder für Chondrozyten mit noch für Chondrozyten 

ohne PZM festgestellt werden. 

Damit waren Chondrozyten mit PZM sowohl in den Versuchen bei 33 °C als auch 

bei 40 °C in ihrer Kollagensynthese Chondrozyten ohne PZM überlegen. Die gewählte 

Verarbeitungsmethode (print vs. cast) hatte weder bei 33 °C noch bei 40 °C signifikanten 

Einfluss auf den Kollagengehalt an Tag 21. 

3.3.3.2 Glykosaminoglykan als Komponente der extrazellulären Matrix 

von Knorpelgewebe 

Neben dem Nachweis des Kollagengehaltes zur Beurteilung der Syntheseleistung 

der Chondrozyten wurde auch im Versuch mit kontrollierten Temperaturbedingungen der 

Gehalt an Glykosaminoglykanen bestimmt, die eine weitere charakteristische 

Komponente der Extrazellulärmatrix in hyalinem Knorpel darstellen. Der Nachweis 

erfolgte anhand einer Safranin-O-Färbung am histologischen Präparat sowie quantitativ 

durch GAG-Assay. Die histologische Untersuchung des GAG-Gehaltes ist zusammen mit 

den unterschiedlichen Kollagentypen in Abbildung 15 und Abbildung 17 dargestellt. Die 

Ergebnisse der quantitativen Untersuchung sind in Abbildung 18 und Abbildung 19 

aufgeführt. 
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GAG-Gehalt nach cast- und Bioprinting-Verfahren bei 40 °C 

Bei einer Temperatur von 40 °C ließ sich an Tag 1 für keine der untersuchten 

Gruppen Glykosaminoglykan nachweisen. Nach 21 Tagen in Kultur konnte jedoch für 

alle Gruppen sowohl histologisch als auch quantitativ eine erfolgreiche GAG-Synthese 

der eingebetteten Chondrozyten bestätigt werden (vgl. Abbildungen 15 und 18). 

 

Abbildung 18: GAG-Gehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondrozyten ohne PZM 

und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 40 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung (n=3; * zeigt statistische Signifikanz mit 

p < 0,05; ns = nicht signifikant). 

Unter cast-Bedingungen zeigten sich an Tag 21 quantitativ keine Unterschiede im 

GAG-Gehalt zwischen Chondrozyten mit PZM und Chondrozyten ohne PZM. Unter 

Bioprinting-Bedingungen ließen sich zu diesem Zeitpunkt für Chondrozyten mit PZM 

und Chondrozyten ohne PZM ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der Werte an 

GAG pro Hydrogel nachweisen (vgl. Abbildung 18). Chondrozyten ohne PZM konnten 

hingegen im Vergleich zum cast-Vorgang unter Bioprinting-Bedingungen signifikant 

weniger GAG pro Hydrogel ausbilden (p-Wert 0,0436). Für Chondrozyten mit PZM 

konnte jedoch kein Unterschied zwischen cast- und Bioprinting-Bedingungen festgestellt 

werden. Für alle Vergleichsgruppen konnten hinsichtlich der Menge an GAG pro DNA 

keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (vgl. Abbildung 18).  
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Die histologische Untersuchung des GAG-Gehaltes mittels Safranin-O-Färbung ist 

in Abbildung 15 dargestellt und zeigte im Gegensatz zur quantitativen Analyse keine 

deutlichen Unterschiede zwischen cast- und Bioprinting-Bedingungen für Chondrozyten 

ohne PZM auf. Chondrozyten mit PZM präsentierten nach print-Bedingungen die 

intensivste histologische Darstellung von GAG, während dies nach cast-Vorgang am 

schwächsten nachweisbar war. Diese Beobachtung scheint jedoch durch Artefakte im 

Schnittpräparat bedingt. Chondrozyten mit PZM zeigten unter print-Bedingungen 

allerdings auch eine etwas intensivere Darstellung von GAG als Chondrozyten ohne 

PZM. Unter cast-Bedingungen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen 

Chondrozyten mit PZM und Chondrozyten ohne PZM. (vgl. Abbildung 15).  

Zusammenfassend zeigte sich im Versuch bei 40 °C durch den Bioprinting-

Vorgang quantitativ eine deutliche Beeinträchtigung der GAG-Synthese von 

Chondrozyten ohne PZM, während sich dies für Chondrozyten mit PZM nicht beobachten 

ließ. 

GAG-Gehalt nach cast- und Bioprinting-Verfahren bei 33 °C 

Die Unterschiede zwischen Bioprinting- und cast-Vorgang ließen sich auch bei 

einer Versuchstemperatur von 33 °C in ähnlicher Weise darstellen. An Tag 1 konnte 

weder für Chondrozyten mit PZM noch Chondrozyten ohne PZM GAG nachgewiesen 

werden (vgl. Abbildung 19). Nach 21 Tagen in 3D-Kultur ließ sich sowohl histologisch 

als auch quantitativ der größte GAG-Gehalt in den Hydrogelen von Chondrozyten mit 

PZM nach cast-Vorgang nachweisen (vgl. Abbildungen 17 und 19). Histologisch 

imponierte dabei besonders der Unterschied im GAG-Gehalt zu Chondrozyten ohne PZM 

unter Bioprinting-Bedingungen (vgl. Abbildung 17). 
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Abbildung 19: GAG-Gehalt pro Hydrogel und pro DNA für Chondroyzten ohne PZM 

und Chondrozyten mit PZM an Tag 1 und Tag 21, cast vs. print bei 33 °C 

Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. (n=3, * zeigt, wenn nicht anders 

markiert, statistische Signifikanz mit p < 0,05 zu Tag 1). 

Bezogen auf den GAG-Gehalt pro DNA konnten unter cast-Bedingungen für 

Chondrozyten ohne PZM größere Werte gemessen werden als für Chondrozyten mit PZM 

(p-Wert 0,0546), während bezogen auf das gesamte Hydrogel keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Chondrozyten mit PZM und Chondrozyten ohne PZM 

nachgewiesen werden konnte (vgl. Abbildung 19). Histologisch ließen sich unter cast-

Bedingungen kaum Unterschiede im GAG-Gehalt zwischen Chondrozyten mit PZM und 

Chondrozyten ohne PZM feststellen (vgl. Abbildung 17). Sowohl bezogen auf das 

gesamte Hydrogel als auch auf die Menge DNA konnte für alle Versuchsgruppen eine 

deutliche Zunahme im GAG-Gehalt von Tag 1 zu Tag 21 festgestellt werden (vgl. 

Abbildung 19). 

Stellt man die Ergebnisse der Versuche zu den unterschiedlichen 

Temperaturbedingungen als absolute Zahlen gegenüber, so lässt sich feststellen, dass sich 

die Menge an GAG pro Hydrogel an Tag 21 lediglich in der Gruppe der Chondrozyten 

ohne PZM unter cast-Bedingungen zwischen den beiden Versuchen unterscheidet. 

Während bei 40 °C noch ein Gehalt von 445,94 µg gemessen wurde, betrug der 

zugehörige Wert bei 33 C nur 293,28 µg.  
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle Versuchsgruppen innerhalb von 

21 Tagen in 3D-Kultur knorpelspezifische Extrazellulärmatrix bilden konnten. Gemessen 

am GAG-Gehalt zeigte sich sowohl bei 40 °C als auch bei 33 °C (im Trend) ein negativer 

Einfluss des Bioprinting-Vorgangs auf Chondrozyten ohne PZM, d.h. eine schwächere 

GAG-Produktion verglichen mit der Syntheseleistung von Chondrozyten mit PZM nach 

Bioprinting sowie von Chondrozyten ohne PZM nach cast. Histologisch wurden diese 

Unterschiede bei 33 °C noch deutlicher sichtbar. Mittels GAG-Assay konnten für beide 

Temperaturen bei Chondrozyten ohne PZM unter cast-Bedingungen eine große Menge 

an GAG festgestellt werden, die sich bei 40 °C signifikant von der Menge an GAG pro 

Hydrogel der Chondrozyten ohne PZM nach Bioprinting unterschied. Bei 33 °C konnte 

zwischen diesen beiden Gruppen normiert auf den DNA-Gehalt zwar kein signifikanter 

Unterschied nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich ein ähnlicher Trend sowie unter 

print-Bedingungen leicht höhere Messwerte für Chondrozyten mit PZM als für 

Chondrozyten ohne PZM. 
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4 DISKUSSION 

4.1 ERGEBNISSE DER ARBEIT IM WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT 

4.1.1 Isolation von Chondrozyten mit und ohne PZM 

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der perizellulären Matrix von frisch 

isolierten, porcinen Chondrozyten im 3D-Bioprinting-Modell zu untersuchen. Dafür 

wurden zunächst Isolationsprotokolle getestet, um die PZM von Chondrozyten bei der 

Isolation aus Frischknorpel zu erhalten bzw. ebenfalls enzymatisch abzubauen. Es konnte 

gezeigt werden, dass nach dem Protokoll von Schuurman61, bei dem Knorpel über Nacht 

mit 0,2 % konzentrierter Kollagenase II verdaut wird, Chondrozyten mit einer deutlichen 

PZM isoliert werden konnte. Durch die Kombination dieses Vorgehens mit einem 

Pronase-Vorverdau, wie ihn die Arbeitsgruppe um Kuettner62 verwendete, ließ sich 

darüber hinaus auch die PZM zu einem sehr großen Teil enzymatisch verdauen. Der 

Nachweis der PZM gelang über die immunhistochemische Darstellung von Kollagen-

Typ-VI, einem ihrer Hauptbestandteile. Im Gegensatz zu den Kollagentypen der EZM 

lässt sich Kollagen-Typ-VI nicht durch Kollagenasen abbauen.7,22,69 Die Verwendung 

weiterer Enzyme ist also notwendig, um Chondrozyten ohne ihre PZM zu isolieren. Die 

Arbeitsgruppe um Kuettner zeigte, dass das Enzym Pronase dazu geeignet ist, in 

Kombination mit dem Enzym Kollagenase II, Chondrozyten ohne ihre PZM enzymatisch 

zu isolieren.60,62 Mit der Kombination des Pronase-Vorverdaus nach Kuettner62 und dem 

Chondrozytenisolationsprotokoll nach Schuurman61 konnte somit eine neue, 

funktionierende und geeignete Methode zur Isolation von Chondrozyten ohne PZM 

etabliert werden. 

In Gegenüberstellung zu den anderen hier untersuchten Isolationsprotokollen 

zeichneten sich das Vorgehen nach Schuurman61 sowie das Kombinationsprotokoll nach 

Kuettner62 und Schuurman61 als besonders ressourcenschonend und wirtschaftlich aus, da 

diese pro Gramm Knorpel die höchste Menge an Zellen isolieren konnten. Da sich beide 

Protokolle lediglich durch den vorgeschalteten Pronase-Vorverdau voneinander 

unterscheiden, ließen sich mögliche methodisch bedingte Verzerrungseffekte in der 

Auswertung der Ergebnisse so weit wie möglich reduzieren. 



75 

 

4.1.2 3D-Bioprinting ohne Beeinträchtigung des Zellüberlebens 

In der Studie am Drucksimulator zeigte sich ein signifikant geringerer Anteil an 

DNA pro Hydrogel für gedruckte Chondrozyten mit PZM verglichen mit dem von 

Chondrozyten mit PZM nach cast. Diese Beobachtung spiegelte sich auch in der 

Live/Dead-Färbung als geringere Menge an grüngefärbten Zellen wider. Da hier jedoch 

die Anzahl an insgesamt gefärbten Zellen im Vergleich mit den anderen Versuchsgruppen 

geringer war und im Verhältnis die grün, und somit vital, dargestellten Chondrozyten 

stark dominierten, kann nicht darauf geschlossen werden, dass die Menge an DNA 

aufgrund von durch Bioprinting bedingten Zelltod verringert ist, da sich in diesem Falle 

die Zellen in der Live/Dead-Färbung mit rotem Signal darstellen ließen. 

Da die PZM im Kontext der Wissenschaft weithin mit protektiven Eigenschaften 

für das Zellüberleben70,71 assoziiert ist, wäre eine spezifische Beeinträchtigung der 

Chondrozyten mit PZM durch mechanische Einflüsse während des Druckvorgangs eine 

zum aktuellen Wissensstand stark konträre These. Wahrscheinlich ist es, dass diese 

Beobachtungen durch methodische Einflussfaktoren im Rahmen des 3D-Bioprintings am 

Drucksimulator bedingt sind.  

Schwankungen in der Zellmenge können anders als deutliche Schwankungen des 

Gelvolumens makroskopisch nicht festgestellt werden und können erst nachträglich 

durch die Auswertung mittels DNA-Assay oder in der Live/Dead-Färbung festgestellt 

werden. Somit sind sie schlechter während des Verarbeitungsprozesses korrigierbar. 

Kleinere Abweichungen des Gelvolumens vom geplanten Soll sind jedoch ebenfalls nicht 

mit bloßem Auge feststellbar. Diese kleinen Gelrückstände in der Druckerkartusche oder 

der Pipettenspitze können selbst durch die Verwendung bspw. spezieller 

Verdrängerpipetten für viskosere Hydrogele nicht vollständig ausgeschlossen werden. 

Einer Methodik, die eine zügige und gründliche Verarbeitung unterstützt, kommt 

im Umgang mit thermosensiblen Biomaterialien eine große Bedeutung zu, da somit der 

durch Zunahme der Viskosität bedingte minimale Verlust von Biotinte innerhalb von 

Druckerkartusche und Pipettenspitze reduziert werden kann. Dies wird auch in dieser 

Arbeit daran ersichtlich, dass bei den Untersuchungen am methodisch robusteren Cellink 

Bioprinter kein Unterschied in der Zellzahl nachgewiesen werden konnte. Die 

kontrollierten Temperaturbedingungen und damit als einheitlich annehmbare 
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Viskositäten konnten sich damit in stabilen Zellzahlen pro Hydrogel niederschlagen. In 

Zusammenschau dieser Aspekte scheint es plausible, dass die verringerte Zellzahl der 

Chondrozyten mit PZM an Tag 1 nach Druckvorgang am Drucksimulator nicht auf einen 

Effekt des Bioprintings zurückzuführen ist, sondern auf Herausforderungen im 

Experimentablauf am Drucksimulator, die durch die Verwendung eines vollständigen 

3D-Bioprinters überwunden werden konnten. 

Der Einfluss des 3D-Bioprintings auf das Überleben der Chondrozyten in 3D-

Kultur in Agarose-Hydrogelen wurde an Tag 1 sowie an Tag 21 untersucht. Nach 21 

Tagen in 3D-Kultur konnte in keinem der durchgeführten Versuche Unterschiede im 

Überleben zwischen Chondrozyten mit PZM und ohne PZM nachgewiesen werden. Dass 

der Druckvorgang die Anzahl an lebenden Zellen nicht zu beeinträchtigen scheint, ist eine 

gute Voraussetzung für die Bewertung seines Einflusses auf die Funktionalität der 

Chondrozyten. 

4.1.3 Verringerte Kollagenproduktion durch Chondrozyten ohne PZM  

4.1.3.1 Schwache Kollagensynthese in der Versuchsreihe am 

Drucksimulator 

Die Synthese von Matrixbestandteilen von hyalinem Knorpel durch Chondrozyten 

mit PZM war unabhängig von der verwendeten Biofabrikationsmethode stärker 

ausgeprägt als die der Chondrozyten ohne PZM. Dabei wurde allgemein eine schwache 

Synthese von Kollagen-Typ-II und Typ-VI bei den Versuchen nachgewiesen, die am 

Drucksimulator durchgeführt wurden. Sowohl Chondrozyten mit PZM als auch 

Chondrozyten ohne PZM waren von dieser schwachen Syntheseleistung betroffen, die 

sich in der histologischen Darstellung zeigte. In der quantitativen Messung mittels 

Kollagen-Assay deuteten die hohen Fehlerbalken auf eine große Varianz der 

Kollagensynthese zwischen den einzelnen Stichproben hin. Die absolut gemessenen 

Werte hingegen sind vergleichbar mit Ergebnissen ähnlicher Versuche aus unserer 

Arbeitsgruppe. Somit scheint es so, als ob nicht die Kollagensynthese allgemein in diesem 

Versuch schwach ausgefallen ist, sondern als ob innerhalb der Stichprobe größere 

Schwankungen in der Menge an nachweisbarem Kollagen vorliegen. Aus diesem Grund 

wurden auch weitere Proben aus demselben Experiment histologisch untersucht. Dabei 

zeigten sich keine wesentlich anderen Befunde als in den hier dargestellten Aufnahmen. 
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Zur weiteren Ursachenfindung wurden die immunhistochemischen Färbungen 

wiederholt, um auch ein Versagen der primären oder sekundären Antikörper oder ein 

methodisches Problem während der Arbeitsschritte auszuschließen. Auch dies zeigte 

keine zufriedenstellende Verbesserung der Ergebnisse.  

Eine Dedifferenzierung der Chondrozyten verbunden mit einem Verlust der 

Funktion zur Synthese knorpelspezifischer Matrixkomponenten erscheint 

unwahrscheinlich, da einerseits Kollagen-Typ-I als Indikator einer 

Dedifferenzierung43,72,73 nicht vermehrt nachgewiesen werden konnte und andererseits 

eine deutliche Zunahme des GAG-Gehalts von Tag 1 zu Tag 21 hin beobachtet wurde. 

Erfreulicher Weise konnte in der Untersuchung am 3D-Bioprinter eine durchweg 

erfolgreiche Kollagensynthese nachgewiesen werden. Die Ursache für die schlechte 

immunhistochemische Darstellung oder die hohe Varianz der Kollagenmenge zwischen 

den Stichproben im Versuch am Drucksimulator bleibt weiterhin unklar, kann jedoch im 

Anbetracht konsistenter und in sich stimmiger Ergebnisse im Folgeversuch auch als 

zufällige Beobachtung von nur geringer Relevanz eingestuft werden.  

4.1.3.2 Gesteigerte Kollagensynthese in Chondrozyten mit PZM (im 

Vergleich zu Chondrozyten ohne PZM) 

Die Versuche am Cellink Bioprinter zeigen sowohl in der quantitativen als auch in 

der histologischen Betrachtung besonders deutlich die Unterschiede zwischen 

Chondrozyten ohne PZM und Chondrozyten mit PZM, wobei die PZM sowohl unter cast- 

als auch unter print-Bedingungen einen positiven Effekt auf die Kollagensynthese zu 

haben scheint. Die beiden unterschiedlichen Biofabrikationsmethoden hatten in der 

vorliegenden Arbeit keinen weiteren Einfluss auf diesen Vorteil der PZM. Diese 

Überlegenheit der Chondrozyten mit PZM im Hinblick auf die Synthese von 

Knorpelmatrixkomponenten fügt sich reibungslos in den Kontext der aktuellen 

Wissenschaft ein: Vielfacht konnte gezeigt werden, dass der Erhalt der zelleigenen 

perizellulären Matrix in vitro zu einer verbesserten Produktion von knorpelähnlichem 

Gewebe führt: Die Arbeitsgruppe um Vonk konnte zeigen, dass aus Gelenkknorpel 

isolierte Chondrone über 25 Tage in Alginattropfen (alginate beads) eine signifikant 

höhere Col2a1-Genexpression aufweisen als Chondrozyten.74 Die Unterscheidung 

zwischen Chondrozyten und Chondronen wurde, wie auch in der vorliegenden Arbeit, 
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immunhistochemisch anhand des perizellulär nachweisbaren Kollagen-Typ-VI definiert. 

Die Isolation der Chondrozyten erfolgte aus Frischknorpel unter Verwendung eines 

Protokolls, das ähnlich wie in dieser Arbeit einen enzymatischen Verdau mittels 

Kollagenase mit vorgeschaltetem Pronase-Vorverdau kombiniert. Im Gegensatz zu den 

Isolationsschritten in dieser Arbeit wurden höhere Konzentrationen der Pronase und 

Kollagenase eingesetzt (Vonk: Pronasevorverdau mit 2.5 % Pronase über 60 min und 

0,125 Kollagenase über 16 h74; Gastberger: Pronasevorverdau mit 1,0 % Pronase über 90 

min und 0,15 % Kollagenase II über 16 h). Durch die Vergleichbarkeit der Isolation der 

Chondrozyten ohne PZM ergänzen sich die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Vonk mit 

denen dieser Arbeit dahingehend, dass die gesteigerte Kollagensynthese der Chondrone 

bzw. Chondrozyten mit PZM nicht nur über Genexpression (real-time PCR) und 

Immunoblotting, sondern auch histologisch im 3D-Konstrukt nachgewiesen werden 

konnte. Am Beispiel von Pelletkulturen konnte die Arbeitsgruppe um Lee und Larson 

über einen Zeitraum von 8 Wochen für Chondrone eine deutlich höhere Kollagen-Typ-

II-Synthese immunhistochemisch und mittels ELISA nachweisen als für Chondrozyten.75 

Diese präsentierten jedoch im Verhältnis eine deutlich stärker ausgeprägte Synthese von 

Kollagen-Typ-VI als Chondrone, die aufgrund der PZM bereits initial mehr Kollagen-

Typ-VI aufwiesen. Die enzymatische Isolation der Chondrozyten erfolgte nach dem 

Protokoll nach Lee7, während die Chondrozyten durch Pronase-Vorverdau über 60 min 

und anschließend 0,4 %ige Kollagenase über 3 h isoliert wurden.75 

Aktuellere Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Owida beschreiben die Synthese 

von Knorpelmatrixbestandteilen, insb. Kollagen-Typ-II und GAG, für Chondrone sowohl 

in 3D-Hyaluronsäure- als auch Agarosehydrogel-Kultur über einen Zeitraum von 21 

Tagen. 76 Chondrozyten ohne PZM, die mittels 0,1 % Proteinase K und 

0,3 % Kollagenase 1A über insg. 4 h isoliert wurden, zeigten in beiden Hydrogelen 

ähnlich wie in der Studie der Arbeitsgruppe um Larson und Lee75 eine Produktion von 

Kollagen-Typ-VI während der ersten Tage in 3D-Kultur76. Somit kann zusammenfassend 

gesagt werden, dass Chondrone bzw. Chondrozyten mit PZM in ihrer Kollagensynthese 

in unterschiedlichen Varianten der 3D-Kultur in vitro, insb. im Hinblick auf Kollagen-

Typ-II, Chondrozyten ohne PZM überlegen sind. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass dieser positive Einfluss der PZM auch nach 3D-Bioprinting reproduzierbar 

ist. 
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4.1.4 Beeinträchtigung der GAG-Synthese von Chondrozyten ohne PZM 

durch 3D-Bioprinting 

In den drei durchgeführten Studien konnte gezeigt werden, dass die 

Glykosaminglykansynthese von Chondrozyten ohne PZM nach 3D-Bioprinting-Vorgang 

verglichen zum cast-Vorgang deutlich beeinträchtigt wurde. Die Untersuchungen am 

Drucksimulator zeigten eine signifikante Reduktion des GAG-Gehaltes pro Konstrukt 

durch den Bioprinting-Prozess, die sich auch histologisch mittels Safranin-O-Färbung als 

deutlicher Kontrast im Vergleich zu den cast-Bedingungen darstellen ließ. Im Versuch 

am Cellink Bioprinter war dieser Unterschied bei einer Versuchstemperatur von 40 °C 

ebenfalls für den Gehalt an GAG pro Konstrukt signifikant. Die Verminderung der GAG-

Synthese durch den Druckvorgang zeigte sich bei 33 °C insbesondere in der 

histologischen Darstellung. Quantitativ ließ sich dieser Effekt ebenfalls als Trend 

nachvollziehen. 

Für Chondrozyten mit PZM konnte keine Beeinträchtigung der GAG-Synthese 

durch den Druckvorgang gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass die PZM während 

des Druckvorgangs eine protektive Funktion einnimmt und eine Einschränkung der 

Funktionalität der Chondrozyten verhindert. Unter physiologischen Bedingungen 

übernimmt die PZM eine wesentliche modulatorische Funktion in der Weiterleitung 

mechanischer Belastungen innerhalb des Knorpelgewebes, wie bereits eingangs 

dargestellt. Dabei sind Unterschiede des Elastizitätsmoduls von Chondrozyten, PZM und 

umgebender Matrix von entscheidender Bedeutung, um ein optimales Umfeld für die 

mechanische Stimulation der Chondrozyten und gleichzeitig die Verhinderung von 

Überbelastung zu erreichen: In nativem Knorpelgewebe zeigt sich ein zonaler Gradient 

des Elastizitätsmoduls für die EZM, während die PZM stets konstante Werte aufweist. 

Dies bewirkt eine Verstärkung der mechanischen Signale für die Chondrozyten in tieferen 

Knorpelschichten, in denen die EZM ihre größte Steifigkeit erreicht.11,21,22 In situ ist dies 

notwendig, da die mechanische Belastung mit zunehmender Entfernung von der 

Gelenkoberfläche hin zum subchondralen Knochen abnimmt. Die stärksten 

mechanischen Kräfte wirken in der oberflächlichen Zone des Gelenkknorpels.10,11 Hier 

weist der Elastizitätsmodul der EZM die geringsten Werte auf und ist verglichen mit dem 

der PZM deutlich niedriger. In dieser Schicht werden also die Chondrozyten durch ihre 

PZM vor übermäßiger mechanischer Belastung abgeschirmt.22 Vor diesem Hintergrund 
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wurde die Hypothese aufgestellt werden, dass die residuelle PZM der Chondrozyten auch 

während einer super-physiologischen und damit potenziell schädlichen mechanischen 

Belastung während des 3D-Bioprintings eine protektive Funktion einnehmen kann. Im 

Rahmen dieser Arbeit konnte ein protektiver Einfluss der PZM im Hinblick auf die GAG-

Synthese bestätigt werden, da hier Chondrozyten ohne PZM nach 3D-Druckvorgang 

weniger GAG produzierten als nach cast-Vorgang, während diese Beeinträchtigung für 

Chondrozyten mit PZM nicht nachgewiesen werden konnte.  

Die Exposition von Scherkräften wirkt sich in unterschiedlichem Ausmaß auf die 

Synthese von Knorpelmatrix aus. Mit der Zunahme der Expositionsintensität und -dauer 

kann die Produktion von Kollagen-Typ-II gesteigert werden, während der Gehalt an GAG 

im Gewebe abnimmt.77 Diesen Beobachtungen wird ein allgemein positiver 

stimulierender Einfluss auf die Matrixsynthese von Knorpelgewebe gegenübergestellt, 

wie er bei flüssigkeitsinduzierten Scherspannungen (fluid-induced shear stress) 

festgestellt wird.78,79 Die Arbeitsgruppe um Gharravi verwendete hierbei bovine 

Chondrozyten, die enzymatisch nach dem Vorgehen nach Schuurman isoliert wurden. 

Die Auswirkungen der Scherspannung wurden dabei umfangreich anhand von 

Knorpelexplantaten oder von Zusammenschlüssen von Chondrozyten in Pelletkulturen 

getestet.79 Die Effekte der Scherspannungen während des Bioprinting-Vorgangs auf 

Chondrozyten ohne eine PZM sind nach aktuellem Kenntnisstand noch nicht ausreichend 

untersucht, um die Ergebnisse dieser Arbeit mit ähnlichen Methoden gut vergleichen zu 

können. Da jedoch die PZM weithin als protektive und schützende Einheit für die 

Chondrozyten verstanden wird, wie es auch im Rahmen dieser Arbeit mehrfach dargelegt 

wurde, erscheint der Rückschluss auf eine stärkere Beeinträchtigung der Chondrozyten 

durch mechanische Einflüsse in Abwesenheit eines solchen schützenden Faktors als 

plausibel. Dieser Logik folgend, scheinen die Beobachtungen der vorliegenden 

Untersuchung, dass eine solche mechanische Beanspruchung der Chondrozyten mit einer 

verminderten GAG-Syntheseleistung verbunden ist, ebenfalls schlüssig. Weitere 

Untersuchungen sind jedoch notwendig, um mit ausreichend großem Stichprobenumfang 

eine Regelhaftigkeit für die schädlichen Einflüsse des Bioprinting-Vorgangs auf 

Chondrozyten ohne PZM nachzuweisen. 
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4.2 LIMITATIONEN UND STÄRKEN DIESER ARBEIT 

Die Nomenklatur der Chondrozyten mit PZM mag sperrig erscheinen und die Frage 

aufwerfen, ob nicht der Begriff Chondron eine einfachere Formulierung darstellen 

könnte. Die ursprüngliche Definition eines Chondrons umfasst nach Benninghoff und Lee 

die funktionelle Einheit des Gelenkknorpels, bestehend aus Chondrozyt, perizellulärer 

Matrix und umschließender Kapsel.3,7 In der Literatur sind Protokolle beschrieben, die 

explizit auf die Isolation von Chondronen6,7 zielen, während das in der vorliegenden 

Arbeit verwendete Protokoll nach Schuurman als Isolationsprotokoll für Chondrozyten61 

beschrieben wird. Die Bezeichnung der so isolierten Zellen als Chondrone erscheint daher 

im Zusammenhang der Arbeit nicht korrekt, während die Formulierung als Chondrozyten 

mit PZM präziser widerspiegelt, dass für die nach Schuurman isolierten Zellen stets 

Kollagen-Typ-VI als Marker einer PZM nachgewiesen werden konnte. Da nur eine 

immunhistochemische Darstellung des Kollagens-Typ-VI zur Identifizierung einer PZM 

herangezogen wurde, kann hier nicht unterschieden werden, ob es sich bei den Zellen um 

definitionsgemäße Chondrone handelt. Diese weitere Differenzierung ist für die 

Untersuchungen der Arbeit jedoch nicht weiter notwendig, da auch in der Literatur die 

PZM mit ihrer bidirektionalen Funktion innerhalb der Mechanotransduktion als 

eigenständige Instanz unabhängig vom Begriff Chondron verwendet wird.5,9-11,22 

Die Effekte, die sich durch die Arbeit zeigen ließen, werden in ihrer Aussagekraft 

durch den geringen Stichprobenumfang geschwächt. Die Ergebnisse der Untersuchungen 

am Drucksimulator lieferten wichtige erste Hinweise darauf, dass die PZM ideale 

Bedingungen schafft, die Matrixsyntheseleistung der Chondrozyten zu erhalten und zu 

unterstützen. Chondrozyten mit PZM waren in ihrer Kollagensynthese den Chondrozyten 

ohne PZM überlegen. Der protektive Einfluss der PZM im 3D-Bioprinting konnte im 

Hinblick auf die GAG-Synthese gezeigt werden. 
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Ein wesentlicher Erfolg konnte durch die Etablierung eines Isolationsprotokolls für 

Chondrozyten ohne PZM erreicht werden, der die Grundlage für alle aufbauenden 

Untersuchungen in dieser Arbeit war. Herausforderung war es, trotz einer vollständigen 

Isolation von extra- und perizellulärer Matrix die Zellen selbst durch den 

Isolationsvorgang nicht in ihrem Überleben zu beeinträchtigen, um somit eine Verzerrung 

der Ergebnisse des untersuchten Einflusses der PZM während des Druckvorgangs zu 

minimieren. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination eines Vorverdaus mit 

1 % Pronase für 90 Minuten und anschließender Isolation mittels 0,15 % Kollagenase II 

über Nacht Chondrozyten in angemessener Anzahl und Vitalität gewonnen werden 

konnten. Darüber hinaus konnte für die auf diese Art isolierten Chondrozyten deutlich 

weniger perizelluläres Kollagen-Typ-VI nachgewiesen werden als für Chondrozyten 

nach enzymatischer Isolation ohne Vorverdau mit Pronase. In Übereinstimmung mit 

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen konnte zudem ein protektiver Einfluss der PZM für 

Chondrozyten in Agarosehydrogelen gezeigt werden. Die vergleichende Untersuchung 

des Einflusses der PZM unter Bioprinting-Bedingungen gegenüber cast-Bedingungen 

schließt zum aktuellen Zeitpunkt eine argumentative Lücke, um den protektiven Einfluss 

der PZM zu beschreiben. Durch den Einsatz des Cellink Bioprinters konnte zum einen 

ein wichtiger methodischer Schritt in die Richtung der klinischen Anwendbarkeit 

unternommen werden. Zum anderen konnte durch temperaturkontrollierte Bedingungen 

auch der Einfluss der Varianz der Verarbeitungstemperatur und damit der 

unterschiedlichen Viskosität von Agarosehydrogelen im 3D-Bioprinting untersucht 

werden. 
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4.3 AUSBLICK 

Die Untersuchung einer möglichen protektiven Funktion der PZM für 

Chondrozyten unter mechanisch belastenden Umständen des 3D-Bioprintings war Ziel 

dieser Arbeit und soll dazu dienen, das Biofabrication Window weiter zu öffnen und 

Zellen resistenter gegenüber harschen Bedingungen, die durch die Vorgaben der 

Druckbarkeit entstehen, werden zu lassen. Die Bedeutung der PZM wurde deutlich, 

indem Zellen nach vollständiger enzymatischer Isolation ihrer umgebenden Matrix 

merklich durch den Druckvorgang in ihrer Matrixsynthese eingeschränkt wurden. Dies 

eröffnet zwar keine neuartige Methode des Cartilage Tissue Engineerings, lenkt aber den 

Blick wieder zurück zu einem grundsätzlichen und altbekannten Verständnis der 

Knorpelstrukturen. Neben immer neuen Ansätzen zur Entwicklung von komplexen 

Biotinten mit individuell anpassbaren mechanischen und anatomischen Eigenschaften, 

bietet der Einsatz von Chondronen bzw. Chondrozyten mit PZM eine natürliche und 

leicht verfügbare Quelle an robusten Zellen, die gegenüber den herausfordernden 

Bedingungen des Bioprintings widerstandsfähig sind. 

Der Einsatz von 3D-rekonstruierten Gewebemodellen kann wesentlich dazu 

beitragen, mehr über die Eigenschaften eines bestimmten Gewebes herauszufinden. Die 

Aufklärung molekularer Signalwege kann dabei zur Entschlüsselung weiterer 

Pathomechanismen von degenerativen Prozessen beitragen. Auch für die Entwicklung 

neuer Therapieansätze können medikamentöse Ansatzpunkte anhand eines 

Gewebemodells untersucht und getestet werden. An Knorpelgewebemodellen könnten 

die Mechanismen des Stofftransportes innerhalb des intakten sowie des beschädigten 

Gewebes weiter aufgeklärt werden, sodass auch Verteilung und Wirkung von 

antiinflammatorischen Arzneimitteln untersucht werden könnten. Hieraus könnten sich 

weitere frühtherapeutische, gelenkerhaltende medikamentöse Therapieansätze 

entwickeln lassen, die über eine intraartikuläre Injektion von antiinflammatorischen 

Medikamenten Entstehung und Progress degenerativer Erkrankungen verzögern oder 

verhindern können. 

Der Einsatz von 3D-Bioprinting als Methode des Tissue Engineering ist auch eine 

vielversprechende therapeutische Perspektive der Regenerativen Medizin. Gerade für 

degenerative Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems ist individuell angepasstes 
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Neogewebe, das eine Imitation des archetypischen mikro- und makroanatomischen 

Aufbau eines schadhaften Gewebes ermöglicht, eine attraktive Alternative zu 

herkömmlichen Therapieoptionen, die lediglich auf den Erhalt der physikalischen und 

bewegungsphysiologischen Funktionen abzielen. Der exakte Nachbau des 

ursprünglichen Gewebes soll eine bessere Integrität des Implantats in den Organismus 

ermöglichen und so das Risiko für ein Langzeitversagen des Implantats reduzieren. Durch 

den Einsatz von autologen Zellen kann zudem das Risiko für immunologische und 

infektiologische Komplikationen reduziert werden. Um den Transfer von mittels Tissue 

Engineering hergestellten Knorpel in die klinische Anwendung zu gestalten, müssen 

neben einer Kosteneffizienz im Vergleich zu herkömmlichen Methoden auch ein 

exzellentes Sicherheitsprofil sowie reproduzierbare Ergebnisse zur verlässlichen 

Qualitätskontrolle erfüllt sein.33 Es ist zu erwarten, dass der Einsatz von Chondronen bzw. 

Chondrozyten mit PZM für die klinische Anwendung mit einer hohen Sicherheit für die 

behandelten Menschen einhergehen wird. Da sich Chondrone jedoch nicht in Kultur 

expandieren lassen, ohne ihre PZM zu verlieren, müssen Isolationsverfahren gefunden 

werden, die aus einer kleinen Menge an gesundem Knorpelgewebe eine hohe Zahl an 

qualitativ hochwertigen Chondronen bzw. Chondrozyten mit PZM isolieren lassen. Mit 

einer Isolationsdauer von 16 Stunden ist das Isolationsprotokoll nach Schuurman61 nicht 

für ein einzeitiges Operationsgeschehen geeignet und es bedarf mehrerer operativer 

Eingriffe bis zum Abschluss des Therapieverfahrens. Es wird also in Zukunft notwendig 

sein, Protokolle zu entwickeln, mit denen sich innerhalb kürzester Zeit Chondrone bzw. 

Chondrozyten mit PZM aus einer kleinsten Menge an intaktem Knorpelgewebe isolieren 

lassen, und dieses Verfahren auf eine sichere Reproduzierbarkeit hin zu überprüfen. 

Die vorliegende Arbeit konnte zwar keine neuartige Methode entwickeln, um das 

Biofabrication Window zu vergrößern, dennoch unterstreicht sie auf eine bisher noch 

wenig erforschte Weise die protektive Funktion der PZM und liefert so einen wichtigen 

Beitrag zum Verständnis der Möglichkeiten des Cartilage Tissue Engineering. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Chondrozyten stellen die zelluläre Komponente von hyalinem Knorpel dar, der die 

Gelenkflächen diarthrotischer Gelenke bedeckt. Über die perizelluläre Matrix (PZM) sind 

sie mit der extrazellulären Matrix des Knorpelgewebes, die im Wesentlichen aus Wasser, 

Kollagen-Typ-II und Glykosaminoglykan gebildet wird, verbunden. Die PZM gilt als 

wichtiges modulatorisches und protektives Element in der Signal- und 

Mechanotransduktion sowie im Erhalt der Homöostase innerhalb des Knorpelgewebes. 

Degenerative und inflammatorische Prozesse im Knorpelgewebe führen zu irreparablen 

Schäden der Gewebearchitektur und -funktionalität, sodass der Ersatz degenerativ 

veränderter Gelenkflächen durch mittels Tissue Engineering hergestellten Neoknorpel 

eine Bestrebung der Regenerativen Medizin darstellt. 3D-Bioprinting gilt hierfür als 

attraktive Methode, nimmt jedoch über Scherkräfte während des Druckvorgangs auch 

schädigenden Einfluss auf das Überleben oder die Funktionalität der Zellen, die in die 

Biotinte eingebettet sind.  

Zielsetzung dieser Arbeit war es, einen möglichen protektiven Einfluss der PZM 

während des Druckvorgangs zu untersuchen. Aus porcinem Frischknorpel isolierte 

Chondrozyten wurden nach 3D-Bioprinting in Agarose-Biotinte hinsichtlich ihres 

Überlebens und ihrer Syntheseleistung von knorpelspezifischem Kollagen-Typ-II und 

Glykosaminoglykan untersucht. Die Beobachtungen wurden mit dem Verhalten von 

Chondrozyten verglichen, die in einem lediglich durch cast-Vorgang und ohne 3D-Druck 

hergestellten 3D-Hydrogel kultiviert wurden. Chondrozyten, deren PZM enzymatisch 

verdaut wurde, wurden mit Chondrozyten verglichen, die nach enzymatischer Isolation 

noch eine residuelle PZM, definiert durch den Nachweis von perizellulärem Kollagen-

Typ-VI, aufwiesen. Chondrozyten mit PZM zeigten allgemein eine stärkere Produktion 

von Kollagen-Typ-II als Chondrozyten ohne PZM. Nach 3D-Bioprinting konnte für 

Chondrozyten ohne PZM eine signifikant geringere Produktion von 

Glykosaminoglykanen nachgewiesen werden als in der cast-Vergleichsgruppe, während 

dies für Chondrozyten mit PZM nicht gezeigt werden konnte. 

Die stärker ausgeprägte Widerstandsfähigkeit der Chondrozyten mit PZM 

gegenüber Scherkräften während des Druckvorgangs eröffnet neue Methoden für das 

Cartilage Tissue Engineering. Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um den 
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protektiven Effekt der PZM zu bestätigen und Protokolle zu entwickeln, die die 

Translation in die klinische Forschung ermöglichen. 
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