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1. Einleitung

Die rasche Evolution der Medizin innerhalb des 20. und 21. Jahrhunderts hat zu einer
deutlichen Steigerung der weltweiten Lebenserwartung gefuhrt. Die meisten
Entwicklungen beziehen sich auf moderne technische Geratschaften, neuartige
Operationsmethoden sowie intensivmedizinische Versorgungsmoglichkeiten. Aktuell
mussen die meisten Therapien als Reparatur betrachtet werden. Der urspriingliche
Gesundheitszustand kann hierbei nur in den seltensten Fallen wiederhergestellt werden.
GroRes Potenzial wird der sich jlingst entwickelten regenerativen Medizin zugesprochen.
Diese beschaftigt sich, mithilfe aktueller Erkenntnisse im Bereich molekularbiologischer
Prozesse, mit der funktionellen Wiederherstellung von geschadigten Organen und
Geweben (Riedel et al. 2008).

Einen hohen Stellenwert in der regenerativen Medizin nimmt das sogenannte Tissue
Engineering (TE) ein. Die wesentlichen Bestandteile des TE sind lebende Zellen und
deren Kultivierung, der Einsatz biokompatibler Geruste sowie die Verwendung
bioaktiver Substanzen. Die Zellen werden meist durch eine Biopsie gewonnen, im
Rahmen der Zellkultivierung vermehrt und je nach Herstellungsprozess auf Geriisten zu
dreidimensionalen Gewebestrukturen kultiviert (Kai et al. 2013). Neben aktuellen
Forschungen zur Herstellung vollstdndiger Organe, befasst sich die regenerative Medizin
mit dem Ersatz von vergleichsweise einfach aufgebautem Gewebe, beispielsweise von

Knorpel.

Laut den Diagnosedaten der Krankenhduser (Gesundheitsberichterstattung des Bundes
2020) wurden im Berichtsjahr 2018 (ber 400.000 Falle von Arthrosen und
Chondropathien  in  Deutschland  diagnostiziert.  Ursache hierfir  konnen
Sportverletzungen, Unfalle, Uberbelastungen und VerschleiRerscheinungen sein. Die
Zahlen verdeutlichen die Relevanz der Thematik und den Forschungsbedarf nach
funktionellen und regenerativen Behandlungsmethoden. Die gestiegene Lebenserwartung
sowie die stetige Zunahme des Koérpergewichtes, hat deutlich zu dieser Entwicklung

beigetragen.
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Abbildung 1 Arthroseerkrankungen in Deutschland. Verteilung nach betroffenem Gelenk (links).
Verteilung der Kniearthrosen nach Alter (rechts). Abbildung eigens erstellt auf Basis von (GBE-Bund
2019).

Abbildung 1 veranschaulicht, dass der Grofteil der diagnostizierten Kniearthrosen der
Alterskohorte von tiber 65-Jahrigen zuzuordnen ist. Als hauptsachlich betroffene Gelenke

konnen mit knapp 90 % das Hift- und Kniegelenk genannt werden.

Die Schwierigkeit einer funktionellen und langfristig erfolgreichen Therapie ist der
physiologischen Komplexitat des Kniegelenks geschuldet. Knochen, Sehnen, Bénder,
Menisken und Muskeln missen perfekt aufeinander abgestimmt sein. Der Knorpel
fungiert hierbei als Schutzfunktion der Epiphyse. Er gewahrleistet in gesundem Zustand
ein reibungsreduziertes Gleiten der Gelenkflachen sowie eine Dampfung und Verteilung
einwirkender Krafte bei Bewegungen. Diese Krafte erreichen hohe Belastungswerte und
betragen durchschnittlich das 3,5-fache des Gesamtkorpergewichtes (Darling et al. 2003).

1.1 Gelenkknorpel

Menschlicher Knorpel ist ein Stltzgewebe, welches durch seine Eigenschaften vielféltige
Aufgaben im Korper erfullt. Die von den Chondrozyten gebildete Knorpelmatrix
unterscheidet sich je nach Knorpelart und ist maRgeblich an der Funktion des



Knorpelgewebes beteiligt. Die Hauptkomponenten des Knorpels sind Kollagen,
Proteoglykane, Wasser und lonen (Mow et al. 1999). Je nach physiologischer
Anforderung an den Knorpel kénnen durch eine variierende Zusammensetzung dieser
Komponenten unterschiedliche Verformbarkeits-, Reif3- und Druckelastizitatswerte
erreicht werden. Der im menschlichen Korper vorkommende Knorpel kann in drei
Untergruppen eingeteilt werden. In den Gelenken, der Nase, den Rippen und der Trachea
befindet sich vorwiegend hyaliner Knorpel. Elastischer Knorpel ist hauptséchlich an der
Ohrmuschel, im Kehlkopf sowie in den kleinen Bronchien vorzufinden. Die
Gelenkscheiben, -menisken und -lippen bestehen aus Faserknorpel (Benninghoff et al.
2008). Die vorliegende Arbeit behandelt ausschlieBlich hyalinen Nasen- und
Gelenkknorpel, sodass der Faserknorpel und der elastische Knorpel nicht weiter

berlicksichtigt werden.

Aus den mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks entwickelt sich hyaliner
Knorpel. Wéhrend in der Entwicklungsphase zahlreiche BlutgefaRe das Knorpelgewebe
versorgen, ist ausdifferenzierter Knorpel frei von GefaBen und Nerven. Das
Hauptvolumen des Gewebes besteht aus Knorpelmatrix, der zelluldre Anteil betragt
lediglich 1-2 % des Gesamtvolumens. Die in die Matrix eingebetteten Chondrozyten
ermoglichen eine belastungs- und reizbedingte Adaption des Knorpels. Der
Knorpelstoffwechsel ist anaerob und erfolgt tber Diffusion aus den subchondralen
Kapillaren und der Synovialfliissigkeit (Hunziker et al. 2002). Die gefal3freie und dadurch
eingeschrankte Versorgung sowie der geringe zelluldare Anteil, erkléren die stark
limitierte korpereigene Regenerationsfahigkeit untergegangenen Knorpelgewebes.
Keine, oder eine nur unzureichende, Regeneration und Therapie von Knorpeldefekten
verursacht mit einer hohen Wahrscheinlichkeit chronische Schmerzen, kann zu
Bewegungslimitation fiihren und verdoppelt das Risiko zur Ausbildung degenerativer
Gelenkserkrankungen (Imhoff et al. 2007).

Nicht nur fiir den Korper selbst, sondern auch fiir die Medizin ist die Wiederherstellung
funktionstichtigen Knorpels eine groRe Herausforderung. Gewebeschaden, bedingt
durch mechanische Einwirkungen sowie durch entziindliche und degenerative Prozesse,

kdnnen durch konventionelle Methoden haufig nur unzureichend therapiert werden. Die



Folgen sind eine lange Rehabilitationsdauer, postoperative Komplikationen sowie hohe

Kosten fur die Krankenkassen (Jiang et al. 2011).

1.2  Aktuelle Behandlungsmethoden

Zur Behandlung von Knorpelschdden kann sich die Medizin aktuell verschiedener
Therapiekonzepte bedienen. Durch eine orale Einnahme von entziindungshemmenden
Medikamenten, kann in akuten Phasen vorubergehend eine Schmerzlinderung sowie eine
Verringerung der Entzlindungsreaktion erzielt werden. Diese rein symptomatische
Behandlung fiihrt weder zu einer Regeneration vorhandener Knorpeldefekte, noch kann
es die Progredienz der Erkrankung verhindern. Alternativen stellen verschiedene

(minimal-)invasive, kausale Therapiekonzepte dar (Makris et al. 2015).

Die Entscheidung flr eine operative Methode erfolgt abhéngig von Lokalisation und
GrolRe der Lasion. Zur Auswahl stehen sowohl zellfreie als auch zellbasierte Techniken.
Zu Beginn des Eingriffs wird ein Knorpeldébridement durchgefiihrt. Dieses schafft die
Grundlage fir eine definierte und formstabile La&sionsgrenze. Zu den zellfreien
Behandlungen werden die Knochenmarkstimulation sowie der vollstdndige Ersatz des
Gelenks durch synthetische Materialien gezahlt. Die zellbasierten Ansétze werden in
autologe  Chondrozytenimplantationen  (ACI) und matrixgestltzte autologe
Chondrozytenimplantationen (MACI) eingeteilt (Shah et al. 2007).

Neben Grolle und Lokalisation des Defektes stellt der Patient selbst einen wichtigen
Faktor bei der Entscheidung fur oder gegen eine entsprechende Behandlungsalternative
dar. So wirken sich das individuelle Bewegungsverhalten sowie bereits erfolgte Eingriffe
auf den Regenerationsprozess und somit auf den langfristigen Behandlungserfolg aus
(Steadman et al. 2003).

1.2.1 Zellfreie Behandlungsmethoden

Die Knochenmarkstimulation, auch Mikrofrakturierung genannt, findet bei
Lé&sionsgroRen von weniger als 3 cm? Anwendung. Es handelt sich um eine Ein-Schritt-

Methode. Zur Blutungsanregung werden im Bereich des Defektes 4 mm tiefe Lécher mit



geringem Durchmesser in den subchondralen Knochen gebohrt. Durch die Einblutung
bildet sich neuer hyaliner Knorpel und Narbengewebe. Die Mikrofrakturierung kann,
zumindest kurzfristig, zu einer deutlichen Reduzierung der Schmerzen und einem
Rickgang der entziindungsbedingten Schwellung fiihren. Die Patientenzufriedenheit,
bezogen auf Funktion und Beweglichkeit, suggeriert zunéchst eine vielversprechende
Behandlungsmethode. Bereits 18 Monate postoperativ treten jedoch erste Anzeichen
einer Verschlechterung des Zustandes auf. Dies ist auf die Bildung fibrosen
Ersatzgewebes zuriuickzufuhren. Es Gberwiegt den neu gebildeten hyalinen Knorpelanteil
und kann langfristig den ausgesetzten Belastungen nicht standhalten (Kreuz et al. 2006).

Die Knochenmarkstimulation kann durch den Abbauprozess des fibrosen Gewebes
langfristig als nicht zufriedenstellend betrachtet werden. Bessere Ergebnisse werden
durch eine matrixgestitzte Mikrofrakturierung erzielt. Hierbei wird der Defekt nach der
Blutungsanregung durch eine Kollagenmembran abgedeckt. Diese Membran soll das
Einwachsen von Fibroblasten aus der Gelenkkapsel verhindern und verringert so den
fibrésen Anteil des Ersatzgewebes zugunsten des hyalinen Knorpelanteils (Steinwachs
2009). Der Langzeiterfolg der Methode gilt als noch nicht ausreichend bestétigt (Vigano
et al. 2019).

1.2.2 Zellbasierte Behandlungsmethoden

Autologe zellbasierte Therapien bendtigen, im Gegensatz zu zellfreien Alternativen,
mindestens zwei operative Eingriffe. Der erste Eingriff dient der Gewinnung eines
Knorpelbiopsats aus nicht belasteten oder bendtigten Gewebebereichen. Enzymatisch
werden die Zellen isoliert und anschlielend kultiviert. Ist eine ausreichende Zellzahl
vorhanden, konnen die Knorpelzellen in einem zweiten Eingriff auf den Defekt
transplantiert und mit einem Periostallappen abgedeckt werden (Ossendorf et al. 2011).
Ein bedeutender Nachteil dieser Methode ist die Entstehung hypertrophen Gewebes im
Bereich der L&sionsdeckung, sodass auch diese Behandlungsalternative nicht als optimal
betrachtet werden kann (McCarthy et al. 2013).

Die zweite Generation zellbasierter Therapiekonzepte kombiniert die autologe

Chondrozytentransplantation mit einer biokompatiblen Matrix. Hieraus entwickelte sich
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das Konzept der matrixgestutzten autologen Chondrozytentransplantation. Die aus dem
Biopsat gewonnenen Zellen werden nicht mehr frei im Medium, sondern fiir wenige Tage
in einem Gerlst kultiviert. Das entstehende dreidimensionale Gewebe kann
defektorientiert zugeschnitten und anschlieBend transplantiert werden (Zeifang et al.
2010). Bei zellbasierten Therapiekonzepten der dritten Generation werden die Zellen
deutlich langer kultiviert. Das entstandene Knorpelspheroid aus autologen Chondrozyten
ist nach neun Wochen Kultivierungszeit implantierfertig (Jeuken et al. 2016). In einer
Pressemitteilung (2017) hat das Unternehmen CO.DON die EU-Marktzulassung ihres
Chondrozytenspheroids fir Defektgroflen von bis zu 10 cm? bekanntgegeben. Als
Kritikpunkt ist die limitierte Einsatzfahigkeit durch die Beschrankung der Defektgrofie

auf maximal 10 cm2 zu nennen.

Die beschriebenen Behandlungsalternativen weisen eine positive Entwicklung der
Therapieresultate auf, als optimal kénnen die aktuellen Methoden jedoch nicht angesehen
werden. Kritisch zu bewerten sind die teils nur kurzfristig anhaltenden
Behandlungserfolge, die Ausbildung hypertrophen Gewebes sowie die limitierte

Anwendung auf kleine Knorpell&sionen.

Die Forschung nach langfristig suffizienten Therapien auch groRerer Knorpeldefekte
stellt daher noch immer ein zentrales Forschungsgebiet der Medizin dar. So befindet sich
auch der Lehrstuhl fur Tissue Engineering und Regenerative Medizin aus Wurzburg in
Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer-Translationszentrum flr Regenerative Therapien
TLZ-RT und den klinischen Partnern in Wirzburg, Basel, Mailand und Zagreb in einer
Phase-1l-Studie zur Entwicklung eines funktionellen Knieknorpelimplantates
(ClinicalTrials.gov ldentifier: NCT02673905). Das von der Européischen Union
geforderte Forschungsprojekt Bio-Chip zielt auf die Verringerung bisheriger
Komplikationen sowie auf bessere Langzeiterfolge ab (https://biochip-h2020.eu/the-
project/). Hierbei sollen zudem die bisherigen Limitationen der L&sionsgroRe

uberwunden werden. Das Projekt hat eine Laufzeit von 2016-2020.



1.3  Tissue Engineering von Knorpelimplantaten

Die Idee der aktuellen Studie ist eine Kombination aus autologen Chondrozyten und
biokompatiblen Geristen. Drei wesentliche Neuerungen sollen die bisherigen

Therapieresultate optimieren:
¢ Die Biopsie erfolgt nicht im Knie, sondern in der Nase

Nasenknorpelzellen bilden wie Knieknorpelzellen den bendétigten hyalinen Knorpel
und sind daher als Zellquelle geeignet. Da Gewebeschdden mit entzlindlichen
Prozessen und einer Schwéchung umliegenden Gewebes einhergehen, besteht bei den
bisherigen Methoden die Gefahr, dass das Biopsat bereits geschwacht sein, oder
Entzindungsmediatoren enthalten kénnte. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von
Nasenknorpelzellen ist die lebenslange gute Proliferationsrate, von welcher auch
altere Patienten profitieren konnen. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass
Nasenknorpelzellen  eine  hochwertigere  Quelle  fir die  zellbasierte
Implantatherstellung aufweisen als Knieknorpelzellen (Lehoczky et al. 2020; Pelttari
et al. 2014).

e Im Bio-Chip-Projekt ist die Grofle des Implantates nur durch die Flache der

verwendeten Kollagenmatrix limitiert

In der aktuellen Studie wird eine 30 x 40 mm grof3e Kollagenmatrix verwendet.
Alternativ steht eine 40 x 50 mm Variante zur Auswahl. Hieraus wirde ein
Knorpelimplantat mit einer Fl&ache von bis zu 20 cm? entstehen. Es kdnnten deutlich

groRere Lasionen als bisher versorgt werden.

e Bei dem Endprodukt handelt es sich bereits um gereiften Knorpel, sodass nicht

mit der Ausbildung hypertrophen Gewebes gerechnet werden muss



Da die Entwicklung eines solchen Arzneimittels national und international strengen
Regularien unterliegt, missen diverse regulatorische Rahmenbedingungen bis zur

Markteinflihrung eingehalten werden.

1.4  Regulatorische Rahmenbedingungen

Fur die Kommerzialisierung eines Arzneimittels in Europa gelten die 2001 von der EMA
veroOffentlichten Regularien (2001/83/EG). 2007 erfolgte aufgrund voranschreitender
wissenschaftlicher Erkenntnisse im Bereich des Tissue Engineerings eine Anpassung der
Richtlinien (Regulation (EC) No. 1394/2007). Diese beinhalten Rahmenbedingungen flr
die Entwicklung und Herstellung von Arzneimittel fir neuartige Therapien (ATMP).

Hierbei gilt es zwischen verschiedenen Untergruppen zu differenzieren:

e Gentherapeutika sind biologische Arzneimittel, die rekombinante Nukleinsdauren
enthalten oder aus ihnen bestehen. Sie werden mit der Absicht verabreicht,
bestimmte Nukleinséduresequenzen des Patienten zu entfernen, zu ersetzen, zu
reparieren oder zu regulieren. Gentherapeutika kénnen zur Therapie, Prophylaxe
oder Diagnose eingesetzt werden, dabei stehen sie in direktem Zusammenhang zu
bestimmten Nukleinséuresequenzen.

e Somatische Zelltherapeutika bestehen aus substanziell bearbeiteten Zellen oder
Gewebe mit verdnderten Merkmalen, Eigenschaften oder Funktionen. Auch
unbearbeitetes Spendergewebe, welches im Empféangerbereich eine andersartige
Funktion erfillt, wird den somatischen Zelltherapeutika zugeordnet. Somatische
Zelltherapeutika ~ wirken  durch  metabolische, immunologische oder
pharmakologische Prozesse. Sie werden zur Prophylaxe, Diagnose oder
Behandlung von Krankheiten eingesetzt.

e Biotechnologisch bearbeitete Gewebeprodukte sind Arzneimittel, welche
biotechnologisch bearbeitete Zellen besitzen oder vollstdndig aus ihnen bestehen
und zum Ersatz, der Wiederherstellung oder der Regeneration menschlichen
Gewebes eingesetzt werden. Das Gewebeprodukt wurde entweder substanziell

bearbeitet oder erfullt im Empfangerbereich eine neue Funktion.



e Kombinierte Arzneimittel fir neuartige Therapien enthalten ein Medizinprodukt
und zusétzlich viables Gewebe oder Zellen. Nicht lebensfahige Zell- und
Gewebeanteile mussen eine Hauptwirkung auf den Patienten erzielen (Paul-
Ehrlich-Institut 2012).

Die Zulassung von ATMPs im zentralisierten Zulassungsverfahren erfolgt durch die
European Medicines Agency (EMA). Auf Bundesebene ist fir die Genehmigung einer
klinischen Priifung und einer Krankenhausausnahme nach § 4b des Arzneimittelgesetzes
(AMG) fur ATMPs das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) zusténdig. Die Beurteilung enthaltener
Medizinprodukte erfolgt dagegen durch das Bundesinstitut fur Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) (Walter et al. 2011). Wird ein Arzneimittel fur Patienten
hergestellt wird auRerdem eine Herstellungserlaubnis nach § 13 AMG bendétigt. Diese
wird durch die zustdndigen Landesbehorden erteilt und hierfir missen die Richtlinien der

Guten Herstellungspraxis (European Commission 2017) eingehalten werden.

Nach der Herstellung und vor der Freigabe eines ATMP werden aufgrund der Richtlinien
und Gesetze eine Vielzahl von Tests zur Sicherstellung der Qualitéat, Sicherheit und
Unbedenklichkeit eines Arzneimittels gefordert. Einen wichtigen Bestandteil stellt im
Rahmen dieser Qualitatskotrolle der Viabilitatsnachweis der im Arzneimittel enthaltenen
Zellen dar. Dieser Nachweis muss entsprechend der GMP-Vorgaben mit einer validierten
Methode durchgefuhrt werden. Unter Validierung wird der dokumentierte Beweis
verstanden, dass ein Prozess definierte Anforderungen, die sogenannten

Akzeptanzkriterien, reproduzierbar erfiillen kann (European Commission 2017).

1.5 Aktueller Stand: Viabilitatstests fur Zellen und Gewebe

Zur Viabilitatstestung von Zellen und Geweben stehen diverse Methoden zur Verfligung.

Diese basieren auf Farbungen, Kolorimetrie und Fluorometrie sowie auf Lumineszenz.

Eine einfache und oft verwendete Methode ist die Bestimmung viabler Zellen durch
Farbungen. Der Farbstoff kann nicht durch die intakte Zellmembran viabler Zellen

diffundieren. Stark geschadigte oder tote Zellen hingegen stellen keine Barriere fur den



Farbstoff dar, sie werden gefarbt. Als Farbstoff kénnen Eosin, Kongorot, Erythrosin B
sowie Trypanblau verwendet werden (Weisenthal et al. 1983). Nach der Farbung werden
die viablen und toten Zellen in einem reprasentativen Volumen mit Hilfe eines
Mikroskops manuell oder durch einen automatisierten Zellzahler gezéhlt und daraus eine
Gesamtviabilitat berechnet (Coligan et al. 2001). Auf Farbungen basierende
Viabilitatstests sind nur fiir Zellsuspensionen geeignet. Die Viabilitatsbeurteilung eines
dreidimensionalen Knorpelgewebes durch Farbungen ist mit vertretbarem Aufwand und

ohne die (Teil-)Zerstérung des Produktes nicht reprasentativ durchfuhrbar.

Die kolorimetrischen Methoden basieren auf der Messung biochemischer Marker. Bei
Anwesenheit bestimmter Stoffwechselprodukte findet bei diesen Testverfahren eine
Farbreaktion statt. Die Farbstoffkonzentration kann mit einem Kolorimeter gemessen
werden. Exemplarisch sind fur die am meisten gemessenen Stoffwechselprodukte die
Succinatdehydrogenase (MTT-Assay), mitochondriale Enzyme (MTS, XTT, WST-
Assay), die Lactatdehydrogenase (LDH-Assay) sowie ATP (NRU-Assay) zu nennen. Als
vorteilhaft ist die objektive Messung durch ein Kolorimeter zu nennen, manuelle
Zahlfehler sind hierdurch ausgeschlossen. Problematisch ist auch bei diesen
Testverfahren die Beschrankung auf eine Suspension, sodass direkt keine Zellen
innerhalb dreidimensionaler Strukturen auf Viabilitat beurteilt werden kénnen (Aslanttirk
2018).

Die fluorometrischen und luminometrischen Methoden entsprechen von der Grundidee
den kolorimetrischen Testverfahren. Gemessen wird jedoch nicht die Farbintensitat,
sondern die Fluoreszenz oder Lumineszenz eines Markers. Als bekannteste Vertreter
konnen der alamarBlue-Assay (Fluorometrie) und der ATP-Assay (Lumineszenz)
genannt werden. Zwar bieten beide Assays beztglich der Sensitivitat VVorteile gegenber
den kolorimetrischen Assays, jedoch kdnnen auch mit diesen Testverfahren keine
dreidimensionalen Gewebe hinsichtlich der Viabilitat beurteilt werden (O"Brien et al.
2000).
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Der Uberblick tber die verfugbaren Viabilitatstests macht deutlich, dass zwar eine
Vielzahl an Methoden zur Auswabhl stehen, keines dieser Verfahren jedoch dem Anspruch

geniigt, ein dreidimensionales Gewebe auf Viabilitat beurteilen zu kénnen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit und Arbeitshypothese

Aus den beschriebenen Unzulénglichkeiten der verfigbaren Testmethoden leitet sich das
Ziel der vorliegenden Arbeit ab. Im Vordergrund stehen die Entwicklung und Validierung
eines Verfahrens zur objektiven quantitativen Beurteilung der Viabilitt eines
dreidimensionalen Knorpelimplantates. Da dieses per Definition den kombinierten
Arzneimitteln fir neuartige Therapien zugeordnet wird, unterliegt die Entwicklung eines
solchen Verfahrens strengen regulatorischen Rahmenbedingungen. Die Beurteilung der
Viabilitat in der Phase-I1 Studie erfolgt aktuell durch die histologische Bewertung eines
Gewebeschnittes. Obwohl diese durch einen qualifizierten Pathologen durchgefiihrt wird,
ergeben sich diverse Kritikpunkte. Die Beurteilung eines winzigen Ausschnittes, in einem
subjektiven Beurteilungsverfahren, erfordert die dringende Entwicklung eines geeigneten
und von den Prufbehdrden anerkannten alternativen Viabilitatstests (Walter et. al. 2011).

Es wurde eruiert, welche quantitativen und zugleich  standardisierten
Untersuchungsmethoden aktuell fur Viabilitatstests angewendet werden. Zwar sind
bisherige kommerziell erwerbliche Assays groRtenteils nur flr Zellsuspensionen oder flr
sehr Kkleine dreidimensionale Gewebe freigegeben, doch bieten sie einen ersten
Anhaltspunkt fiir die Entwicklung eines geeigneten Verfahrens.

Die folgenden Experimente beruhen auf der Hypothese, dass ein kolorimetrischer Assay,
freigegeben flr Zellsuspensionen, durch eine Modifikation der Durchfuhrung auch fur
die Beurteilung der Viabilitat dreidimensionalen Gewebes geeignet ist. Hierflir missen

einige Limitationen des Assays tberwunden und die Anwendbarkeit bewiesen werden.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die Materialien aufgelistet, welche zur Durchfuhrung der
Versuche benétigt wurden. Im Anschluss erfolgt eine Beschreibung der durchgefiihrten

Experimente.

2.1 Material

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden biologische Materialen, verschiedene
Né&hrmedien und Supplemente fir die Zellkultur, allgemeiner Laborbedarf, kommerziell
erhaltliche Test-Kits sowie Laborgeréte und -software verwendet.

2.1.1 Biologisches Material

Die verwendeten und analysierten humanen Chondrozyten entstammen aus
verschiedenen Nasenknorpelbiopsien. Diese wurden durch die am Bio-Chip Projekt
beteiligten Institutionen entnommen. Die Patientendaten wurden nicht an den Hersteller

Ubermittelt, sondern mit Kirzeln codiert.

Tabelle 1 Verwendetes biologisches Material

Produkt Hersteller Codierung Freigabedatum
N-TEC TERM/Fraunhofer 30 13.05.2019
N-TEC TERM/Fraunhofer 31 01.07.2019
N-TEC TERM/Fraunhofer 32 01.07.2019
N-TEC TERM/Fraunhofer 33 26.08.2019
N-TEC TERM/Fraunhofer 36 07.10.2019
N-CAM TERM/Fraunhofer 32 11.07.2019
N-CAM TERM/Fraunhofer 33 11.07.2019
PFOA TERM/Fraunhofer A03 14.02.2020
PFOA TERM/Fraunhofer B03 14.02.2020
PFOA TERM/Fraunhofer A04 14.02.2020
PFOA TERM/Fraunhofer B04 14.02.2020
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Tabelle 1 listet jegliches im Rahmen der Promotionsarbeit verwendete biologische

Material inklusive des Herstellers und der Codierung auf.

2.1.2 Medien und Supplemente

Bevor die Zellen auf der Kollagenmatrix ausgesiedelt werden konnten, musste zunachst
eine ausreichende Zellzahl erreicht werden. Hierzu waren verschieden Nahrmedien sowie
Supplemente noétig. Nachdem die benétigte Zellzahl erreicht wurde, konnte die
Kollagenmatrix besiedelt werden. Nach der Besiedelung waren andere Nahrmedien notig.

Im Vordergrund stand nach der Besiedelung nicht mehr die Zellvermehrung, sondern die

Anregung der Chondrozyten zur Synthese der Knorpelmatrix.

Tabelle 2 Verwendete Chemikalien und Ldsungen

Produkt Hersteller Katalognummer Lot
Blutspendedienst VA17087858
AB-Serum des BRK 600009 (Auftrags-Nr.)
Serumersatzpraparat vertraulich
Chondro-Gide Geistlich. 30939.9 /500139 81900287
Biomaterials
DMEM (1X)
(Dulbecco’s Modified  gibco 10938-025 2067732
Eagle Medium)
Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline
Modified, without Sigma-Aldrich  D8537-500ML  RNBHS5601
calcium chloride and
magnesium chloride,
liquid, sterile-filtered
FGF-2 R&D Systems 233-GMP-025 GAAH0617081
. 2037045

Glutamax Thermofisher 35050-061 042339

. 2009419
HEPES Buffer 1M gibco 15630 056 2026999
Humanalbumin UKW Apotheke/
(HSA 20 %) Kedrion nA. 173016
Humanes Insulin UKW Apotheke/ G37D79
100 I.LE./ml Actrapid PZN 00536433 GR7B700
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L-Ascorbic acid

2-phosphate Sigma-Aldrich A8960 SLBC7699
L-Lactate

Dehydrogenase Roche 10107085001 14100844
(L-LDH)

Sodium Pyruvate . 2028919
MEM 100 mM Thermofisher 10938-025 2038876
TGFR-1 Promocell C63500 445P088
Trypan Blue Solution gibco 15250061 1829084
TrypLE Select (10X) gibco Al12177-01 2001382

Tabelle 2 listet jegliche im Rahmen der Promotionsarbeit verwendete Chemikalien und

Losungen inklusive des Herstellers und der Katalognummer auf.

2.1.3 Laborbedarf

Die Labormaterialien waren bis auf wenige Ausnahmen Einwegartikel und wurden

hauptséachlich zur Zellkultur benétigt.

Tabelle 3 Verwendetes Labormaterial

Einwegmaterial Egztf;:?tﬂ Katalognummer Lot

0,2 um Sterilfilter Sartorius N0.83.1826.001 81997102
Kunststoff-Spritzen BD Plastipak BD 300 629 1802252
Cellstar Pipette 5 ml greiner bio-one 606 180 F190633K
Cellstar Pipette 10 ml greiner bio-one 607 180 F190536K
Cellstar Pipette 25 ml greiner bio-one 760 180 F190433L
Cellstar Pipette 50 ml greiner bio-one 768 180 F1810344
Cellstar Tubes 15 ml greiner bio-one 188 271 E19053M7
Cellstar Tubes 50 ml greiner bio-one 227 261 E19073BQ
Cryo.s 2 ml (blau) greiner bio-one 126279 E18083R7
Cryo.s 2 ml (griin) greiner bio-one 126277 E18073GP
Cryo.s 2 ml (rot) greiner bio-one 126280 E18083HK
Cryo.s 2 ml (weil) greiner bio-one 126263 E190136S
Kaniilen B|Braun 4665791 16C19GA841
SafeSeal Tubes 1,5 ml Sarstedt 72.706 9082712
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Stanzen 6 mm pfm medical 48601 18E21

Sterile Pinzetten UKW - -

Teflonblock UKW - -

Zellkultur 24-well-Platten TPP Z707791 20180420
Zellkultur 96-well-Platten TPP Z707902 20170301
Zellkulturflasche 150 TPP 90151 20190234

Tabelle 3 listet jegliche im Rahmen der Promotionsarbeit verwendete Labormaterial

inklusive des Herstellers und der Katalognummer auf.

2.1.4 Kits

Die Messung des LDH-Gehaltes erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erwerblichen Test-
Kits.

Tabelle 4 Verwendete Kits

Kit Hersteller Katalognummer Lot
CyQUANT LDH 2056193
yQ .. Invitrogen C20301 2185019
Cytotoxicity Assay
2141962A

Tabelle 4 listet jegliche im Rahmen der Promotionsarbeit verwendete Kits inklusive des

Herstellers und der Katalognummer auf.

2.1.5 Laborgerate und -software

Zur Durchfiihrung der Zellkultur, der Lagerung von Material sowie der bendtigten

Messungen wurden diverse Laborgeréte sowie -software benétigt.

Tabelle 5 Verwendete Laborgerate und -software

Gerat / Software Hersteller / Lieferant
10 pl, 100 pl, 1000 pl Pipette Eppendorf

Accu-jet Brand

Cell incubator: 37 °C, 5 % CO? Heraeus

BBD 6220
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Gefrierschrank Comfort Liebherr

Handzahler IVO

i-control Tecan

Infinite M200 plate reader Tecan

Kihlraum 4 °C Genheimer, Kélte-Klima-Technik GmbH
Microsoft Office 365 Microsoft

Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss

Multifuge X1R Heraeus

Vortex Genie 2 Scientific Industries

Wasserbad yellow line Et basic

Werkbank Safe 2020

Thermo Scientific

Zahlkammer Neubauer improved Hartenstein GmbH

Tabelle 5 listet jegliche im Rahmen der Promotionsarbeit verwendete Laborgerate und

Software inklusive des Herstellers auf.

2.2 Methoden

Ob der kolorimetrische CyQuant LDH Cytotoxicity Assay zur Viabilitatsbeurteilung von
dreidimensionalem Gewebe verwendet werden kann, erforderte die Untersuchung
verschiedener Aspekte. Fur einige Experimente wurden gereifte Knorpelimplantate sowie
ein  geeigneter LDH-Standard, bendtigt. Hiermit konnten  Versuche zur
Absorptionslinearitdt durchgefuhrt werden. Der im Kit enthaltene Lysepuffer,
freigegeben fiir Zellsuspensionen, wurde auf Eignung fir eine dreidimensionale
Gewebelyse getestet. Da es sich bei dem Arzneimittel um gereiften Knorpel mit einer
Knorpelmatrix handelt, musste zudem untersucht werden, ob und in welchem Ausmaf
die LDH aus der Knorpelmatrix in das gemessene N&hrmedium diffundiert und dort

nachweisbar ist.

2.2.1 CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kit

Das kommerziell erwerbliche Kit beinhaltet alle Substanzen, die flr die kolorimetrische
Bestimmung der LDH Konzentration in einer Ldsung bendtigt werden. Es ist flr
verschiedene Sdugetierzellen anwendbar. Die LDH Konzentration im Medium ist ein
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Indikator fir die Anzahl irreversibel geschédigter Zellen. Die Zellmembran stellt fir die
intrazelluldare LDH dann keine Barriere mehr da, es diffundiert ins Medium und kann
durch eine gekoppsnelt enzymatische Reaktion im Rahmen der Absorptionsbestimmung

gemessen werden.

Beschédigte Zelle

Pyruvat

NADH * INT

) | DH Diaphorase

Laktat * NAD*

Abbildung 2 Gekoppelte Enzymreaktion zur Messung der LDH Konzentration (Eigene Darstellung)

Formazan

Abbildung 2 veranschaulicht die Enzymreaktion, welche bei der Messung der LDH
Konzentration mit dem LDH-Assay Kit stattfindet. Die von den beschadigten Zellen
freigegebene LDH katalysiert die Umwandlung von Lactat zu Pyruvat. Das hierbei
abgegebene Wasserstoffatom reduziert NAD* zu NADH. Durch die Anwesenheit der
Diaphorase wird NADH wieder zu NAD" oxidiert. Das abgegebene Wasserstoffatom
reduziert farbloses Tetrazoliumsalz (INT) zu rotem Formazan. Bei einer Wellenldnge von
490 Nanometern kann die Konzentration des Farbstoffs durch die Absorptionsmessung
im Spektralphotometer bestimmt werden. Die Farbstoffkonzentration ist abhéngig von
der LDH Konzentration, welche wiederum direkt proportional zur Anzahl der
beschédigten Zellen ist (Invitrogen 2019).
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Tabelle 6 VVorversuche fiir die Methodenentwicklung

Vorversuch

Versuchsaufbau

Stabilitat des Analyten

Linearitat zwischen
Konzentration und
Absorption

Auswirkungen auf die
Absorptionsmessung

Nachweisbarkeit und
Wiederfindungswert
des Analyten

Lysefahigkeit des
Arzneimittels

Fur die Untersuchung der Stabilitat des Analyten wurden 4
Uberstande aus dem Herstellungsprozess im Reinraum
verwendet. Die Absorption wurde am Freigabetag sowie an den
darauffolgenden 4 Tagen gemessen. Zwischen den
Messzeitpunkten wurden die Uberstande analog zum

Herstellungsprozess bei 37 °C im Brutschrank gelagert.

Die Linearitdt wurde in 2 Durchlaufen untersucht. Hierfir
wurde ein kommerzieller LDH-Standard in unterschiedlichen
Konzentrationen im Nahrmedium verdinnt und anschlielend

mit dem CyQuant LDH Cytotoxicity Assay gemessen.

Um potenzielle Fehlerquellen zu untersuchen, wurden
Absorptionsmessungen mit verschiedenen Kombinationen aus
Kulturmedium, Wasser, Lysepuffer und Kollagenstanzen

durchgefunhrt.

Der Herstellungsprozess wurde an Tag 23, im Rahmen des
Mediumwechsels, manipuliert. Das N&hrmedium wurde
abgesaugt, auf die besiedelten Kollagenstanzen wurde eine
definierte Menge LDH pipettiert. Nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten im Brutschrank wurden die nun mit LDH
gespikten Stanzen mit ChM aufgefullt. Die besiedelten
Kollagenstanzen wurden bis zu Tag 26, dem Freigabetag, im
Brutschrank kultiviert. Am Freigabetag wurde die LDH
Konzentration im Medium mit dem CyQuant LDH

Cytotoxicity Assay gemessen.

Am Freigabetag wurden die Knorpelimplantate flr
unterschiedliche Zeitrdume mit dem Lysepuffer aus dem Assay
Kit lysiert und anschlieBend die Absorption gemessen. Nach
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der angegebenen Lysedauer im Brutschrank wurde die LDH
Konzentration im Medium mit dem CyQuant LDH
Cytotoxicity Assay gemessen. Da zu erwarten war, dass durch
die Lyse grole Mengen LDH freigesetzt werden, wurde das

Medium fiir die Messung verdunnt.

Tabelle 6 listet die durchgeflihrten Vorversuche der Methodenentwicklung auf. Der

Versuchsaufbau wird in einer Kurzfassung dargelegt.

2.2.2 Simulierte Herstellung von N-TEC Mini-Knorpelimplantaten

Fur einige Versuche wurden gereifte Knorpelimplantate bendétigt. Diese wurden in einem

simulierten Herstellungsprozess, mit verringerten GroRenverhaltnissen, hergestelit.

Tabelle 7 Umrechnung von Bio-Chip zu simulierter Herstellung

6 mm Stanze in

Bio-Chip 24-well-Platte
Wachstumsflache Scaffold [mm?] 1200 28,274
Volumen Medium [ml] 40 0,942
Flache Well [mm?] 7580 186
Besiedelte Zellen [Mio.] 50 1,178
Besiedlungsvolumen [pl] 600 15

Tabelle 7 stellt die Umrechnung der Verhdltnisse vom realen Herstellungsprozess im
Reinraum zur simulierten Herstellung im Rahmen der Promotionsarbeit dar. Die
Verhéltnisse konnten realitatsgetreu umgerechnet und umgesetzt werden. Es ist daher
keine Verzerrung der Ergebnisse zu erwarten. Die verwendeten N&hrmedien wurden

gemal den Herstellungs-SOPs hergestellt.
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Tabelle 8 Herstellung der verwendeten Nahrmedien und Lésungen

Substrat Bestandteil Volumen
DMEM 500 ml
Serum Free Medium (SFM) Glutamax Sml
Sodium Pyruvat 5mil
HEPES 5ml
. SFM 500 ml
Culture Medium (CM) AB-Serum 25 ml
. DMEM 3,125 ml
Humanes Serumalbumin (HSA) 100x HSA 20 % 1875 m|
DMEM 49.5 ml
HSA Ix HSA 100x 0,5 ml
. . HSA 1x 9,9 ml
TGF-31 working solution (TGF-ws) TGE-R1 0.1ml
i . HSA 1x 0,9ml
FGF-2 working solution (FGF-ws) FGE.2 0.1 ml
CM 40 ml
Expansion Medium (EM) TGF-ws 0,4 ml
FGF-ws 0,2 ml
. . DMEM 11,4 mi
Ascorbic acid 2-phosphate (AA) Ascorbic acid 33 mg
CM 38,5 mi
Chondrogenic Medium (ChM) AA 0,4 mi
Insulin 0,1 ml

Tabelle 8 stellt die Umrechnung der Verhéltnisse vom realen Herstellungsprozess im
Reinraum zur simulierten Herstellung im Rahmen der Promotionsarbeit dar. Der
simulierte Herstellungsprozess an der Werkbank wurde zeitlich analog zum
Herstellungsprozess im  Bio-Chip-Projekt durchgefiihrt. An Tag 0 wurden
kryokonservierte Chondrozyten aufgetaut. Hierin unterschied sich die simulierte
Herstellung vom realen Herstellungsprozess, in welchem keine kryokonservierten Zellen
verwendet wurden. Die Zellen wurden mit 20 ml EM resuspendiert und in T150

Kulturflaschen im Brutschrank kultiviert. An Tag 1 erfolgte der erste Mediumwechsel.

An Tag 5 wurden die Zellen gesplittet. Hierzu wurden vorab zwei 50 ml Tubes mit je 10

ml CM vorbereitet. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Kulturflaschen jeweils
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mit 9 ml PBS gespiilt und die Uberstande erneut abgesaugt. Das Ablésen der adharenten
Knorpelzellen erfolgte je Flasche mit 9 ml TrypLE 10x bei 37 °C und einer Dauer von 8
Minuten im Brutschrank. Die Kontrolle des Flaschenbodens erfolgte unter dem
Mikroskop. Nicht geldste Zellen wurden durch Klopfen an den Flaschenrand geldst. Die
Zellsuspension wurde in die vorbereiteten 50 ml Tubes pipettiert. Die Flaschen wurden
mit CM gespllt, sodass die verbliebenen Zellen ebenfalls in die Tubes pipettiert werden
konnten. Die Tubes wurden bei 392 g vier Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die verbliebenen Zellpellets mit je 10 ml CM resuspendiert und
anschlieBend gepoolt. 25 pl der gepoolten Zellsuspension wurden in einer 96-well-Platte
mit 25 pl Trypanblau gemischt und in der Neubauer-Zahlkammer gezahilt.
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Prozess

Biopsie, Blutentnahme

v

Transport zum Hersteller

Isolation Knorpelzellen durch
enzymatischen Verdau

v
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1. Plattenwechsel

2. Plattenwechsel
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Zellablésung

\

Umsiedlung in Flaschen

v

Zellablésung

v

Matrixbesiedlung

\’

Kultivierung
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Transport zur Klinik
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Implantation

Abbildung 3 Schematische Darstellung des

Chemikalien

DMEM, Penicillin, Streptomycin

CM
(DMEM, Sodium pyruvat,
L-Glutamin, autologes Serum, HEPES)

Kollagenase

EM
(CM, FGF-2, TGF-R1)

TrypLE Select

EM
(CM, FGF-2, TGF-R1)

TrypLE Select

ChM
(CM, Insulin, Ascorbins&ure)

Herstellungsprozesses im  Reinraum.

Links: Prozessablauf. Rechts: Verwendete Chemikalien flr den jeweiligen Prozess



Abbildung 3 stellt den Herstellungsprozess schematisch dar. Hierbei werden den
Prozessablaufen die jeweils verwendeten Chemikalien zugeordnet. Sechs T150
Kulturfalschen wurden mit je 20 ml EM befullt. Jede Flasche wurde mit 0,6 Millionen
Zellen zur weiteren Kultivierung besiedelt. Am 9. Tag wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. An Tag 13 wurden die Zellen erneut wie bereits beschrieben abgeldst,
gezahlt und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde bis zu einer Zellkonzentration von 1,178
Millionen Zellen/15 ul mit ChM resuspendiert. AnschlieRend erfolgte die Besiedlung der
6 mm Chondro-Gide Kollagenstanzen. Um ein Abschwammen der Zellen zu verhindern,
wurden die Stanzen in 24-well-Platten zundchst 90 Minuten im Brutschrank inkubiert und
dann mit ChM aufgefillt. Die 24-well-Platten wurden im Brutschrank gelagert. An den
Tagen 16, 20 und 23 erfolgte ein Mediumwechsel. An Tag 23 wurde fir einige besiedelte

Stanzen der Herstellungsprozess fiir den LDH-Nachweisbarkeitsversuch manipuliert.

2.2.3 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der durchgefiihrten Experimente wurde Microsoft Excel verwendet.
Dieses  beinhaltet die  formelgestlitzte ~ Berechnung  von  Mittelwerten,

Standardabweichungen, Bestimmtheitsmalien sowie von Konfidenzintervallen.
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3. Ergebnisse

Nach den in Tabelle 6 beschriebenen VVorversuchen wurde die Nachweisbarkeit der LDH
aus beschédigten Zellen innerhalb einer 3D Knorpelmatrix untersucht. AnschlieRend
wurde die Fahigkeit des Lysepuffers, dreidimensionale Knorpelstrukturen lysieren zu
kdnnen, getestet. Auf Basis der Ergebnisse aus den Lyseversuchen konnte eine Eichkurve
flir eine quantitative Beurteilung der Viabilitat hergestellter Knorpelimplantate generiert

werden.

3.1 Robustheit der Methode: Stabilitat des Analyten

Die Absorptionsmessung beruht auf dem Farbumschlag, welcher durch das Enzym LDH
katalysiert wird. Es war daher notwendig, zunachst die Stabilitdt des Analyten zu
untersuchen. Ist dieser im verwendeten Nahrmedium bei 37 °C Kultivierungstemperatur
nicht ausreichend stabil, so kann der LDH-Assay nicht als Freigabeinstrument verwendet

werden.

Fir die Untersuchung der Stabilitat wurden 4 Uberstande aus dem Herstellungsprozess
im Reinraum verwendet. Die Absorption wurde am Freigabetag sowie an den
darauffolgenden 4 Tagen gemessen. Zwischen den Messzeitpunkten wurden die
Ubersténde analog zum Herstellungsprozess bei 37 °C im Brutschrank gelagert.

Tabelle 9 Absorptionswerte Stabilitatsversuch

Uberstand
(n=3)

N-CAM 32 15566 11,4968 1,4262 1,4306 1,5566
N-CAM 33 11,4808 1,4642 1,3952 11,3137 11,4808
N-TEC 32 0,7517 0,7340 0,7014 0,6518 0,7517
N-TEC 33 0,8808 0,8591 0,7892 0,7618 0,8808

Tag0 Tagl Tag2 Tag3 Tag4

Tabelle 9 stellt die gemessenen Absorptionswerte nach 0 bis 4 Tagen dar. Aus den Werten

liel? sich eine durchschnittliche Zerfallsrate von 2,64 % pro Tag bei 37 °C ermitteln. Nach
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3 Tagen konnten noch 92,08 % der urspriinglichen LDH-Menge nachgewiesen werden.

Der Analyt besitzt eine ausreichende Stabilitat zur Anwendung des LDH-Assays.

18
16
14 ——N-CAM 33

1,2
N-CAM 32

1,0

0,8 T ———N-TEC 33

Absorption

0,6
—N-TEC 32
0,4
0,2
0,0
Tage
Abbildung 4 Graphische Darstellung der Absorption des Mediums im Verlauf von 4 Tagen

Abbildung 4 veranschaulicht die flach verlaufende Zerfallskurve des Analyten im

Medium. Die am Freigabetag gemessene LDH Konzentration im Uberstand muss auf die

urspriinglichen 100 % hochskaliert werden.

3.2 Linearitat der Absorptionsmessung

Grundvoraussetzung fur die Entwicklung des Viabilitats-Assays war der Nachweis einer
linearen Beziehung zwischen der LDH Konzentration im Medium und der gemessenen
Absorption. Eine lineare Beziehung war Voraussetzung fur die Errechnung
unterschiedlicher Viabilitdtswerte. Die Linearitdt wurde in 2 Durchldufen untersucht.
Hierfir wurde ein kommerziell erwerblicher LDH-Standard in unterschiedlichen
Konzentrationen im Nahrmedium verdinnt und anschlieend mit dem CyQuant LDH

Cytotoxicity Assay gemessen.
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Tabelle 10 Absorption in Abhangigkeit zur LDH Konzentration

Verdinnung Mittelwert Standardabweichung
[LDH:CM] (n=3) (n=3)
1:30.000 1,6071 0,0647
1:40.000 1,2680 0,0369
1:50.000 1,0943 0,0577
1:60.000 0,9106 0,0093
1:70.000 0,8205 0,0182
1:100.000 0,6293 0,0371
1:150.000 0,4782 0,0313
1:200.000 0,3762 0,0162
1:300.000 0,2913 0,0051
1:500.000 0,2159 0,0024
0 0,1024 0,0045

Tabelle 10 stellt die gemessenen Absorptionswerte sowie die Standardabweichung fur
verschiedene LDH Konzentrationen dar. Die Verdunnungen richteten sich nach den
Bereichen der erwarteten Absorptionswerte fiir die nachfolgenden Experimente sowie
den Absorptionswerten fiir die Uberstande des Freigabeproduktes. Von besonderer
Relevanz war der Bereich von 1:40.000 bis 1:70:000 da diese Absorptionswerte im
Bereich einer Viabilitdt von 70 %, also der Mindestanforderung zur Freigabe des
Produktes, entsprechen. Alle geringeren Absorptionswerte erflllen diese Anforderung,
sodass bei den Verdinnungen in diesen Bereichen grofRere Schritte gewéhlt werden
konnten. Dennoch sind auch diese Verdinnungswerte zur Bestimmung des

Linearitatsbereiches von Relevanz.
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Abbildung 5 Graphische Darstellung der Absorption in Abhéngig der LDH Konzentration

Abbildung 5 stellt die die Absorption in Abhangigkeit der LDH Konzentration dar. Eine
Linearitat konnte bei einer LDH Konzentration von 1:500.000 bis 1:30.000 mit einem
Bestimmtheitsma von R2? = 0,997 nachgewiesen werden. Fir die nachfolgenden
Versuche wurde infolgedessen LDH in einer Verdinnung von 1:80.000 als Kontroll-

Standard verwendet.

3.3 Potenzielle Auswirkungen auf die Absorptionsmessung

Verschiedene Substanzen kdnnen durch chemische Reaktionen oder Verdinnungseffekte
Einfluss auf die Absorptionsmessung nehmen. Um diese Fehlerquellen zu untersuchen,
wurden verschiedene Versuche durchgefthrt. In einer 24-well-Platte wurde in 12 Wells
942 ul Kulturmedium (CM) pipettiert. Jeweils in Triplikaten wurde zusatzlich Wasser,
Wasser und eine unbesiedelte Kollagenstanze, Lysepuffer sowie Lysepuffer und eine

unbesiedelte Kollagenstanze zu den Wells hinzugeftigt.
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942 ul CM 942 ul CM 942 ul CM
9342| L\l/{lgs';/elar 9342| L\I/I\/gsz/zlar 9342| l\llllgs,\s/ér 6 mm Stanze 6 mm Stanze 6 mm Stanze
H H H 94 pl Wasser 94 pl Wasser 94 pl Wasser
942 yl CM 942 pl CM 942 ul CM
SRACLY SR G SREE 6 mm Stanze 6 mm Stanze 6 mm Stanze
94 ul 94 ul 94 ul
Lysepuffer Lysepuffer Lysepuffer o o ol
Lysepuffer Lysepuffer Lysepuffer

Abbildung 6 Versuchsplan zur Untersuchung potenzieller Auswirkungen auf die Absorptionsmessung

Abbildung 6 stellt den Versuchsplan zur Untersuchung potenzieller Auswirkungen auf
die Absorptionsmessung schematisch dar. Nach einer Inkubationsdauer von drei Tagen
im Brutschrank wurde die LDH Konzentration mit dem CyQuant LDH Cytotoxicity
Assay gemessen.

Tabelle 11 Messergebnisse zum Einfluss auf die Absorption

Mittelwert Standard- Anteil
Well Inhalt Absorption abweichung nteil an
Kontrolle
(n=3) (n=3)
CM + Wasser 0,0931 0,0024 0,9308 (1)
CM + Wasser + Stanze 0,0974 0,0063 0,9735 (2)
CM + Lysepuffer 0,0963 0,0028 0,9631 (3)
CM + Lysepuffer + Stanze 0,0978 0,0055 0,9777 (4)
Kontrolle: CM 0,1000 0,0013 1,0000

Tabelle 11 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen zur Bestimmung
potenzieller Messeinflisse dar. Die Anwesenheit des Lysepuffers sowie einer
unbesiedelten Kollagenstanze, haben die Absorptionsmessung mit dem CyQuant LDH
Cytotoxicity Assay nicht beeinflusst. Der geringe Absorptionsabfall bei der Zugabe von
reinem Wasser (1) sowie von Lysepuffer (3), ist durch den Verdunnungseffekt zu erklaren
oder dadurch, dass die Absorption bereits unterhalo von 0,1 lag. Die trockene
Kollagenstanze hingegen nimmt Flussigkeit auf und erhéht hierdurch wieder geringfiigig

die LDH Konzentration im Nahrmedium (2,4). Es konnte kein signifikanter
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Absorptionsunterschied zwischen reinem Wasser und dem Lysepuffer festgellt werden.

Auch die Kombination aus Stanze und Lysepuffer beeinflusste die Messung nicht.

3.4 Nachweisbarkeit der LDH aus einer Knorpelmatrix im

Nahrmedium

Der Spikeversuch sollte Aufschluss dartber geben, inwieweit LDH, welches von
beschadigten Chondrozyten innerhalb einer Knorpelmatrix freigesetzt wird, ins
Né&hrmedium diffundiert, im Vergleich zu LDH, das direkt in das Nahrmedium appliziert

wurde.

In Zellsuspensionen kann die LDH bereits kurz nach dem Zelltod im N&hrmedium
nachgewiesen werden (Invitrogen 2019). Ob und in welchem Ausmal die LDH auch
durch eine 13 Tage gereifte Knorpelmatrix ins Medium diffundiert, musste untersucht
im Rahmen des

werden. Hierzu wurde der Herstellungsprozess an Tag 23,

Mediumwechsels, manipuliert.

9a2pichm | 942pichm | oo o | 938uichm | g3 pichm | 938 pichm
N-TEC 31 N-TEC31 | 2 4“| L DH N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
KONTROLLE | KONTROLLE | */*H 474 LDH | 4,74 pI LDH | 4,74 pl LDH
942 piChm | 942pichm | o0 o | 938uichm | 938 pichm | 938 pi ChM
N-TEC 31 N-TEC3L | 7 4“| L DH N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
KONTROLLE | KONTROLLE | */*H 474 LDH | 4,74 plLDH | 4,74 pl LDH
9a2pichm | 942pichm | oo o | 938uichm | 938 pichm | 938 pichm
N-TEC 31 N-TEC3L | 2 4“| L DH N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
KONTROLLE | KONTROLLE | */*H 474 LDH | 4,74 pI LDH | 4,74 pl LDH

Abbildung 7 Versuchsplan LDH Spikeversuch mit besiedelten Stanzen (Patient N-TEC 31)

Abbildung 7 stellt den Versuchsplan zur Untersuchung der Wiederfindungsrate der LDH

im N&hrmedium dar.

Das Nahrmedium wurde abgesaugt, die Kontrollstanzen




ausgenommen und auf die noch feuchten besiedelten Kollagenstanzen wurde je 4,74 pl
1:400 verdinnte LDH pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im
Brutschrank wurden die nun mit LDH gespikten Stanzen mit ChM auf ein
Gesamtvolumen von 942 ul aufgefllt. Die besiedelten Kollagenstanzen wurden bis zu
Tag 26, dem Freigabetag, im Brutschrank kultiviert. Der Versuch mit den Zellen von
Patient N-TEC 33 wurde identisch durchgefuhrt. Am Freigabetag wurde die LDH

Konzentration im Medium mit dem CyQuant LDH Cytotoxicity Assay gemessen.

Tabelle 12 LDH-Messungen aus dem Spikeversuch (Patient N-TEC 31)

Mittelwert Standard- Mittelwert

Substrat Absorption abweichung gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4961 0,0255

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4179 0,0280

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4394 0,0282

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4823 0,0084 1 4680
Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4372 0,0361 ’
Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,5731 0,0098

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,4207 0,0241

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,3729 0,0143

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,5805 0,0193

Medium + LDH 0,5543 0,0229

Medium + LDH 0,5953 0,0158 0,5805
Medium + LDH 0,5919 0,0218

Besiedelte Kollagenstanze 0,9431 0,0157

Besiedelte Kollagenstanze 0,7436 0,0077

Besiedelte Kollagenstanze 0,7151 0,0031 0,8083
Besiedelte Kollagenstanze 0,7356 0,0061

Besiedelte Kollagenstanze 0,8809 0,0169

Besiedelte Kollagenstanze 0,8315 0,0068

Leerwert: CM 0,0869 0,0018 0,0869
LDH-Standard 0,8000 0,0081 0,8000

Tabelle 12 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des Spikeversuches fur

die Patientenzellen N-TEC 31 dar. Das Medium der besiedelten Kollagenstanzen wies im
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Mittel eine Absorption von 0,8083, das gespikte Medium von 0,5805 auf. Die Summe der
beiden Absorptionswerte ergab einen theoretischen Absorptionswert von 1,3888. Dieser
Wert wurde mit der Absorption des Mediums der gespikten besiedelten Kollagenstanzen

verglichen. Der Wiederfindungswert betrug 105,77 %.
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Abbildung 8 Grafische Darstellung der Absorptionshdhe verschiedener Substrate fir N-TEC 31

Abbildung 8 stellt die Ergebnisse aus den Spikeversuchen fir die Patientenzellen N-TEC
31 grafisch dar. Die Daten zeigen, dass die auf die besiedelten Kollagenstanzen pipettierte
LDH nach 3 Tagen Kultivierung im Brutschrank fur Patient N-TEC 31 in vollem Umfang
im Nahrmedium nachgewiesen werden konnte. Der Spikeversuch mit den Knorpelzellen

von Patient N-TEC 33 ergab vergleichbare Ergebnisse.
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Tabelle 13 LDH-Messungen aus dem Spikeversuch (Patient N-TEC 33)

Mittelwert Standard- Mittelwert
Well Inhalt Absorption  abweichung  Gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,0062 0,0313

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,1140 0,0845

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 0,9032 0,0223

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,0905 0,0312

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,1491 0,0517 1,1065
Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,0760 0,0818

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,2199 0,0285

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,2008 0,0257

Besiedelte Kollagenstanze + LDH 1,1990 0,0383

Medium + LDH 0,5543 0,0229

Medium + LDH 0,5953 0,0158 0,5805
Medium + LDH 0,5919 0,0218

Besiedelte Kollagenstanze 0,5134 0,0255

Besiedelte Kollagenstanze 0,4110 0,0239

Besiedelte Kollagenstanze 0,4769 0,0317 0.4923
Besiedelte Kollagenstanze 0,4575 0,0225

Besiedelte Kollagenstanze 0,5474 0,0369

Besiedelte Kollagenstanze 0,5479 0,0196

Leerwert: CM 0,0753 0,0031 0,0753
LDH-Standard 0,8000 0,0238 0,8000

Tabelle 13 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des Spikeversuches fur

die Patientenzellen N-TEC 33 dar. Das Medium der besiedelten Kollagenstanzen wies im

Mittel eine Absorption von 0,4923, das gespikte Medium von 0,5805 auf. Die Summe der

beiden Absorptionswerte ergab einen theoretischen Absorptionswert von 1,0728. Dieser

Wert wurde mit der Absorption des Mediums der gespikten besiedelten Kollagenstanzen

verglichen. Der Wiederfindungswert betrug 103,14 %.
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Abbildung 9 Grafische Darstellung der Absorptionshéhe verschiedener Substrate fir N-TEC 33

(Fehlerindikator auf Basis der Standardabweichung)

Abbildung 9 stellt die Ergebnisse aus den Spikeversuchen fir die Patientenzellen N-TEC
33 grafisch dar. Die Daten zeigen, dass die auf die besiedelten Kollagenstanzen pipettierte
LDH nach 3 Tagen Kultivierung im Brutschrank fiir Patient N-TEC 33 in vollem Umfang
im N&hrmedium nachgewiesen werden konnte. Da die Wiederfindungsrate fiir beide
Versuche und mit verschiedenen Methoden mindestens bei 100 % lag, konnte davon
ausgegangen werden, dass jegliche freigesetzte LDH, trotz gebildeter Knorpelmatrix, im

Medium nachweisbar war.

3.5 Lysefahigkeit des Lysepuffers flr dreidimensionale Gewebe

Der im Kit enthaltene Lysepuffer kann fiir die Lyse von Zellsuspensionen mit bis zu
100.000 Zellen/ml verwendet werden. Hierbei muss eine Lysedauer von 45 Minuten bei
einer Temperatur von 37 °C eingehalten werden (Invitrogen 2019). Fur die Erstellung
einer Eichkurve war die vollstdndige Lyse von 13 Tage gereiften Knorpelimplantaten
notwendig. Da es sich im Bio-Chip Projekt um ein dreidimensionales Gewebekonstrukt
handelt, in dem sich mehr als das zehnfache der empfohlenen Zellzahl befindet, musste
der Lysepuffer auf Eignung getestet und die optimale Lysedauer ermittelt werden. Hierfur

wurden erneut, wie bereits beschrieben, Mini-Knorpelimplantate hergestellt. Am
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Freigabetag wurden die Knorpelimplantate fir unterschiedliche Zeitrdume mit dem

Lysepuffer aus dem Assay Kit lysiert und anschlieend die Absorption gemessen.

942 pl ChM 942 ul ChM 942 pl ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 pl ChM
N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
Lyse 2 h Lyse 2 h Lyse 2 h Lyse 4 h Lyse 4 h Lyse 4 h
942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM
N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
KONTROLLE | KONTROLLE § KONTROLLE Lyse 24 h Lyse 24 h Lyse 24 h

Abbildung 10 Versuchsplan fiir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten (Patient N-TEC 31)

Abbildung 10 stellt den Versuchsplan fiir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten fir die

Patientenzellen N-TEC 31 grafisch dar. Nach der angegebenen Lysedauer im Brutschrank

wurde die LDH Konzentration im Medium mit dem CyQuant LDH Cytotoxicity Assay

gemessen. Da zu erwarten war, dass durch die Lyse groRe Mengen LDH freigesetzt

werden, wurde das Medium fur die Messung 1:2, 1:5 und 1:10 verdunnt. Das Ziel hierbei

war die Messung von Absorptionswerten im Linearitatsbereich. Um die Lyseversuche

miteinander vergleichen zu kénnen und die Erstellung einer Eichkurve zu ermdglichen,

wurde bei allen Messungen ein LDH-Standard mit einer Konzentration von 1:80.000

sowie CM mitgemessen.

Tabelle 14 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient N-TEC 31)

Well Inhalt Mittelwert Standard- Verdlnnung
Absorption abweichung nach d. Lyse
Knorpelstanze 1: 2h Lyse 0,7697 0,0343 1:5
Knorpelstanze 2: 2h Lyse 0,7927 0,0221 1:5
Knorpelstanze 3: 2h Lyse 0,7571 0,0303 1.5
Knorpelstanze 4: 4h Lyse 1,1721 0,0448 1.5
Knorpelstanze 5: 4h Lyse 1,3971 0,0432 1:5
Knorpelstanze 6: 4h Lyse 1,3328 0,0221 1:5
Knorpelstanze 7: 24h Lyse 0,9427 0,0075 1:5
Knorpelstanze 8: 24h Lyse 0,9388 0,0167 1:5
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Knorpelstanze 9: 24h Lyse 0,7407 0,0121 1:5

Leerwert: CM 0,0892 0,0019

LDH-Standard 0,8000 0,0046

Tabelle 14 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des Lyseversuches fur
die Patientenzellen N-TEC 31 dar. Die LDH Konzentration stieg nach 4 Stunden Lyse
uber den 2 Stunden Wert an. Nach 24 Stunden sank der Wert bereits ab. Der
Konzentrationsanstieg wurde zum einen auf die nach zwei Stunden noch unvollstandige
Lyse und zum anderen durch eine gewisse Diffusionsdauer der LDH durch die
Knorpelmatrix ins Medium zurtickgefiihrt. Der Konzentrationsabfall nach 24 Stunden
kdnnte auf Wechselwirkungen des Lysepuffers mit der LDH zuriickzuftihren sein.

1,6

1,4

1,2
1,0
2h Lyse
0, I I I
m 4h Lyse
01
m 24h Lyse
01
Ov
0,0
1 4 7 2 5 8 3 6 9

Stanze

Absorption
N <)) [e)

N

Abbildung 11 Grafische Darstellung der Absorptionshéhe aus unterschiedlich lang lysierten Mini-
Knorpelimplantaten fiir N-TEC 31 (Fehlerindikator auf Basis der Standardabweichung).

Die Abbildung 11 verdeutlicht eine nicht hinreichende Lysedauer von 2 Stunden. Da
jedoch der 24 Stunden Wert niedriger als der 4 Stunden Wert war, konnte kein Plateau

erreicht werden.
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Eine Verdlnnung von 1:5 erwies sich als zu gering, da mit der Erreichung eines Plateaus
mit hoheren Absorptionswerten gerechnet werden musste. Der Lyseversuch fir Patient
N-TEC 31 konnte aufgrund dieser Unzulénglichkeiten nicht fir die Erstellung einer

Eichkurve herangezogen werden. Die neuen Erkenntnisse erforderten eine Modifikation

des Versuchsaufbaus.
942 pl ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM
N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33
Lyse 2 h Lyse 2 h Lyse 2 h Lyse 4 h Lyse 4 h Lyse 4 h
942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 ul ChM 942 pl ChM
N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33
Lyse 6 h Lyse 6 h Lyse 6 h Lyse 24 h Lyse 24 h Lyse 24 h
942 pl ChM 942 pl ChM 942 ul ChM
N-TEC 33 N-TEC 33 N-TEC 33
KONTROLLE § KONTROLLE § KONTROLLE

Abbildung 12 Modifizierter Versuchsplan fir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten (Patient N-TEC 33)

Abbildung 13 stellt den Versuchsplan fiir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten fir die
Patientenzellen N-TEC 33 grafisch dar. Fr

Lyseexperiments wurden 12 Mini-Knorpelimplantate hergestellt. Die Verdiinnung wurde

die zweite Durchfiihrung des

auf 1:10 erhoht, zusatzlich wurde eine weitere Absorptionsmessung nach 6 Stunden Lyse

durchgefiihrt.

Tabelle 15 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient N-TEC 33)

Mittelwert Standard-
Well Inhalt Absorption abweichung Verdinnung
(n=3) (n=3)
Knorpelstanze 1: 2h Lyse 0,4185 0,0091 1:10
Knorpelstanze 2: 2h Lyse 0,3159 0,0062 1:10
Knorpelstanze 3: 2h Lyse 0,2808 0,0058 1:10
Knorpelstanze 4: 4h Lyse 0,6989 0,0297 1:10
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Knorpelstanze 5: 4h Lyse 0,7194 0,0146 1:10

Knorpelstanze 6: 4h Lyse 0,6507 0,0318 1:10
Knorpelstanze 7: 6h Lyse 0,7413 0,0271 1:10
Knorpelstanze 8: 6h Lyse 0,7241 0,0183 1:10
Knorpelstanze 9: 6h Lyse 0,6477 0,0317 1:10
Knorpelstanze 10: 24h Lyse 0,6749 0,0113 1:10
Knorpelstanze 11: 24h Lyse 0,6588 0,0156 1:10
Knorpelstanze 12: 24h Lyse 0,5708 0,0055 1:10
Leerwert: CM 0,1170 0,0058

LDH-Standard 0,8000 0,0239

Tabelle 15 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des Lyseversuches fir
die Patientenzellen N-TEC 33 dar. Wie erwartet konnten durch die Verdinnung um den
Faktor 10 Absorptionswerte zwischen 0,2 und 0,8 gemessen werden. In diesem Bereich
konnen nach dem Lambert-Beer‘schem Gesetz die genausten Absorptionswerte
gemessen werden (Hansen et al. 2012). Durch die zusétzliche Messung nach 6 Stunden
Lyseeinwirkung konnte nachgewiesen werden, dass eine Lyse von 4 Stunden nicht
ausreichend war, um die maximale LDH Konzentration im Medium bestimmen zu

kdnnen. Nach 24 Stunden sank der Wert wie im vorangegangenen Durchlauf ab.
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Knorpelimplantaten fir N-TEC 33 (Fehlerindikator auf Basis der Standardabweichung).

Abbildung 13 erlaubt die Aussage, dass nach einer 6 stiindigen Lyseeinwirkung ein
statistisches Plateau der Absorptionswerte erzielt wurde. Da die Unterschiede der
Absorptionswerte nach 4 und 6 Stunden sehr gering waren, erwies es sich als kritisch,
dass an den jeweiligen Messzeitpunkten nicht das Medium derselben, sondern einer
anderen lysierten Knorpelstanze verwendet wurde. Es konnte daher nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich bei den Schwankungen, aufgrund der Heterogenitat der
Kollagenmatrix, um generelle Unterschiede zwischen den Mini-Knorpelimplantaten

handelte.

Durch den modifizierten Versuchsaufbau konnten einige Unklarheiten beseitigt werden.
Problematisch erwies sich jedoch die Tatsache, dass verschiedene Mini-
Knorpelimplantate zu den jeweiligen Zeitrdumen gemessen wurden. Aufgrund der
heterogenen Struktur der Kollagenmatrix sowie dem manuell durchgefuhrten
Besiedlungsprozess, wiesen die Mini-Knorpelimplantate Unterschiede auf. Der

Versuchsaufbau musste daher nochmals modifiziert werden. Auf eine
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Konzentrationsmessung nach zwei und nach 24 Stunden konnte verzichtet werden.

Stattdessen wurden zusétzliche Messungen nach 8 und 12 Stunden durchgefihrt. Der

Versuch wurde parallel fur 3 Zellspender durchgefiihrt.

g42pichm | 942uichm | 942pichm | 942puichm | 942pichm | 942 pi chm
N-TEC 30 N-TEC 30 N-TEC 30 N-TEC 31 N-TEC 31 N-TEC 31
Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h

ga7gpicM | 8478 uicm | sa7spuicm | s47spicm | 8478uicM | 8478wl CM

oazpichm | oazpicom | oosapicm oo oo | s enm | sazwcnm
N-TEC 36 N-TEC 36 N-TEC 36

Lysea-12h | Lysea-12h | Lysea12n | N-TEC30 NRTIEE il RIS S

8478 ul CM 8478 ul CM 8478 l CM KONTROLLE § KONTROLLE § KONTROLLE

Abbildung 14 Modifizierter Versuchsplan fir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten (Patient N-TEC 30,
31, 36)

Abbildung 14 stellt den Versuchsplan fiir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten fir die
Patientenzellen N-TEC 30, 31 und 36 grafisch dar. Um die Unterschiede zwischen den
Mini-Knorpelimplantaten auszugleichen, wurden diese mit dem Uberstand am
Freigabetag in ein 15 ml Tube umgesetzt. Durch die Zugabe von CM wurde der Uberstand
um den Faktor 10 verdiinnt. Anschlielend wurde der Lysepuffer in die Tubes pipettiert.
Die Inkubation erfolgte fiir die angegebene Dauer im Brutschrank. Die LDH Messungen
zu den verschiedenen Zeitpunkten konnten bei diesem Versuchsaufbau jedes Mal mit
dem Uberstand derselben Knorpelstanze erfolgen. Hierfiir wurden fiir die Triplikate am
Messzeitpunkt 150 pl Medium aus dem Tube entnommen und die LDH Konzentration
bestimmt. Die Tubes mit den Mini-Knorpelimplantaten wurden bis zum né&chsten

Messzeitpunkt fur die weitere Lyse im Brutschrank inkubiert.

Tabelle 16 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient N-TEC 30)

Mittelwert Standard- Mittelwert
Well Inhalt Absorption abweichung gesamt

(n=3) (n=3) (n=9)
N-TEC 30: 4h Lyse 0,2394 0,0037 0.2598
N-TEC 30: 4h Lyse 0,3014 0,0326
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N-TEC 30: 4h Lyse 0,2385 0,0066

N-TEC 30: 6h Lyse 0,3098 0,0062
N-TEC 30: 6h Lyse 0,4304 0,0083 0,4092
N-TEC 30: 6h Lyse 0,4873 0,0098
N-TEC 30: 8h Lyse 0,3495 0,0100
N-TEC 30: 8h Lyse 0,4388 0,0044 0,4301
N-TEC 30: 8h Lyse 0,5019 0,0084
N-TEC 30: 12h Lyse 0,3616 0,0119
N-TEC 30: 12h Lyse 0,4061 0,0088 0,4198
N-TEC 30: 12h Lyse 0,4918 0,0184
Leerwert: CM 0,0984 0,0017
LDH-Standard 0,8000 0,0144

Tabelle 16 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des modifizierten
Lyseversuches fur die Patientenzellen N-TEC 30 dar. Die hdchste durchschnittliche LDH
Konzentration konnte fur Patient N-TEC 30 nach einer Lysedauer von 8 Stunden

gemessen werden. Sie betrug 0,4301 und sank nach einer Lyse von 12 Stunden ab.

Tabelle 17 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient N-TEC 31)

Mittelwert Standard- Mittelwert
Well Inhalt Absorption abweichung gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)
N-TEC 31: 4h Lyse 0,5907 0,0110
N-TEC 31: 4h Lyse 0,3927 0,0063 0,4089
N-TEC 31: 4h Lyse 0,2432 0,0050
N-TEC 31: 6h Lyse 0,7404 0,0194
N-TEC 31: 6h Lyse 0,6519 0,0122 0,6808
N-TEC 31: 6h Lyse 0,6499 0,0079
N-TEC 31: 8h Lyse 0,7684 0,0269
N-TEC 31: 8h Lyse 0,7006 0,0115 0,7500
N-TEC 31: 8h Lyse 0,7809 0,0012
N-TEC 31: 12h Lyse 0,6924 0,0262
N-TEC 31: 12h Lyse 0,6574 0,0191 0,7085
N-TEC 31: 12h Lyse 0,7756 0,0037

Leerwert: CM 0,0984 0,0017
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LDH-Standard 0,8000 0,0144

Tabelle 17 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des modifizierten
Lyseversuches fiir die Patientenzellen N-TEC 31 dar. Auch flr den Patient N-TEC 31
wurde die hochste durchschnittliche LDH Konzentration nach 8 Stunden Lyseeinwirkung
gemessen. Die deutlich hoheren Absorptionswerte von 0,7500 sind einerseits auf
Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit der besiedelten Kollagenmatrix,
andererseits auf die individuellen Proliferationseigenschaften der humanen Chondrozyten

zurickzufiihren.

Tabelle 18 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient N-TEC 36)

Mittelwert Standard- Mittelwert
Well Inhalt Absorption abweichung gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)
N-TEC 36: 4h Lyse 0,2949 0,0032
N-TEC 36: 4h Lyse 0,1857 0,0015 0,2519
N-TEC 36: 4h Lyse 0,2752 0,0056
N-TEC 36: 6h Lyse 0,4154 0,0031
N-TEC 36: 6h Lyse 0,4329 0,0100 0,4351
N-TEC 36: 6h Lyse 0,4570 0,0058
N-TEC 36: 8h Lyse 0,4304 0,0064
N-TEC 36: 8h Lyse 0,4043 0,0156 0,4229
N-TEC 36: 8h Lyse 0,4341 0,0075
N-TEC 36: 12h Lyse 0,4050 0,0035
N-TEC 36: 12h Lyse 0,4124 0,0008 0,4267
N-TEC 36: 12h Lyse 0,4628 0,0262
Leerwert: CM 0,0984 0,0017
LDH-Standard 0,8000 0,0144

Tabelle 18 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des modifizierten
Lyseversuches fir die Patientenzellen N-TEC 36 dar. Bei der Lyse der Mini-
Knorpelimplantate von Patient N-TEC 36 wurde die durchschnittlich héchste LDH

Konzentration nach 6 Stunden gemessen.

41



0,9000

0,8000

0,7000
0,6000 -
4h Lyse
0,5000
m 6h Lyse
0,4000
m 8h Lyse
0,3000
1 [ m12h Lyse
0,2000
0,1000
0,0000

TEC 30 TEC31 TEC 36

Patientenzellen
Abbildung 15 Grafische Darstellung der Absorptionshéhe aus unterschiedlich lang lysierten Mini-

Absorption

Knorpelimplantate fur N-TEC 30, 31, 36 (Fehlerindikator auf Basis der Standardabweichung).

Abbildung 15 verdeutlicht die Bildung eines Plateaus nach 6 bzw. 8 Stunden
Lyseeinwirkung. Bei allen Mini-Knorpelimplantaten wurden nach 12 Stunden niedrigere

oder keine gestiegenen LDH Konzentrationen gemessen.

Im Rahmen einer Vergleichsstudie zur analogen Herstellung gréRerer Knorpelimplantate
mit einem modifizierten Nahrmedium wurde der Lyseversuch wiederholt. Der
Herstellungsprozess unterschied sich von der bisherigen Herstellung durch die
Besiedelung einer 20 cm? groRen Kollagenmatrix. Zusatzlich wurde das Patientenserum
durch Serumersatzpréparat ersetzt. Die Wiederholung der Lyseversuche sollte zum einen
Erkenntnisse daruber liefern, ob vergleichbare LDH Konzentrationen gemessen werden,
zum anderen sollte Gberprift werden, inwieweit das Lysat einen Einfluss auf die
Absorptionsmessung hat. Die Patientenkodierung wurde von N-TEC auf PFOA geéndert.
Die Herstellung erfolgte im Reinraum nach SOPs. Der Versuch wurde fir 2 verschiedene
Patientenzellen durchgefihrt. Hierbei wurden jeweils 2 Kollagenmatrizen simultan
besiedelt und kultiviert. Die Kennzeichnung wurde daher um die Buchstaben A und B

erweitert.
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942 ul ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 ul ChM
PFOA A03 PFOA A03 PFOA A03 PFOA B03 PFOA B03 PFOA B03
Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h
8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM
942 ul ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 pl ChM 942 ul ChM 942 ul ChM
PFOA A04 PFOA A04 PFOA A04 PFOA B04 PFOA B04 PFOA B04
Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h Lyse 4-12 h
8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM 8.478 ul CM

Abbildung 16 Versuchsplan fir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten (Patient PFOA A03, B03, A04,

B04)

Abbildung 16 stellt den Versuchsplan fiir die Lyse von Mini-Knorpelimplantaten fir die
Patientenzellen PFOA 03 und PFOA 04 grafisch dar. Die Mini-Knorpelimplantate

wurden wie im vorangegangen Lyseversuch zunachst mit dem Uberstand in ein 15 ml

Tube umgesetzt, verdinnt und anschlieBend lysiert. Die Messungen der Absorption

erfolgte nach 4, 6, 8 und 12 Stunden Lyseeinwirkung.

Tabelle 19 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient PFOA 03)

Mittelwert Standard- Mittelwert
Well Inhalt Absorption abweichung gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)
PFOA AO03: 4h Lyse 0,5344 0,0231
PFOA AO03: 4h Lyse 0,4068 0,0246 0,4314
PFOA AO03: 4h Lyse 0,3530 0,0024
PFOA A03: 6h Lyse 0,5878 0,0081
PFOA AO03: 6h Lyse 0,4075 0,0104 0,4539
PFOA A03: 6h Lyse 0,3664 0,0288
PFOA AO03: 8h Lyse 0,6465 0,0264
PFOA AO03: 8h Lyse 0,4566 0,0047 0,4977
PFOA AO03: 8h Lyse 0,3902 0,0058
PFOA A03: 12h Lyse 0,6412 0,0146
PFOA AO03: 12h Lyse 0,4440 0,0123 0,4847
PFOA AO03: 12h Lyse 0,3690 0,0202
PFOA BO03: 4h Lyse 0,2570 0,0085 0.2609
PFOA BO03: 4h Lyse 0,2657 0,0055
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PFOA BO03: 4h Lyse 0,2600 0,0063

PFOA BO03: 6h Lyse 0,3184 0,0247
PFOA BO03: 6h Lyse 0,2832 0,0048 0,2902
PFOA BO03: 6h Lyse 0,2689 0,0080
PFOA BO03: 8h Lyse 0,3610 0,0352
PFOA BO03: 8h Lyse 0,3219 0,0117 0,3279
PFOA BO03: 8h Lyse 0,3009 0,0288
PFOA B03: 12h Lyse 0,3238 0,0046
PFOA B03: 12h Lyse 0,3051 0,0080 0,3013
PFOA B03: 12h Lyse 0,2751 0,0081
Leerwert: CM 0,0524 0,0026
LDH-Standard 0,8000 0,0322

Tabelle 19 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des modifizierten
Lyseversuches fir die Patientenzellen PFOA 03 dar. Die Knorpelimplantate PFOA A03
und PFOA BO03 beinhalteten die Zellen desselben Patienten. Das Ziel der Herstellung
zweier grof3er Knorpelimplantate ist eine vorgesehene Erweiterung der Indikation fir die
Behandlung von Patienten. Die hochste LDH Konzentration wurde fir beide Implantate
nach 8 Stunden Lyse gemessen. Sie betrug fir PFOA A03 0,4977 und fur PFOA B03
0,3279. Da das Implantat PFOA B-03 eine heterogene Besiedlung und ein deutlich
verringertes Gewicht aufwies, wurden diese Werte fur die Eichkurve nicht berlicksichtigt.

Tabelle 20 Messergebnisse zur notwendigen Lysedauer (Patient PFOA 04)

Well Inhalt Mittelwgrt Stand_ard- Mittelwert
Absorption abweichung Gesamt

PFOA A04: 4h Lyse 0,4480 0,0151

PFOA A04: 4h Lyse 0,3940 0,0496 0,4284
PFOA A04: 4h Lyse 0,4430 0,0514

PFOA A04: 6h Lyse 0,4434 0,0113

PFOA A04: 6h Lyse 0,3439 0,0106 0,3918
PFOA A04: 6h Lyse 0,3879 0,0039

PFOA A04: 8h Lyse 0,5024 0,0116

PFOA A04: 8h Lyse 0,4049 0,0080 0,4470
PFOA A04: 8h Lyse 0,4338 0,0134

PFOA A04: 12h Lyse 0,4650 0,0074 0,4191
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PFOA A04: 12h Lyse 0,3990 0,0142

PFOA A04: 12h Lyse 0,3934 0,0129
PFOA B04: 4h Lyse 0,4659 0,0072
PFOA B04: 4h Lyse 0,3644 0,0164 0,3849
PFOA B04: 4h Lyse 0,3245 0,0123
PFOA B04: 6h Lyse 0,4748 0,0062
PFOA B04: 6h Lyse 0,3677 0,0051 0,3900
PFOA B04: 6h Lyse 0,3274 0,0040
PFOA B04: 8h Lyse 0,5233 0,0247
PFOA B04: 8h Lyse 0,4161 0,0102 0,4371
PFOA B04: 8h Lyse 0,3719 0,0100
PFOA B04: 12h Lyse 0,5269 0,0239
PFOA B04: 12h Lyse 0,4252 0,0079 0,4375
PFOA B04: 12h Lyse 0,3604 0,0076
Leerwert: CM 0,0524 0,0026
Kontrolle: LDH-Standard 0,8000 0,0322

Tabelle 20 stellt die Ergebnisse aus den Absorptionsmessungen des modifizierten
Lyseversuches fiir die Patientenzellen PFOA 04 dar. Die héchste durchschnittliche LDH
Konzentration wurde ebenfalls fiir beide Implantate nach 8 Stunden Lyse gemessen. Sie
Betrug fur PFOA A-04 0,4470 und fur PFOA B-04 0,4371.
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Abbildung 17 Grafische Darstellung der Absorptionshéhe aus unterschiedlich lang lysierten Mini-
Knorpelimplantaten fir PFOA 03 und PFOA 04 (Fehlerindikator auf Basis der Standardabweichung).

Abbildung 17 suggerierte eine deutlich hohere Standardabweichung der Ergebnisse als
die in den vorangestellten VVersuchen. In den bisherigen Versuchen entsprach ein Balken
im Diagramm einer Knorpelstanze mit 3 Triplikaten. Zur besseren Ubersicht wurden in
Abbildung 17 je Balken 3 Mini-Knorpelimplantate mit je 3 Triplikaten zusammengefuhrt.
Unter Berucksichtigung dieser Besonderheit bestatigt das Ergebnis die bisherigen

Versuche.

Fur die Erstellung einer Eichkurve konnten die Absorptionswerte von 18 lysierten Mini-
Knorpelimplantaten von insgesamt 5 verschiedenen Patienten berticksichtigt werden. Die
Absorbtionsmessungen fir die ersten Lysedurchldufe (Patient N-TEC 31 und N-TEC 33)

wurden aufgrund der beschriebenen Problematik nicht berticksichtigt.

3.6  Erstellung einer Eichkurve

Um in einem standardisierten Verfahren die Viabilitat eines Knorpelimplantats am
Freigabetag beurteilen zu kénnen, war die Erstellung einer Eichkurve notwendig. Diese

sollte nicht nur fir einen Patienten, sondern allgemeingultig anwendbar sein. Die
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Erstellung einer Eichkurve erforderte die Absorptionsmessung von Knorpelimplantaten
mit definierten Viabilitdtswerten. Da es jedoch nicht mdglich war, dreidimensionale
Knorpelstrukturen, besiedelt mit Uber einer Millionen Zellen, prozentual zu lysieren,

musste die Eichkurve durch ein mathematisches Konstrukt generiert werden.

Die Eichgerade wurde auf Basis der Lyse- und Linearitatsexperimente erstellt. Die
hdchste gemessene Absorption des Mediums einer vollstandig lysierten Knorpelstanze,
nach einer achtstindigen Lyse, ist mit einer Viabilitat von 0 % gleichzusetzen. Da das
Medium vor der Lyse um den Faktor 10 verdinnt wurde, konnte dieser tatséchliche
Absorptionswert nicht gemessen werden. Die Verdinnung war notwendig, um
Absorptionswerte in dem Bereich von 0,2 bis 0,8 messen zu kénnen. Die Anzahl lysierter
Zellen ist proportional zur LDH Menge im Medium, welches wiederum in einem linearen
Zusammenhang mit der Absorption steht (Kumar et al. 2018). Der gemessene Wert einer
vollstandig lysierten Knorpelstanze wurde demnach mit einer Viabilitdt von 90 %
gleichgesetzt. Aufgrund der linearen Beziehung konnte fur jeden Absorptionswert ein

entsprechender Wert der Viabilitéat errechnet werden.

Die folgende Tabelle fasst die hdchsten gemessenen Absorptionswerte flr alle zu
berticksichtigenden Lyseexperimente zusammen. Die Lysewerte fur Patient PFOA: B03
wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. Das Implantat wies deutlich weniger

Knorpelmatrix auf und hatte ein reduziertes Gewicht.

Tabelle 21 Ubersicht der maximal gemessenen LDH Konzentrationen (1:10 verdiinnt)

_ Lysedauer Mittelwgrt Stano_lard- Mittelwert
Patient [Stunden] Absorption abweichung gesamt
(n=3) (n=3) (n=9)
N-TEC 30 8 0,3495 0,0100
N-TEC 30 8 0,4388 0,0044 0,4301
N-TEC 30 8 0,5019 0,0084
N-TEC 31 8 0,7684 0,0269
N-TEC 31 8 0,7006 0,0115 0,7500
N-TEC 31 8 0,7809 0,0012
N-TEC 36 6 0,4154 0,0031 0,4351
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N-TEC 36 6 0,4329 0,0100

N-TEC 36 6 0,4570 0,0058

PFOA: AO3 8 0,6465 0,0264

PFOA: AO3 8 0,4566 0,0047 0,4977
PFOA: AO3 8 0,3902 0,0058

PFOA: B03 8 0,3610 0,0352

PFOA: B03 8 0,3219 0,0117 0,3279*
PFOA: B03 8 0,3009 0,0288

PFOA: A04 8 0,5024 0,0116

PFOA: A04 8 0,4049 0,0080 0,4470
PFOA: A04 8 0,4338 0,0134

PFOA: B04 8 0,5233 0,0247

PFOA: BO4 8 0,4161 0,0102 0,4371
PFOA: BO4 8 0,3719 0,0100

Tabelle 21 stellt eine Ubersicht tiber die maximal gemessenen Absorptionswerte aller
Lyseversuche dar. Um ein moglichst vorsichtiges Beurteilungsverfahren sicherzustellen
wurde der geringste Absorptionswert der Maximalwerte als Basis fir die Eichgerade
verwendet. Mit diesem Vorgehen kann bei einer Freigabemessung zwar keine exakte
Viabilitat angegeben werden, daftr jedoch eine Mindestviabilitat. Die niedrigste
Absorption wurde nach 8 Stunden Lyseeinwirkung bei Patient N-TEC 30 gemessen. Der
Wert betrug 0,4301 und wurde fir die Erstellung der Eichkurve herangezogen und mit

einer Viabilitat von 90 % gleichgesetzt.

Einem Absorptionswert von 0,4301 konnte aufgrund der Linearitatsversuche eine LDH
Konzentration von 1:166.722 zugeordnet werden. Aufgrund der beschriebenen
Zusammenhdange wurde fir eine Verdopplung der LDH Konzentration ein um 0,4443
hoherer Absorptionswert angenommen. Dieser Wert entsprach der durchschnittlichen
Geradensteigung aus den Linearitatsversuchen. Gleichzeitig wurde fir eine Verdopplung
der LDH Menge eine Viabilitdt von 80 % angenommen. Mithilfe dieses Vorgehens

konnten weitere Werte errechnet werden.
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Tabelle 22 Viabilitat in Abhangig der Absorption und der LDH Konzentration

LDH _ Theoreti_sche Viabilitait LDH _ Absorption Viabilita
Konzentration Absorption  [%0] Konzentration t [%0]
5,9980*10° 2,8286 0 2,3992*10° 1,2296 60
5,3982*10° 2,5621 10 1,7994*10° 0,9631 70
4,7984*10° 2,2956 20 1,4995*10° 0,8299 75
4,1986*10° 2,0291 30 1,1996*10° 0,6966 80
3,5988*10° 1,7626 40 0,5998*10° 0,4301 90
2,9990*10° 1,4961 50 0 0,1636 100

Tabelle 22 stellt den Zusammenhang zwischen der LDH Konzentration und den
theoretisch bzw. tatséchlich gemessenen Absorptionswerten dar. Die errechneten
Viabilitatswerte galten fur innerhalb von 8 Stunden freigesetzter und direkt gemessener
LDH. Im Herstellungsprozess befinden sich die Knorpelimplantate nach dem letzten
Mediumwechsel noch 3 Tage im 37 °C warmen Brutschrank. Es konnte bei 37 °C eine
Zerfallsrate der LDH von 2,64 % pro Tag festgestellt werden. Eine gleichmaRige LDH
Abgabe vorausgesetzt, wurden fir 3 Tage eine Zerfallsrate von insgesamt 5,27 %
definiert. Dieser Wert wurde aus der Annahme errechnet, dass die LDH gleichmaRig ber
1-3 Tage zerféllt. Hierdurch verringert sich die gesamte LDH Konzentration zu 1/3 um
7,92 %, zu 1/3 um 5,28 % und zu 1/3 um 2,64 %. Da die Lyseversuche diesen Zerfall
nicht abbilden, muss dies im Rahmen einer Rickrechnung von der gemessenen (94,73

%) auf die ursprungliche (100 %) LDH Menge berlicksichtigt werden.
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Abbildung 18 Grafische Darstellung der Viabilitdt in Abhdngig der Absorption und der LDH

Konzentration

Abbildung 18 zeigt den Bereich auf, in welchem akzeptable Vitalitatswerte erreicht
werden. Betrigt die Absorption des Freigabeproduktes nach Riickrechnung < 0,9631 so
ist das Produkt freizugeben. Die abgebildeten Absorptionswerte im real nicht messbaren
Bereich entsprechen den Berechnungen aus Tabelle 22.

3.7 Validierung der entwickelten Methode nach GMP-Richtlinien

Die Deutsche Akkreditierungsstelle (DAKKS) definiert die Validierung als eine
Bestatigung eines nicht normierten Prufverfahrens. Diese Bestatigung basiert auf der
Untersuchung und anschliefenden Bereitstellung des Nachweises, dass ein neu
entwickeltes Prifverfahren die geforderten Anforderungen erfillt. In der vorliegenden
Arbeit handelt es sich um ein neu entwickeltes Prifverfahren, fir welches noch keine
Norm besteht. Fir das entwickelte Verfahren wurde vor dem Einsatz als
Freigabeinstrument eines neuartigen Arzneimittels eine Validierung nach GMP-

Richtlinien gefordert (European Commission 2017).
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3.7.1 Risikoanalyse

Vor der Aufstellung des Validierungsplanes wurde eine vollstdndige Risikoanalyse nach
GMP-Richtlinien durchgefihrt (European Commission 2017). Die Risikoanalyse wurde
in 2 Bereiche aufgeteilt. Zum einen wurden die Risiken der Vorbereitung und
Durchfiihrung des LDH-Assays bewertet, zum anderen die des verwendeten Systems, des

Multiplattenreaders Infinite M200 von Tecan.

Als grofiite Risiken bei der Praparation des LDH-Assay Kits und des LDH-Standards
wurden die Lagerung sowie die Konzentrationseinstellung der Substanzen identifiziert.
Fehler fiihren bei diesen Vorgéngen zwangslaufig zu falschen oder unplausiblen
Absorptionswerten, eine sinnvolle Viabilitatsbeurteilung ware nicht mdoglich. Zur
Minimierung der Risiken wurde in den SOPs definiert, dass der LDH-Standard nicht
gelagert werden darf, sondern am Tag der Freigabemessung jedes Mal neu angesetzt

werden muss.

Als sehr kritisch wurde der Teil des Samplings, der Mediumgewinnung des
Freigabeproduktes, eingestuft. Ist das Sample des Uberstandes nicht reprasentativ fir das
gesamte Ndhrmedium, treten wahrend des Transportes hohe Temperaturabweichungen
auf oder ist die LDH aus der Knorpelmatrix nicht im Medium nachweisbar, wird die
Viabilitat des Freigabeproduktes mit dem LDH-Assay falsch beurteilt. Als besonders
kritisch wurde bewertet, dass die Entdeckungswahrscheinlichkeit dieser Vorkommnisse
sehr gering ist. Diese Risiken wurden ebenfalls in der SOP beriicksichtigt. So muss nach
dieser das Sample aus dem gesamten verfiigbaren Uberstand bestehen, die

Représentativitat wurde dadurch sichergestellt.

Das Risiko, die LDH abgestorbener Zellen nicht im Medium nachweisen zu kdnnen,
wurde durch die Spiking-Versuche widerlegt. Fiir die eigentliche Durchfiihrung des
Assays wurden das unvollstdndige Auftauen der Reagenzien, Pipettierfehler sowie
Abweichung vom Pipettierschema als Risiko analysiert. Zur Minimierung dieser Risiken
wurden genaue Anweisungen der Durchfuhrung verfasst sowie ein Pipettierschema
erstellt. Der letzte Schritt, die Datenauswertung, beinhaltet die allgemeinen Risiken der

Excel Anwendung. Zur Vermeidung von Copy-paste-Fehlern sowie der falschen
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Formelanwendung oder Zellauswabhl, wurde ein schreibgeschutztes
Auswertungsdokument erstellt, welches die Viabilitdt nach Einfugen der erhaltenen

Messdaten automatisiert errechnet.

Die Risiken bei der Verwendung des Infinite M200 Multiplattenlesers von Tecan wurden
in die Bereiche Technik und Anwendung unterteilt. Die technischen Risiken beinhalten
die unzureichende Messgenauigkeit, Sensorschaden oder -verschmutzungen sowie starke
Temperaturabweichungen innerhalb des Gerates. Die Risiken wurden mit einer niedrigen
Auftretens- und einer hohen Entdeckungswahrscheinlich bewertet, sodass keine weiteren
MaRnahmen definiert wurden. Fur den Bereich Anwendung wurde als Risiko erkannt,
dass verschiedene Arbeitsgruppen des Instituts Zugang zum Multiplattenleser haben und
keine Zugangsbeschrankung zum Gerét besteht. Kritisch zu betrachten ist fernerhin die
Maoglichkeit, Daten fur die Freigabe manipulieren zu kénnen. Um dieses Risiko zu
vermeiden, wurde definiert, dass vor dem Einsatz als Freigabegerat eine Software
implementiert werden muss, welche die Manipulation von Daten verhindert sowie eine

Nachverfolgung jeglicher Dokumentenbearbeitung ermdglicht.

3.7.2 Validierungsparameter

Die Richtlinie ICH Q2(R1), veroffentlicht vom International Council for Harmonisation
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for human Use, definiert
die Anforderungen an ein neues Prifverfahren. Zusatzlich muss die Guideline on
bioanalytical method validation (EMA 2011) beriicksichtigt werden. Die Richtlinien
beinhalten die Parameter Robustheit, Linearitat, Genauigkeit, Prazision, Spezifitat sowie
die Definition des Arbeitsbereichs. Anforderungen werden zudem fur den
Kontrollstandard sowie fir die Stabilitdt des Analyten definiert. Das Detektions- sowie
das Quantifizierungslimit muassen nach Richtlinie fir die Entwicklung eines

Verunreinigungstest, jedoch nicht fiir einen Assay bestimmt werden.

3.7.2.1 Robustheit

Die Robustheit sollte bereits wahrend des Entwicklungsprozesses berlicksichtigt werden.

Wahrend der Methodenentwicklung wurde untersucht, inwiefern Prozessbestandteile und
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Prozessabweichungen sich auf die Zuverlassigkeit der Messungen auswirken. Die ICH
Richtlinie fordert bei empfindlichen Prozessschritten eine umfangreiche Uberwachung

des Ablaufes sowie die ausfiihrliche Dokumentation von auftretenden Abweichungen.

3.7.2.2 Linearitat

Die Linearitat innerhalb eines analytischen Testverfahrens beschreibt die Fahigkeit,
Messergebnisse zu erhalten, welche proportional zur Konzentration des Analyten sind.
Die Richtlinie des ICHs fordert die Auswertung von mindestens 5 verschiedenen
Konzentrationen des Analyten mithilfe des Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) oder
dem Bestimmtheitsmal (R?).

3.7.2.3 Genauigkeit

Die Genauigkeit eines analytischen Testverfahrens beschreibt die Auspragung der
Differenz zwischen den theoretische korrekten (Nominalwert) gegenlber den
gemessenen Werten. Eine Differenz kann aus zufalligen oder systematischen Fehlern
resultieren. Die Genauigkeit muss nach den Richtlinien der EMA (2011) fur den
gesamten Arbeitsbereich bestimmt werden. Wird die Genauigkeit wahrend eines
Messdurchlaufes bestimmt, so miissen mindestens 5 Proben mit je 4 Konzentrationen
gemessen werden. Diese Proben werden in dieser Arbeit als QC-Samples bezeichnet. Die
durchschnittlichen Messergebnisse dirfen nicht mehr als 15 % vom Nominalwert
abweichen. An den Maxima und Minima des Arbeitsbereichs diirfen Abweichung von bis

zu 20 % auftreten.

Wird die Genauigkeit zwischen den Messdurchl&ufen bestimmt sind an mindestens zwei
unterschiedlichen Tagen Messungen mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
notwendig. Die Messergebnisse durfen ebenfalls nur 15 % bzw. 20 % vom Nominalwert

abweichen.

3.7.2.4 Préazision

Die Prézision beinhaltet die Wiederholbarkeit und die Reproduzierbarkeit der

Messungen. Sie sollte sowohl innerhalb als auch zwischen den Messdurchlgufen
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bestimmt werden. Zum Nachweis der Wiederholbarkeit innerhalb eines Durchlaufes
missen mindestens 5 Messungen mit unterschiedlichen Konzentrationen und je 3
Replikaten im Arbeitsbereich durchgefuhrt werden. Wird die Prazision zwischen den
Messdurchldufen bestimmt sollten an mindestens zwei unterschiedlichen Tagen
Messungen mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefuhrt werden. Der

Variationskoeffizient muss < 15 % betragen.

Der Nachweis der Reproduzierbarkeit muss in einem anderen Labor Gberpriift werden
und ist nur notwendig, wenn das entwickelte Verfahren als standardisiertes Verfahren
zum Beispiel in die Pharmacopeia aufgenommen werden soll. Deshalb wurde die

Reproduzierbarkeit hier nicht berticksichtigt.

Fur die Prazision sollte die absolute Standardabweichung, die relative

Standartabweichung sowie das Konfidenzintervall angegeben werden.

3.7.2.5 Spezifitat

Die Spezifitat innerhalb eines analytischen Testverfahrens beschreibt die Fahigkeit, den
Analyten trotz Gegenwart potenziell vorkommender weiterer Bestandteile eindeutig zu

bestimmen.

3.7.2.6 Der Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich definiert die niedrigste und die hochste Konzentration des Analyten
in der Probe fur die nachgewiesen wurde, dass die Anforderungen an Linearitét,
Genauigkeit und Prézision gewéhrleistet sind. Der Arbeitsbereich kann von den

Linearitatsversuchen abgeleitet werden.

3.7.2.7 Referenz- und Kalibrierungsstandard

Neben den beschriebenen Parametern definiert die European Medicines Agency (2011)
in der Guideline on bioanalytical method validation zusatzlich die Anforderungen an
einen Referenzstandard. Dieser soll fur die Erstellung eines Kalibrierungsstandards, fur

Quialitatskontrollen sowie fiir Stabilitatsversuche genutzt werden. Die Qualitdt des
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Standards muss  sichergestellt werden. Zul&ssige Referenzstandards sind
Vergleichsstandards, im Handel erwerbliche Standards oder ausfiihrlich charakterisierte
Standards aus nicht kommerzieller Herstellung. Als Voraussetzung gilt ein
Analysezertifikat, welches Angaben zur Reinheit, zu den spezifischen Lagerbedingungen
sowie zur Haltbarkeit beinhaltet.

Es wird gefordert, dass die Reaktion des Assays auf verschiedenen Konzentrationen des
Analyten bekannt ist. Der Kalibrierungsstandard sollte in der identischen Matrix wie die
zu untersuchenden Proben hergestellt und bei jeder Messung einer Probe mitgemessen

werden.

3.7.3  Durchfihrung der Validierung

Die nach GMP-Richtlinien geforderte Installation- and Operation Qualification (10Q) fur
den Tecan Reader wurde in Zusammenarbeit mit dem Leiter der Qualitatskontrolle des
Fraunhofer ISC - Translationszentrums fur Regenerative Medizin (TLZ-RT)
durchgefuhrt und dokumentiert und ist nicht Teil dieser Arbeit. Durchgefiihrte wurde die
Validierung der analytischen Methode, auch als Performance Qualification bezeichnet.
Fur die Perfomance Qualification (PQ) wurde nachfolgende Validierungsmatrix fir die
Durchfuhrung entwickelt.

Tabelle 23 PQ - Validierungsmatrix

::;:JJ;Ch Operator Tag IS_t['o)lrljda\rd ,I;Esl;ly Gerat (Sgacmples \rﬁ;(:unnungs
1 1 1 A A A A A
2 1 1 B B A A B
3 2 2 A A B B C
4 3 2 B B B C D

Tabelle 23 stellt schematisch den Versuchsablauf fir die Validierung der entwickelten
Methode dar. Aus der Validierungsmatrix kénnen die untersuchten Variablen entnommen
werden. Die 4 Validierungsldufe wurden von 3 verschiedenen Operatoren an 2
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Fir den LDH-Standard und das LDH-Assay Kit

wurden jeweils 2 verschiedene Chargen verwendet. Die Validierungslaufe wurden an 2
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Geréaten und mit 3 separat hergestellten QC-Samples durchgeftihrt. Teil dieser Arbeit sind
die Validierungslaufe 1 und 2. Die Validierungslaufe 3 und 4 wurden von Mitarbeitern

der Qualitatssicherung des TLZ-RT durchgefuhrt und werden separat ausgewertet.

Jeder Operator bereitete mindestens 24 Stunden vor der Durchfuhrung des
Validierungslaufes, nach SOP, das LDH Kit fir die Messung vor. Am Tag der
Durchfiihrung wurde der LDH-Standard, die QC-Samples sowie die Verdiinnungsreihe
nach folgendem Schema von jedem Operator eigenstdndig angesetzt. Die erwartete
Absorption wurde aus den Lyseversuchen fur N-TEC 30, 31 und 36 abgeleitet. Zur
Herstellung der 1. Verdiinnung wurden 10 pl LDH-Standard mit 1.990 pl CM kombiniert.
100 pl aus der 1. Verdunnung wurden flr die 2. Verdinnung mit 4.900 ul CM kombiniert.

Tabelle 24 Schema zum Ansetzen der Verdlnnungsreihe und der QC-Samples

Konzentration ;/.O\I/uerpde[?nnung /CM ,E\[)Vs\l:rr;z[gn Viabilitat
1:30.000 500 pl /1.000 pl 1,6446 ~50 %
1:40.000 333 pl /1.000 pl 1,2744 ~ 60 %
1:50.000 250 pl /1.000 pl 1,0522 ~ 65 %
1:60.000 200 pl /1.000 pl 0,9041 ~70%
1:70.000 167 pl /1.000 pl 0,7983 ~75%
1:100.000 111 pl/1.000 pl 0,6079 ~85 %
1:150.000 71,4 ul /1.000 pl 0,4598 ~90 %
1:200.000 52,6 ul /1.000 pl 0,3858 > 90 %
1:300.000 34,5 ul /1.000 pl 0,3117 > 95 %
1:500.000 20,4 pl /1.000 pl 0,2525 > 95 %
CM O ul/1.000 pl 0,0943

Tabelle 24 die Anleitung zum Ansetzen der benétigten LDH Verdinnungen sowie der
QC-Samples dar. Die grin hinterlegten Verdinnungen wurden doppelt angesetzt und
dienten zusatzlich als QC-Samples. Die Messergebnisse aus der Verdinnungsreihe und
den QC-Samples wurden zur Berechnung der Linearitat, der Genauigkeit und der
Prézision verwendet. Zusatzlich konnte der Arbeitsbereich definiert werden. Die
Akzeptanzkriterien fur die Validierungsparameter wurden mit der ICH Topic Q2(R1) —
Validation of Analytical Procedures: Text an Methodology Step 5 (EMA 2005) und der
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Guideline on bioanalytical method validation (EMA 2011) nach GMP Richtlinien

definiert.

Tabelle 25 Akzeptanzkriterien fur die Validierungsparameter

Validierungsparameter Parameter

Akzeptanzkriterium

Stabilitat des Analyten bei

Tagliche Zerfallsrate

Robustheit 37 °C <59
LDH Nachweisbarkeit
f(erzzt%gfrgiterli!f?rﬁmer Nachweisbarkeit > 85 %
Kulturmedium
Korrelationskoeffizient >0,995
BestimmtheitsmaR (R?) > 0,995

Linearitat Steigung der anaeaeben
Regressionsgeraden 9¢d
Y-Achsenabschnitt angegeben
QC-Sample Verdinnung Nominalwertabweichung

o 1:50.000 - 1:300.000 <15%

Genauigkeit . . .
QC-Sample Verdiinnung Nominalwertabweichung
1:500.000 <20 %
Standardabweichung der b
QC-Samples angegeben

Prazision Konfidenzintervall der
QC-Samples angegeben

Variationskoeffizient (CV) <15%

LDH Konzentration in dem
die Linearitat, Genauigkeit
und Prazision die
Akzeptanzkriterien erfullt

Arbeitsbereich 1:50.000 — 1:120.000

Tabelle 25 stellt die nach GMP Richtlinien zu untersuchenden Validierungsparameter und
deren definierte Akzeptanzkriterien dar. Die Robustheit wurde nach Leitlinie bereits
wéhrend der Methodenentwicklung untersucht. Fur den Nachweis der Spezifitat waren
keine zusétzlichen Experimente zu den bereits durchgefihrten notwendig. Die Spezifitét
des kommerziell erwerblichen LDH-Assay Kits wird vom Hersteller angegeben. Wie

gezeigt hat das CM-Medium sowie der Lysepuffer keinen Einfluss auf die Spezifitat. Fur
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einige Parameter werden keine quantitativen Akzeptanzkriterien definiert, stattdessen

muss der jeweilige Wert nur angegeben werden.

3.7.4 Ergebnisse der Methodenvalidierung

Der erste Validierungslauf wurde von Operator 1 an Tag 1 an Gerat A durchgefuhrt. Es

wurde der LDH-Standard A und das LDH-Assay Kit A verwendet. Gemessen wurden die

Verdinnungsreihe A und die QC-Samples A.

Tabelle 26 Ergebnisse Validierungslauf 1

Konzen- MW SD Nominal QC- MW SD Konfidenz-
tration (n=3) (n=3)  -wert Sample (n=3) (n=3) intervall
1:30.000  1,6632 0,0293 1,6858

1:40.000  1,2996 0,0172  1,3024

1:50.000  1,1106 00773 10724 1 1,1258 0,0027 0,0031
1:60.000  0,9107 0,0022 0,9191

1:70.000  0,8262 0,0271 0,8095 2 0,8601 0,0145 0,0164
1:100.000  0,6465 0,0493 06124 3 0,6487 0,0048 0,0054
1:150.000 0,4854 0,0373 04590 4 0,4964 10,0328 0,0371
1:200.000 0,3728 0,0073 03823 5 0,4056 0,0215 0,0243
1:300.000  0,2906 0,0073 03057 6 0,3014 0,0098 0,0111
1:500.000 0,2169 0,0021 0,2443 7 0,2248 0,0123 0,0139
CM 0,1059 0,0028

Tabelle 26 stellt eine Ubersicht der Auswertung des ersten Validierungslaufes dar. Aus

den Mittelwerten der Verdinnungsreihe wurde eine Regressionsgerade erstellt. Diese

wurde zur Errechnung der Nominalwerte verwendet. Fiir die Mittelwerte der QC-Samples

wurden auf Basis der Nominalwerte die Genauigkeit und Prézision berechnet.
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Abbildung 19 Graphische Darstellung der Absorption in Abhangig der Verdiinnung der LDH fiir
Validierungslauf 1

Abbildung 19 verdeutlicht den linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration des
Analyten und der gemessenen Absorption. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,999, das
BestimmtheitsmaR 0,997, die Steigung der Regressionsgeraden sowie der Y-
Achsenabschnitt kénnen dem Diagramm entnommen werden. Die Parameter fur die
Linearitat haben die definierten Akzeptanzkriterien fur den gesamten Messbereich erfullt.
Die Abweichung der QC-Samples vom Nominalwert betrugen zwischen 1,40 % und 8,15
%. Die definierten Akzeptanzkriterien fur die Genauigkeit innerhalb des
Validierungslaufes wurden fir alle QC-Samples erfillt. Die Standardabweichung sowie
das Konfidenzintervall ~kénnen  Tabelle 26 entnommen werden. Die
Variationskoeffizienten lagen zwischen 0,24 % und 6,60 %. Die Prazision fir

Validierungslauf 1 hat fiir alle QC-Samples die Akzeptanzkriterien erfillt.

Der zweite Validierungslauf wurde von Operator 1 an Tag 1 an Gerat A durchgefiihrt. Es
wurde der LDH-Standard B und das LDH-Assay Kit B verwendet. Gemessen wurden die
Verdunnungsreihe B und die QC-Samples A.
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Tabelle 27 Ergebnisse Validierungslauf 2

Konzentration MW  SD I_\\ll\<l)errr1t|nal SQaCrr-lpIe MW SD iKn(t):rf\l/(:\(Iean-
1:30.000 1,5510 0,0132 11,6007

1:40.000 1,2364 0,0106 1,2435

1:50.000 1,0781 0,0395 11,0292 1 1,1633 0,0373 0,0422
1:60.000 0,9106 0,0145 0,8863

1:70.000 0,8149 0,0013 0,7842 2 0,8646 0,0141 0,0159
1:100.000 0,6121 0,0109 0,6005 3 0,6821 0,0442 0,0501
1:150.000 0,4710 0,0299 0,4577 4 0,5251 0,0236 0,0267
1:200.000 0,3796 0,0238 0,3862 5 0,4434 0,0142 0,0160
1:300.000 0,2921 0,0032 0,3148 6 0,3159 0,0106 0,0120
1:500.000 0,2149 0,0026 0,2576 7 0,2384 0,0268 0,0304
CM 0,0988 0,0023 1,6007

Tabelle 27 stellt eine Ubersicht der Auswertung des zweiten Validierungslaufes dar Aus

den Mittelwerten der Verdlnnungsreihe wurde eine Regressionsgerade erstellt. Diese

wurde zur Errechnung der Nominalwerte verwendet. Fir die Mittelwerte der QC-Samples

wurden auf Basis der Nominalwerte die Genauigkeit und Prézision berechnet.
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Abbildung 20 Graphische Darstellung der Absorption in Abhdngig der Verdinnung der LDH fur
Validierungslauf 2

Auch fir den zweiten Validierungslauf verdeutlicht Abbildung 20 den linearen
Zusammenhang zwischen der Konzentration des Analyten und der gemessenen
Absorption. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,997, das Bestimmtheitsmal? 0,995, die
Steigung der Regressionsgeraden sowie der Y-Achsenabschnitt kénnen dem Diagramm
entnommen werden. Die Parameter fir die Linearitdit haben die definierten
Akzeptanzkriterien fir den gesamten Messbereich erfillt. Die Abweichung der QC-
Samples vom Nominalwert betrugen zwischen 0,36 % und 14,73 %. Die definierten
Akzeptanzkriterien fur die Genauigkeit innerhalb des Validierungslaufes wurden fur alle
QC-Samples erfullt. Die Standardabweichung sowie das Konfidenzintervall kdnnen
Tabelle 27 entnommen werden. Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 1,63 % und
11,25 %. Die Prézision fir Validierungslauf 2 hat fir alle QC-Samples die

Akzeptanzkriterien erfullt.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollte ein Verfahren zur Beurteilung der
Viabilitat, eines durch Zellkultur hergestellten Knorpelimplantates, entwickelt und nach
GMP-Richtlinien validiert werden. Es wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, den fur
Zellsuspensionen geeigneten CyQuant LDH Cytotoxicity Assay, durch Modifikationen
in der Handhabung, fur dreidimensionale Gewebe verwenden zu kénnen. Vor der

Entwicklung des Assays wurden herstellungsspezifische Untersuchungen vorgenommen.

4.1 Einfluss des Herstellungsprozesses auf LDH und

Nachweisbarkeit im Nahrmedium

Aus irreversibel beschadigten oder zerstorten Chondrozyten freigesetzte LDH wird
aufgrund des Herstellungsprozesses erst bis zu 3 Tage nach der Freisetzung, im Rahmen
der Qualitéatskontrolle, gemessen. Unklar war in diesem Zusammenhang die Stabilitat des
Enzyms in diesem Zeitraum bei 37 °C im Brutschrank, zudem war die generelle
Nachweisbarkeit der LDH im Nahrmedium unklar. Grundvoraussetzung zur Anwendung
des LDH-Assays war die Stabilitat und die Nachweisbarkeit der LDH im N&hrmedium.

Aufgrund der vorangestellten Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass die
LDH zwar an Aktivitét verliert oder zerféllt, dies aber nur in einem geringen Ausmaf
stattfindet. Eine Zerfallsrate von 2,64 % pro Tag, bzw. von 5,27 % Uber 3 Tage bei 37 °C
konnte bedenkenlos durch eine Riickrechnung in der Viabilitatsbeurteilung berticksichtig
werden. Diese Ergebnisse werden durch die bisherige Datenlage unterstiitzt. So stellten
Weseloh et al. (1975) fest, dass im menschlichen Gelenkknorpel zu mehr als 75 % LDH
vom Isotyp 5 und zu mehr als 20 % LDH vom Isotyp 4 vorkommen. Houle et al. (2015)
konnten in ihren Versuchen zur LDH Stabilitat zeigen, dass LDH Typ 5 und 4 in
Hundeserum insbesondere bei Temperaturen von 4 °C und -20 °C nach 3 Tagen zu ber
90 % nachweisbar waren. Die Stabilitatsversuche waren trotz der vorhandenen Daten
unerldsslich, da in der Literatur eine LDH Stabilitat bei 37 °C in Kulturmedium bisher

nicht abschlielend untersucht wurde. Ausgeschlossen werden konnten zudem Einfliisse
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auf die Messergebnisse durch die Anwesenheit der Kollagenmatrix, des Nahrmediums

sowie die Lysepuffers.

Zur Beurteilung der Nachweisbarkeit von LDH im Né&hrmedium wurden in einem
simulierten Herstellungsprozess Mini-Knorpelimplantate, mit einem Durchmesser von 6
mm, hegestellt. Durch das kiinstliche Auftragen einer definierten LDH Menge auf die
Mini-Knorpelimplantate, wurde die Wiederfindungsrate im Medium untersucht. Hierzu
wurden das Medium am letzten Mediumwechsel abgesaugt und die LDH auf die feuchten
Mini-Knorpelimplantate aufgetragen. Damit die LDH in die Knorpelmatrix gelangen
konnte, wurden die Mini-Knorpelimplantate fur eine Dauer von 30 Minuten im
Brutschrank inkubiert und danach mit frischem N&hrmedium versorgt. Nach 3 Tagen
Inkubation, also dem Freigabetag, wurde der LDH Gehalt im Medium gemessen. Ziel
war es hierbei zu untersuchen, in welchem Ausmall die LDH, welches auf die
Kollagenstanze gegeben wurde, nachweisbar ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass
die Knorpelmatrix die LDH nicht zurtickhélt. Die LDH konnte in vollem Umfang im

Né&hrmedium nachgewiesen werden.

Kritisch zu hinterfragen ist bei diesem Vorgehen die Tatsache, dass 3 Tage vor dem
Freigabetermin bereits eine grofle Menge Knorpelmatrix gebildet wurde. Wird nun
unterstellt, dass die LDH zerstorter Chondrozyten nicht aus der Matrix hinaus
diffundieren kann, so kann nicht sicher behauptet werden, dass die auf die Knorpelmatrix
pipettierte LDH auch in die Matrix hineindiffundiert. In diesem Fall wére die LDH von
Beginn des Versuchs an im Medium gewesen und wére daher in vollem Umfang
nachweisbar. Da es nicht moglich war ein alternatives VVorgehen zu entwickeln, musste
unterstellt werden, dass die auf die Knorpelmatrix pipettierte LDH durch nach der 30-
minitigen Inkubationszeit in die Matrix aufgenommen wurde. Der sichere Nachweis

herflr konnte nicht erbracht werden.

Ein alternatives Vorgehen ware die direkte Injektion in statt auf die Knorpelmatrix,
hierbei wirden jedoch durch die Invasivitat der Manipulation gesunde Knorpelzellen
beschéadigt werden, wodurch die LDH Konzentration von der Realitat abweichen wiirde.

Zudem ware bei diesem Vorgehen nicht sicherzustellen, dass die LDH tatsachlich in die
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Knorpelmatrix und nicht unerwiinscht in die Kollagenmatrix injiziert wird. Erschwert
wird dieser Umstand durch die Tatsache, dass nicht an jeder Stelle auf der Kollagenmatrix

eine Knorpelmatrix gebildet wird.

Wahrend der Experimente stellte sich heraus, dass die Kollagenstanzen am Freigabetag
mit einer unterschiedlichen Zellzahl besiedelt waren, obwohl die Behandlung und die
Patientenzellen identisch waren. Die Ursache wurde auf die heterogene Struktur der
Kollagenmatrix zurtickgefihrt, welche eine unterschiedlich dichte Besiedelung zulésst.
Werden nun zwar gleich behandelte Mini-Knorpelimplantate vergleichen, so muss
trotzdem berucksichtigt werden, dass signifikant erscheinende Ergebnisse auch auf
unterschiedlich besiedelte Kollagenstanzen zuriickzufiihren sein kénnten. Hierbei sei
angemerkt, dass auch im realen Herstellungsprozess auf gréfReren Membranen eine
gewisse Heterogenitat beziliglich der Struktur besteht. Andererseits verdeutlicht diese
Heterogenitat der Knorpelmatrix die Relevanz der Entwicklung einer alternativen
Viabilitatsbeurteilung. Die bisherige Beurteilung erfolgte iber extrem kleine Bereiche
durch histologische Schnitte des Freigabeproduktes. Diese werden nur aus den
Randbereichen des Implantates entnommen, sodass eine Représentativitdt der
histologischen Schnitte nicht sichergestellt werden kann. Die von den Behorden
geforderte objektiven Bewertung in einem validierten und nicht invasiven Verfahren kann
durch die Beurteilung von histologischen Schnitten aus den Randbereichen einer

Knorpelimplantates nicht erfullt werden.

Da in dem entwickelten Verfahren die gesamte LDH im Uberstand gemessen wird, stellt
dieses eine reprasentative, prézise, schnelle und kostengiinstige Alternative zur
Beurteilung der Viabilitat dar. Die Beurteilung erfolgt zudem objektiv und nicht-invasiv.
Kritisch ist zu hinterfragen, ob die Erkenntnisse aus den Versuchen mit 6 mm Mini-
Knorpelimplantaten vollstdndig auf den realen Prozess ibertragen werden kdnnen. Die
Bedingungen der Reinraumherstellung konnten exakt herabskaliert nachgestellt werden,
sodass die Flache der Knorpelmatrix auf das Volumen des Mediums bedenkenlos
Ubertragen werden kann. Es besteht zudem kein Grund zur Annahme, dass im realen
Prozess eine dichtere Knorpelmatrix gebildet wird, da die Flache der Kollagenmatrix mit

der identischen Zahl an Knorpelzellen besiedelt wurde.
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4.2 Erstellung der Eichgerade fur die Beurteilung des
Freigabeproduktes

Der Lyseversuch stellte ein zentrales Element bei der Entwicklung der Methode dar.
Mehrfach musste der Versuchsaufbau modifiziert werden. Durch den finalen
Versuchsaufbau konnte die Heterogenitét der Kollagenmatrix relativiert, die notwendige
Lysedauer ermittelt sowie die richtige Verdiinnung des Mediums eruiert werden. Um eine
mdoglichst vorsichtige Bewertung des Freigabeproduktes zu gewéhrleisten, wurde die,
nach vollstdndiger Lyse, niedrigste gemessene Absorption fur die Erstellung einer
Eichgeraden verwendet. Da eine Verdiinnung von 1:10 fur das Medium der Lyseversuche
gewéhlt wurde, konnte fur diese Absorption eine Viabilitdt von 90 % angenommen
werden. Die aus den Linearitatsversuchen bekannte Steigung konnte dann zur Errechnung
weiterer Viabilitatswerte verwendet werden. Diese Steigung konnte in mehreren
Durchlaufen bestétigt werden und ist somit als zuverlassiges Instrument zu betrachten.
Die Eichkurve basiert auf der Auswertung 18 lysierter Mini-Knorpelimplantate. Kritisch
hinterfragt werden muss, ob Situationen auftreten kénnten, bei denen ein noch diinner
besiedeltes Freigabeprodukt, aufgrund der damit einhergehenden verhéltnismaliig

niedrigeren Absorptionswerte, falschlicherweise als ausreichend viabel beurteilt wird.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Ausnahmefallen auch geringer besiedelte
Knorpelimplanate gemessen werden, als jene die im Lyseversuch berlcksichtigt wurden.
Da jedoch ein mdglichst vorsichtiges Beurteilungsvorgehen gewahlt wurde, kann das
Risiko als gering angesehen werden. So konnte mit den Daten des Lyseversuchs fir den
Patient PFOA BO03 ein Worstcase-Szenario entworfen werden. Das Gewicht und die
Beschaffenheit des Produktes wurden von allen Mitarbeitern der Herstellung als aufféllig
beurteilt. Eine Knorpelmatrix im tblichen Ausmal wurde nicht gebildet, der Worstcase
ist eingetreten. Wirde nun die Eichkurve mit der Absorption von 0,3009 (PFOA BO03)
statt mit 0,4301 (N-TEC 30) erstellt, so ergébe sich eine kritische Absorption von 0,5755
statt 0,9631 fur eine Vitalitdt von 70 %. Obgleich ein vergleichbar schwach besiedeltes
Implantat von den Mitarbeitern der Herstellung mit hoher Wahrscheinlichkeit entdeckt
werden wirde, wurden fur bisherige Freigaben nie ein Absorptionswert von > 0,6100

gemessen. Die Ublichen Absorptionswerte der Freigabeprodukte, allerdings bisher nicht
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nach SOP gemessen, betrugen zwischen 0,2533 und 0,6100. Die gewahlte
Beurteilungsmethode kann demnach als sehr vorsichtig und zuverlassig beurteilt werden.
Die erhaltenen Viabilitatswerte stellen durch das Verfahren keinen exakte, sondern eine
Mindestviabilitat dar.

Weitere  Erkenntnisse  kdnnten  durch  ein  kombiniertes  Vorgehen  zur
Viabilitatsbeurteilung gewonnen werden. Sobald im laufenden Prozess an den
Freigabetagen eine Absorptionsmessung des Uberstandes nach den erstellten SOPs
durchgefuhrt wird, kénnten die Beurteilungen des Pathologen mit den Ergebnissen aus
der entwickelten Methode verglichen werden. Etwaige Abweichungen konnten dann
nachtraglich erortert und bei Notwendigkeit an die entwickelte Methode angepasst

werden.

4.3 Validierung der Methode

Die Validierung der entwickelten Methode stellte den zweiten Kernbereichs der
Promotion dar. Auf Basis der Richtlinien der European Medicines Agency (2011),
wurden eine Risikoanalyse durchgefiihrt, SOPs entwickelt und schliellich ein
Validierungsplan aufgestellt. Erst bei Durchfihrung der Validierung wurde durch
verschiedene Operatoren deutlich, wie relevant die Temperatur der Reagenzien fir den
LDH-Assay ist. Nach diversen gescheiterten Validierungsvorbereitungstests, konnte als
Hauptfaktor fir die abweichenden Absorptionswerte eine zu geringe Temperatur des
Reaktionsmixes identifiziert werden. Es wurde deutlich, dass eine Temperatur der
Reagenzien von 20 °C notwendig fur die erfolgreiche Durchfiihrung des Assays war. Dies
begriindet sich aus der Tatsache, dass es sich um eine enzymatische Reaktion handelt.
Enzymatische Reaktionen sind stark abh&ngig von der Temperatur, sodass es durch eine
nicht ausreichende Erwéarmung des gefrorenen LDH-Assay-Substratmixes zwangslaufig
zu falschen Messergebnissen kommt (Berg et al. 2018). Nach der Verankerung dieser
Erkenntnisse in der SOP, konnten fur die Parameter Linearitit, Genauigkeit und Prazision

in den Validierungsldufen 1 und 2 die Akzeptanzkriterien erfullt werden.
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Der Paramater Robustheit wurde bereits wahrend der Methodenentwickelung
berucksichtigt. Die Spezifitat musste aufgrund der Anwendung eines LDH-spezifischen,

kommerziell erwerblichen, Kits nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte eine alternative Methode zur Beurteilung der
Viabilitat hergestellter Knorpelimplantate entwickelt werden. Diese Methode erfullt die
Anspriiche an Reproduzierbarkeit, Objektivitdt und Standardisierbarkeit und konnte im

Rahmen der Validierung nach GMP-Richtlinien validiert werden.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der sich umkehrenden Alterspyramide in Deutschland leiden bereits jetzt
immer mehr Menschen an Gelenkknorpelschéden. Doch nicht nur das Alter, sondern auch
Unfalle und Sportverletzungen und Ubergewicht konnen zu irreversiblen
Knorpeldefekten fiihren. Obwohl es diverse Behandlungsmaglichkeiten gibt, kdnnen die
bisherige Methoden nicht als dauerhafte Heilung betrachtet werden. Im Rahmen des
internationalen  Forschungsprojektes  BIO-CHIP  sollte eine  vielsprechende

Behandlungsmethode mit neuartigen Arzneimitteln untersucht werden.

Als Ausgangsmaterial des Arzneimittels, ein hergestelltes Knorpelimplantat, dienen
patienteneigene Knorpelzellen aus der Nase. Diese werden isoliert, vermehrt und letztlich
auf einer Matrix zu einem Knorpelimplantat kultiviert. Wesentliche Voraussetzung fur
die  Implantatfreigabe  stellt  neben  toxikologischen  und  biologischen
Unbedenklichkeitstests die Beurteilung der Viabilitat dar. Diese wurde bisher anhand von

Histologieschnitten von der Pathologie durchgefiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Validierung eines standardisierten
und objektiven Viabilitatstests fur die Chondrozyten innerhalb der Knorpelmatrix.
Hierfur wurde die LDH als Marker fir irreversibel geschédigte Zellen verwendet. Die
LDH Konzentration konnte mit dem CyQuant LDH-Assay durch die Messung der
Absorption gemessen werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass LDH die
erforderliche Stabilitdt und Nachweisbarkeit im Medium besitzt. Mithilfe der Lyse,
analog zum Herstellungsprozess, geziichteter Mini-Knorpelimplantate, konnten die
maximal erreichbaren LDH Konzentrationen ermittelt werden. Mithilfe dieser
Konzentrationen wurde eine Eichkurve generiert. Diese dient als Beurteilung der

Viabilitat zukiinftig gemessener Absorptionen des Uberstandmediums.

Das entwickelte Verfahren erfordert keine invasiven Eingriffe am Implantat und zeichnet
sich durch eine einfache Durchfiihrung aus, da nur der Uberstand gemessen werden muss.
Die durchgefuhrte Validierung der Methode bescheinigte eine hohe Robustheit,

Linearitat, Genauigkeit und Prézision.
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6. Summary

Due to the reversing age pyramid in Germany, more and more people are already
suffering from joint cartilage damage. But not only age, but also accidents and sports
injuries and being overweight can lead to irreversible cartilage defects. Although there
are various treatment options, the previous methods cannot be considered a permanent
cure. As part of the international research project BIO-CHIP, a promising treatment

method with novel drugs was to be investigated.

The patient's own cartilage cells from the nose serve as the starting material for the drug,
a manufactured cartilage implant. These are isolated, multiplied and ultimately cultivated
on a matrix to form a cartilage implant. In addition to toxicological and biological safety
tests, an essential prerequisite for the approval of the implant is the assessment of the
viability. This was previously carried out on the basis of histology from the pathology

department.

The aim of the present work was the development and validation of a standardized and
objective viability test for the chondrocytes within the cartilage matrix. For this, the LDH
was used as a marker for irreversibly damaged cells. The LDH concentration could be
measured with the CyQuant LDH assay by measuring the absorption. It could be proven
that LDH has the required stability and detectability in the medium. With the help of the
lysis, of cultivated mini-cartilage implants, the maximum achievable LDH concentrations
could be determined. A calibration curve was generated using these concentrations. This

serves to assess the viability of future measured absorptions of the supernatant medium.

The developed method does not require any invasive interventions on the implant and is
characterized by its simple implementation, since only the protrusion has to be measured.
The validation of the method certified a high level of robustness, linearity, accuracy and

precision.
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