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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Humaner Gelenkknorpel

Humaner Gelenkknorpel ist ein hyaliner Knorpel und spielt eine fundamentale Rolle bei
der Funktion des Bewegungsapparates und der Kérperbewegung. Mit einer Dicke von 2
bis 4 mm bedeckt er die Oberflache der Epiphysen zweier sich artikulierender Knochen
1.2 Die Hauptfunktion besteht darin, eine glatte und durch Gelenkflissigkeit geschmierte
Oberflache flr die Artikulation von Diarthrodialgelenken zu gewahrleisten, um bei der
Lastaufnahme einen niedrigen Reibungskoeffizienten zu ermdglichen 2. Er fungiert dabei
als eine Art StoRdampfer. Es handelt sich dabei um ein stark hydratisiertes,
hochspezialisiertes Bindegewebe, welches keine Blut- oder LymphgefaRe und keine
nervale Innervation besitzt 3. Dies und die standige mechanische Belastung tragen

wesentlich zu seiner geringen Selbstheilungstendenz bei.

Der Aufbau von Gelenkknorpel lasst sich in einen soliden und einen flissigen Anteil
einteilen *°. Der solide Anteil besteht aus einem fir die Form des Gewebes zustandigen
Netzwerk von Kollagenfibrillen, Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und einem
geringen Anteil von Glykoproteinen 3. Umgeben sind diese soliden Anteile von Wasser
und darin gelésten Elektrolyten, wie Kalzium, Kalium, Natrium und Chlorid 3. Die
Gewebeflussigkeit macht dabei 65 bis 80 % des Gesamtgewichts aus !. Zusammen
bilden sie die sogenannte Extrazellularmatrix (EZM), in welcher sich spérlich verteilt

hochspezialisierte Knorpelzellen, genannt Chondrozyten, befinden 3.

1.1.1 Zonen des Gelenkknorpels

Aus der Anordnung der Kollagenfibrillen in der EZM und der Chondrozyten, sowie deren
Form und Groéf3e ergeben sich verschiedene Zonen des Gelenkknorpels, welche in
Abbildung (Abb.) 1 schematisch dargestellt sind 2®:

0] Tangentialzone:

Diese superfizielle Zone macht 10 bis 20 % der Knorpeldicke aus und ist
gekennzeichnet durch eine hohe Dichte an flachen Chondrozyten 23. Die
Kollagenfibrillen aus hauptséchlich Kollagen Il und Kollagen 1X verlaufen hier dicht
gepackt parallel zur Gelenkoberflache 23. Des Weiteren ist ein niedrigerer
Proteoglykangehalt ~° als in den tieferen Zonen, sowie die Anwesenheit von Lubricin

10 ein muzinartiges Glykoprotein, typisch. Die Zone steht in Kontakt mit der Synovia
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und ist verantwortlich fir den Grof3teil der mechanischen Resilienz des Knorpels

gegen Zug- und Scherkréafte 2.

() Ubergangszone:

Die mittlere Zone nimmt 40 bis 60 % der Knorpeldicke ein und weist eine niedrige
Dichte kugelformiger Chondrozyten auf 23, Die hier dickeren Kollagenfibrillen
imponieren in Form eines desorganisierten Netzwerkes ohne bestimmte Anordnung
11, Diese bieten zusammen mit dem héheren Gehalt an Proteoglykanen einen ersten
Widerstand gegen Kompressionen 2. Sie fungiert anatomisch als Verbindung

zwischen superfizieller und tiefer Zone 2.

(ny Radiarzone:

Die tiefe Zone macht etwa 30 % der Gelenkknorpeldicke aus und weist den
niedrigsten Wassergehalt auf 2. Die hier groRen Chondrozyten sind von einer
perizellularen Matrix umgeben, welche Kollagen VI enthalt 3. Diese sogenannten
Chondrone sind séulenformig tbereinandergestapelt und verlaufen parallel zu den
hier vertikal orientierten Kollagenfibrillen 22, Letztere ermdglichen zusammen mit
dem in dieser Zone héchsten Proteoglykangehalt den starksten Widerstand gegen

Kompressionen 2.

(IV)  Zone des mineralisierten Knorpels:

Zwischen Gelenkknorpel und subchondralem Knochen befindet sich in Form der
sogenannten Zone des mineralisierten Knorpels eine Mineralisierungszone 2. Nach
Hamatoxilin-Eosin (H.-E.)-Farbung ist diese Zone durch die sogenannte ,tidemark*
von der Radiarzone abgrenzbar 3. Hier findet man die Verankerung der
Kollagenfibrillen in den subchondralen Knochen, sowie eine mit Hydroxyapatit-
Kristallen durchsetzter EZM 2° In dieser Zone sind wenige hypertrophe

Chondrozyten auffindbar 2.
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Knochen

Kollagenfibrille ———_ Chondrozyt @

Abbildung 1:  Darstellung der Zonen des Gelenkknorpels: () Tangentialzone, (Il)
Ubergangszone, (Ill) Radiarzone, (IV) Zone des mineralisierten Knorpels. Es imponieren die
typischen Konfigurationen der Kollagenfibrillen und Chondrozyten in den unterschiedlichen
Zonen.

1.1.2 Regionen des Gelenkknorpels

Zusatzlich zu der zonalen Aufteilung lasst die Struktur und Organisation der EZM-
Bestandteile in Bezug auf die darin befindlichen Chondrozyten eine weitere Aufteilung in

Regionen zu 23,

Die perizellulare Matrix ist eine etwa 2 pum dinne Region, welche der Zellmembran des
Chondrozyten direkt anliegt und sie schiitzend umgibt 234, Kennzeichnend ist die
Anwesenheit von Kollagen VI, sowie eine Zusammensetzung aus hauptséchlich
Proteoglykanen 518 Funktionell spielt diese Region eine wichtige Rolle in der

Transduktion biochemischer und biomechanischer Signale *°.

Die territoriale Matrix umgibt die perizellulare Matrix und besitzt einen noch héheren
Gehalt an Proteoglykanen, sowie ein ausgepragtes Netzwerk aus Kollagenfibrillen und
ist reich an Chondroitinsulfat **2°, Vermutlich hat sie eine schiitzende Funktion fiir die
Chondrozyten 2.
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Die interterritoriale Matrix lasst sich lichtmikroskopisch gut von den anderen beiden
unterscheiden 6. Durch den in perizellularer und territorialer Matrix hohen Gehalt an
polyanionischen Proteoglykanen imponieren diese in der H.-E.-Farbung deutlich
basophiler ©. Die interterritoriale Matrix ist im Gegensatz dazu reich an
keratinsulfathaltigen Proteoglykanen 6. Durch die unterschiedliche Anordnung der dort
dicken Kollagenfibrillen ist sie fir den Grof3teil der mechanischen Eigenschaften des

Gelenkknorpels verantwortlich 2122,

1.1.3 Chondrozyten

Chondrozyten sind hochspezialisierte Zellen mesenchymaler Abstammung und weisen,
wie bereits erwéahnt, erhebliche Unterschiede in ihrer Morphologie und Verteilung
innerhalb der EZM auf 223, Sie nehmen dabei nur rund 2 % des Gesamtvolumens im
Gelenkknorpel ein 2. Jeder Chondrozyt kreiert seine eigene charakteristische
Umgebung in Form der oben genannten Matrices, was dazu fiihrt, dass sie recht immobil
sind und daraus folgend kaum Zellmigration stattfindet 2. Das erklart, kombiniert mit inrer
geringen Quantitat, warum kaum Zell-zu-Zell Kontakte stattfinden 324, Dennoch
reagieren Chondrozyten auf zahlreiche &ufere Stimuli, wie Wachstumsfaktoren,
mechanische und piezoelektrische Krafte sowie hydrostatische Driicke, 2?°. Da
Chondrozyten fur die Bildung, Instandhaltung und Reparatur der EZM verantwortlich
sind, ist ihr Uberleben fiir einen gesunden Gelenkknorpel unabdingbar 2. lhre geringe
Quantitat und Zellteilungsrate ist ein entscheidender Faktor fir die schlechte
Selbstheilungstendenz und somit auch fir die Pathogenese von Erkrankungen des

Gelenkknorpels 2.

1.1.4 Kollagene und Proteoglykane

Mit 60 % machen Kollagene den Grof3teil des Trockengewichts von Gelenkknorpel aus.
Proteoglykanen haben einen Anteil von 10 bis 15 % am Trockengeweicht des
Gelenkknorpels. Bei beiden handelt es sich um wichtige strukturelle Makromolekule in
der EZM. Das am héaufigsten vorkommende Kollagen Il (90 bis 95 %) liegt als ein
Netzwerk aus Fibrillen vor und ist mit Proteoglykanaggregaten verflochten 2. Andere

Kollagentypen helfen dabei, dieses Kollagennetzwerk zu stabilisieren 2.

Eines der grof3ten und zahlreichsten Proteoglykane ist Aggrecan, welches durch seine
Fahigkeit mit Hyaluronsaure (HA) zu interagieren, gekennzeichnet ist 2. Als riesige
Aggregate befinden sie sich in den interfibrillaren R&umen und sind durch ihre
osmotischen Eigenschaften fur die Druckelastizitat des Knorpels verantwortlich 26,

Durch die ziigelnde Wirkung der Kollagenfibrillen kénnen Proteoglykane und HA ihrer
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Expansionsneigung nicht voll nachkommen, sie kdnnen nur etwa 20 % ihres benétigten
Losungsraumes in der EZM einnehmen und fungieren vergleichbar wie Sprungfedern ©.
Gleichzeitig haben sie eine stark wasseranziehende Wirkung und sind fir den hohen

Wassergehalt in der EZM verantwortlich ®.
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1.2 Pathologien des Gelenkknorpels

Das Versagen von Gelenkknorpel lasst sich als Resultat aus einem Ungleichgewicht
zwischen EZM-Produktion und den auf den Knorpel wirkenden destruktiven Kréften
zusammenfassen 3?6, Sowohl Traumata als auch chronisch-degenerative
Veranderungen sind die wichtigsten Risikofaktoren in der Entstehung einer
Osteoarthrose, der haufigsten nicht-entztindlichen, degenerativen Gelenkerkrankung in
der westlichen Welt 2728, Zu beachten ist, dass die Osteoarthose im englischen
Sprachgebrauch als ,osteoarthritis® bezeichnet wird, wahrend man in der deutschen
Sprache bei einer Osteoarthritis in der Regel von einer entzundlich-rheumatoiden

Erkrankung spricht 2°,

1.2.1 Einteilung von Knorpellasionen

Lokalisation, GroRe und Tiefe von Knorpellasionen variieren und zur einheitlichen
Einteilung existieren mehrere Klassifikationssysteme. Am haufigsten werden die
International Cartilage Repair Society (ICRS) Klassifikation und die Outerbridge
Klassifikation verwendet, wie in den Tabellen (Tab.) 1 und 2 aufgefiihrt *°-32, Eine
akkurate Einteilung ist essentiell, um eine passende Therapie festlegen zu kbnnen und

eine Prognoseabschéatzung zu ermoglichen 333,

Tabelle 1: International Cartilage Repair Society (ICRS) Klassifikation

Grad | Beschreibung

0 Normaler intakter Knorpel

1 1A: oberflachliche Lasionen und Erweichung

1B: oberflachliche Fissuren und Lazerationen

Ausfransen, Lasionen und Fissuren, bis zu <50 % in die Tiefe des Knorpels

3 3A: Defekte tiefer als 50 %, aber nicht in der kalzifizierten Zone
3B: Defekte bis zur kalzifizierten Zone

3C: Defekte bis, aber nicht durch den subchondralen Knochen
3D: Defekt tiefer als 50 % mit Blasenbildung

4 4A: Defekt bis zum oberflachlichen subchondralen Knochen

4B: Defekt bis zum tiefen subchondralen Knochen
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Tabelle 2: Outerbridge Klassifikation

Grad | Beschreibung

0 Normaler Knorpel

I Erweichung und Schwellung des Knorpels

1 Fissuren mit einem Durchmesser <0,5 Inch nicht bis zum subchondralen

Knochen

1l Fissuren mit einem Durchmesser >0,5 Inch bis auf den subchondralen

Knochen

\Y Erosion bis auf den subchondralen Knochen

1.2.2 Chronisch-degenerative Verdnderungen

Im Rahmen des Alterungsprozesses weist Gelenkknorpel eine Abnahme sowohl in
Dicke als auch in Zelldichte auf **. Des Weiteren wird die Integritat der EZM durch eine
veranderte Kollagenvernetzung gestort, was auf eine Akkumulation von glykierten
Endprodukten zurtickzufiihren ist 3. Dabei kann zwischen dem 50. und 90. Lebensjahr
eine Abnahme der Chondrozytendichte von 50 % beobachtet werden, beginnend in der
superfiziellen Zone %*. Die verminderte Zelldichte ist vermutlich ein Grund fir das im Alter
zunehmende Risiko einer Osteoarthrose, da dem Knorpel jegliche, ohnehin schon kaum
vorhandene Fahigkeit zur Selbstheilung verlorengeht 4%, Auch die Erndhrung des
Knorpels Uber den einzig moéglichen Weg, der Diffusion, nimmt im Alter ab ¥,
ZurlUckzufuhren ist dies auf eine GrofRenreduktion der Zone des kalzifizierten Knorpels
und damit verbundener verminderter Durchlassigkeit 8. Verstarkt wird der
Nahrstoffmangel durch eine bis in die 7. Lebensdekade sinkende Vaskularisation,
welche an Femur- und Humeruskopfen beobachtet werden konnte *¢. Die Kombination
dieser altersbedingten Faktoren fiihrt zu einer erhéhten Fragilitat des Gelenkknorpels

und kann die Entstehung einer Osteoarthrose begtinstigen.

1.2.3 Traumatische Lasionen

Verletzungen des Gelenkknorpels lassen sich grob in chondrale und osteochondrale
Lasionen einteilen 3°4°, Dabei penetrieren die osteochondralen Verletzungen den
subchondralen Knochen und haben je nach Grole und Lokalisation ein partielles
Regenerationspotential. Dieses kommt durch lokale Einblutungen des verletzten
Knochens zustande. Diese Einblutungen bilden zuné&chst ein fibrinhaltiges Blutgerinnsel,

welches durch die Ausschittung von Wachstumsfaktoren Stammzelleinwanderung und
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Kollagen I-Synthese verursacht wird 41, Es kommt am Ende dieser Kaskade zur Bildung
eines faserknorpelartigen Reparaturgewebes, welches dem hyalinen Gelenkknorpel in
seinen biomechanischen Eigenschaften deutlich unterlegen ist, was am hohen Kollagen
I-, statt Kollagen II-Gehalt, und niedrigen Proteoglykangehalt liegt 4>43. Des Weiteren
integriert dieses Reparaturgewebe wenig bis gar nicht mit dem nativen Gelenkknorpel
und es konnen haufig fokale Diskontinuitdten zwischen den beiden Knorpelarten
nachgewiesen werden “*.  Aufgrund dieser Faktoren degeneriert dieses

Reparaturgewebe nach einigen Wochen bis Monaten °.

Wegen der avaskularen Natur des Gelenkknorpels kann sich bei rein chondralen
Verletzungen kein Blutgerinnsel formieren und weder ein Reparaturgewebe entstehen
noch eine Entzindungsreaktion ausgelost werden 23, Stattdessen reagieren die
Chondrozyten mit einer Proliferation und verstarkten EZM-Synthese am L&sionsort,
welche aber die zerstorte Oberflache nicht regenerieren kann 2345, Auch scheinbar
triviale oberflachliche Verletzungen ohne sichtbare chondrale Fissur kénnen
Chondrozyten und EZM schéadigen und einen Circulus vitiosus in Gang setzen 23, Der
Chondrozytenschaden fihrt durch die dadurch entstehende verminderte EZM-
Produktionskapazitat zu einer niedrigeren Konzentration von Proteoglykanen, hherem
Wassergehalt und veranderten Kollagenstruktur in der EZM 234647 Die dadurch
veranderten biomechanischen Eigenschaften kdnnen eine Knorpellasion unabhangig
von dessen GroRe und Ausdehnung verschlimmern und schlie3lich in eine
posttraumatische Osteoarthrose miinden. Da Gelenkverletzungen h&ufig von Lasionen
der Ligamente oder Menisken begleitet werden und diese zu Fehlhaltungen und -
belastungen fuhren, kdnnen sie ebenfalls zur progredienten Knorpelschadigung und -
degeneration beitragen “°. Allein in den USA sind posttraumatische Osteoarthrosen fur
etwa 12 % aller Osteoarthrosen verantwortlich und verursachen Behandlungskosten von
jahrlich ungefahr 3 Milliarden US-Dollar 8.

1.2.4 Osteoarthrotische Knorpeldegeneration

Posttraumatische und altersbedingte strukturelle Knorpelldsionen sind neben
Ubergewicht, genetischen Faktoren, Entziindung, metabolischem Syndrom und
weiblichem Geschlecht die wichtigen Risikofaktoren bei der Entstehung einer
Osteoarthrose “°. Es kommt zur einer Stérung der Homoostase im Gelenkknorpel, wobei
die katabolischen Prozesse den anabolischen Prozessen Uberwiegen und es zunéchst
zu einer Fibrillierung der Knorpeloberflache und schlief3lich zu einer Veranderung der

molekularen Komposition und Organisation der EZM kommt 4°-°1, Dabei kann eine
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Proteolyse von Aggrecan durch ,a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs* (ADAMTS) 4 und 5, sowie eine Verdauung von Kollagen Il durch
die Matrixmetalloproteasen 1, 2 und 13 beobachtet werden 5253, Chondrozyten erhéhen
daraufhin reaktiv ihre Stoffwechsel- und Teilungsrate, hypertrophieren und bilden
Ansammlungen, um so den Versuch einer Regeneration zu initiieren 4. Diese transiente
proliferative Reaktion fiihrt zunachst zu einer erhéhten EZM-Produktion >4, Allerdings
folgt dieser pathologischen Stimulation auch eine vermehrte Freisetzung von
katabolischen Faktoren, was die EZM-Degradation wiederum beschleunigt und zu einem
immer grof3eren Verlust an Kollagen und Proteoglykanen und dessen Netzwerk fuhrt
>35 Eine Schusselrolle in der Pathophysiologie scheint dabei das Zytokin ,transforming
growth factor-p (TGF-) zu spielen. Es werden sowohl protektive als auch katabolische
Effekte des Signalstoffes im Rahmen der Osteoarthrose beschrieben %657, Letztlich
kommt es zu einem kompletten Verlust des Gelenkknorpels mit Apoptose der
Chondrozyten 4. Resultat ist eine knécherne Gelenkflache und Knochen-an-Knochen
Reibung, was zu Schmerzen sowie Mobilitatseinschrankung bis hin zu einem kompletten

Funktionsverlust des Gelenks fuhrt 5.

1.2.5. Klinik der Osteoarthrose

Die Osteoarthrose kann sowohl mono- als auch polyartikular auftreten und prinzipiell
jedes Gelenk betreffen, wobei am haufigsten die kleinen Gelenke der Hande und Ful3e,
die Huftgelenke und die Kniegelenke betroffen sind *8°°. Dabei treten Symptome meist
erst in einem spaten Krankheitsstadium auf °8°°. Das prominenteste Symptom ist der
Schmerz, welcher vor allem in Form eines konstanten Hintergrundschmerzes und eines
intermittierenden intensiveren Schmerzes beschrieben wird. Der Schmerzcharakter und
die -auspragung kann sich mit dem Krankheitsprogress verandern und verstarken 601,
Charakteristisch sind Schmerzexazerbationen nach mechanischer Belastung des
Gelenks, welche im Tagesverlauf zunehmen %861, Weitere Symptome sind Steifheit des
betroffenen Gelenks mit eingeschrankter Mobilitat und Deformitat, ein Geflhl der
Instabilitat und Krepitationen 8%, Typisch ist zudem eine asymmetrische Prasentation, bei
der nicht alle betroffenen Gelenke symptomatisch sein mussen %8, Im Gegensatz zur
rheumatoiden Arthritis treten nur kurze, unter 30 min anhaltende Episoden von
Morgensteifigkeit der Gelenke auf 86l In der weiteren Anamnese sind die zuvor

genannten Risikofaktoren wegweisend fir die Diagnosestellung.

Zur Verifizierung und zum Ausschluss anderer Diagnosen wird in der Regel eine

Rontgenuntersuchung  des  betroffenen  Gelenks  durchgefihrt.  Typische
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réntgenmorphologische Merkmale sind eine Verschmaélerung des Gelenkspalts,
subchondrale Sklerose, Osteophyten und subchondrale Gerélizysten 6. Die am meisten
verbreitete radiologische Klassifikation wird nach Kellgren und Lawrence in 4 Stadien
vorgenommen (Tab. 3) %26, Da frilhe Knorpelschaden réntgenmorphologisch nicht
suffizient dargestellt werden koénnen, kann die Magnetresonanztomografie als
weiterfuhrendes Diagnostikum herangezogen werden, um die Auspragung des
Schadens genauer zu beurteilen ©%. AuRerdem konnen so relevante, den
Krankheitsverlauf beeinflussende Faktoren, wie Meniskus- oder Ligamentschaden,
identifiziert werden 855, Zur Klarung einer Operationsindikation konnen die gewonnenen
Erkenntnisse aus der nicht routinemaf3ig durchgefiihrten Magnetresonanztomografie
hilfreich sein %7, Dennoch ist zu erwahnen, dass die Diagnose der Osteoarthrose
primé&r Kklinisch gestellt wird und die Symptomatik nicht mit der réntgenmorphologischen
Auspragung korrelieren muss 6. Spezifische laborchemische Biomarker sind fir die
Osteoarthrosediagnostik  nicht etabliert und dienen zum Ausschluss von

Differentialdiagnosen 586168,

Tabelle 3: Radiologische Klassifikation der Osteoarthrose nach Kellgren und Lawrence

Grad | Beschreibung

0 Normalbefund

1 Fragliche Verschmalerung der Gelenkspaltbreite, Osteophyten moglich

2 Mdgliche Verschmélerung der Gelenkspaltbreite, definitiver Nachweis von

Osteophyten

3 Definitive Verschmaélerung der Gelenkspaltbreite, multiple Osteophyten,
mogliche Deformitat der gelenkbildenden Knochenanteile

4 Fortgeschrittene Verschmalerung der Gelenkspaltbreite, grol3e Osteophyten,
schwere subchondrale Sklerose, definitive Deformitat der gelenkbildenden

Knochenanteile
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1.3 Therapiemaoglichkeiten

Die Therapie von Gelenkknorpelschaden beschaftigt Arzte und Wissenschaftler schon
seit Jahrzehnten. Dementsprechend existieren eine Reihe von operativen
Therapiemethoden und deren  Weiterentwicklungen, die im  Folgenden
zusammengefasst werden. Zwar konnten in der Vergangenheit teilweise schon gute
klinische Ergebnisse erzielt werden, dennoch bleibt haufig als Ultima Ratio der
Gelenkersatz durch eine Prothese, was der komplexen und fragilen Natur des

Gelenkknorpels zuzuschreiben ist.

1.3.1 Konservative Therapie

Die konservative Therapie umfasst zunachst die individuelle Anpassung des Lebensstils
und der modifizierbaren Risikofaktoren, wie Gewichtsverlust und aktive muskulére
Belibung. Da bei Gelenkknorpelschaden und der Osteoarthrose Schmerzen das
Hauptsymptom darstellen, spielt die medikamentbése Schmerztherapie eine wichtige
Rolle. Wenn die topische Applikation von nichtsteroidalen Antirheumatika und die orale
Einnahme von Paracetamol nicht gentigen, kann die analgetische Therapie stufenweise
eskaliert werden. Zudem konnen supportive Therapien, wie Physiotherapie,
orthopadische Hilfen und Orthesen oder transkutane Nervenstimulation herangezogen
werden 58616%  Sollten konservative TherapiemalRnahmen nicht genligen, missen

individuell die operativen Therapiemoglichkeiten diskutiert werden.

1.3.2 Lavage, Shaving und Débridement

Die Lavage umfasst die Spilung eines Gelenks mit einem Spulmittel, meist
Natriumchlorid- oder Ringerldsung, mittels Arthroskopie. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass Patienten nur kurzzeitig eine Schmerzreduktion erfahren und nicht

langfristig profitieren °.

Shaving umfasst das arthroskopische Entfernen von abgestorbenem Knorpelgewebe mit
entsprechenden chirurgischen Instrumenten. Es wird nur noch selten bei Lasionen der

Patella verwendet, da ein klinischer Nutzen sonst nicht nachgewiesen werden konnte

45,71

Das Débridement ist eine Kombination aus den ersten beiden Verfahren. Dabei werden
beschadigter Knorpel und Osteophyten grof3ziigig entfernt, Meniskusschaden
behandelt, loses Gewebe beseitigt und schlieRlich das Gelenk gesptilt 72, Auch wenn
es einer kleinen Patientengruppe mit Schmerzsymptomatik nach leichtem Gelenktrauma

zu helfen scheint, profitiert der GroRteil der Patienten nicht von diesem Verfahren 74,

11
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1.3.3 Knochenmarkstimulierende Techniken

Die Abrasionschondroplastik, die Pridie-Bohrung und die Mikrofrakturierung sind
Techniken, bei welchen ein Zugang zum Knochen und Knochenmark geschaffen wird.
Ziel ist es, therapeutische Blutungen im subchondralen Knochen zu induzieren und
Knorpellasionen mit einem fibrinhaltigen Blutgerinnsel aufzufillen, um so den
intrinsischen Reparaturprozess, wie er bei osteochondralen Gelenkknorpellasionen
beobachtet wird, zu provozieren 2. Wie bereits erlautert, entsteht dabei allerdings ein
minderwertiger Faserknorpel, was die Limitierungen dieser Therapieformen aufzeigt. Die
Abrasionschondroplastik beinhaltet dabei das arthroskopische Entfernen von 1 bis 3 mm
subchondralem Knochen, wahrend die Pridie-Bohrung das Anbohren der betroffenen
Areale mittels motorisierter Instrumente vorsieht 2. Im Gegensatz zu diesen beiden
Methoden werden bei der Mikrofrakturierung mit Hilfe arthroskopischer Knorpelstof3el
kleinere und weniger tiefe Locher in 3 bis 4 mm Abstanden am Lasionsort verteilt 4.
Durch die kleineren Perforationen besteht ein geringeres Risiko fur biomechanische
Beeintrachtigungen und fir thermische Gewebenekrosen, welche bei den maschinellen
Manipulationen der ersten beiden Methoden entstehen koénnen “. Es konnte
nachgewiesen werden, dass vor allem Patienten unter 55 Jahren mit kleinen
posttraumatischen osteochondralen L&sionen von der Mikrofrakturierung profitieren
konnen . Generell ist jedoch festzustellen, dass die Verfahren im besten Fall einige

Jahre symptomatische Besserung versprechen und die Ergebnisse sehr variabel sind

45,76

1.3.4 Auto- und Allografts

Unter Auto- beziehungsweise Allografts versteht man die Transplantation von
korpereigenem oder korperfremden Gewebe. Bei Gelenkknorpellasionen sind
osteochondrale Auto- und Allografts, sowie perichondrale und periostale Transplantate
mogliche Therapieformen. Sie werden vor allem bei groReren L&sionen oder nach

Versagen anderer Therapien angewendet *’.

Der osteochondrale Autograft Transfer (OATS) beinhaltet den autologen Transfer von
hyalinem Knorpel mit dazugehdrigem subchondralen Knochen in Form von speziell
ausgestanzten Zylindern. Diese werden im entsprechenden Gelenk von Orten kleiner
Belastung entnommen und offen-chirurgisch oder arthroskopisch an den L&sionsort
transplantiert. Vor allem fur Lasionen im Kniegelenk werden gute langfristige Ergebnisse
nach 10 Jahren beschrieben 78. Trotz der optimistischen Ergebnisse hat dieses

Verfahren ein hohes Risiko fir Kollateralschaden “°. Es muss ein gute laterale

12
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Knorpelintegration zwischen transplantiertem und nativem Knorpel gewéhrleistet sein,
um eine gute mechanische Verankerung des Transplantats sicherzustellen, da es
ansonsten zu einem Knorpeluntergang und somit einer Progression der Lasion kommen
kann 2345, Weitere relevante Probleme sind die Entnahmemorbiditat und die
eingeschrankte GroRRe des Transplantats aufgrund der limitierten Entnahmeorte sowie
die technischen Anforderungen, da eine prazise Anpassung des Transplantates

erforderlich ist 2378,

Im Gegensatz zum OATS wird beim osteochondralen Allograft koérperfremdes
Knorpelgewebe von Kérperspendern verwendet. Vorteil dieser Methode im Vergleich
zum Autograft ist das Wegfallen entnahmeassoziierter Komplikationen und die
Moglichkeit groRBere Lasionen zu behandeln 23, Logistisch stellt es allerdings eine
Herausforderung dar, da nur eine begrenzte Anzahl an Spendern zur Verfligung steht
und das entnommene Gewebe innerhalb weniger Tage, mdglichst frisch und ungefroren,
verarbeitet werden muss, um eine mdglichst hohe Chondrozytenvitalitdt zu
gewabhrleisten >7°, AuRerdem sind allgemeine Komplikationen durch Fremdspende, wie

immunologische Reaktionen, zu erwahnen £,

Periostale und perichondrale Autotransplantate kdnnen die Produktion von neuem
Knorpelgewebe anregen 8. Aufgrund zwar weniger, aber eher unglinstiger Ergebnisse
in Bezug auf die Stabilitat dieses Reparaturgewebes finden diese Verfahren nur in

wenigen Zentren Anwendung 238283,

1.3.5 Tissue Engineering

Tissue Engineering (TE) hat das Ziel, biologisches Gewebe kunstlich strukturell und
funktionell zu rekonstituieren. Dies kann sowohl vollends in vitro, also auch teils in vitro
und teils in vivo erfolgen. Mit der matrixgestitzten autologen Chondrozyten-
Transplantation (MACT) existiert bereits ein Verfahren, welches klinisch Anwendung
findet. Dabei handelt es sich um eine Weiterentwicklung der autologen Chondrozyten-
Transplantation (ACT).

Die ACT umfasst eine Prozedur in zwei Schritten, bei welcher zunéchst arthroskopisch
eine Biopsie aus gesundem hyalinen Gelenkknorpel gewonnen wird ’. Die schlieBlich
in vitro kultivierten und expandierten Chondrozyten werden im zweiten Schritt offen-
chirurgisch in einen Knorpeldefekt implantiert /. Dabei wurden die in Suspension
befindlichen Chondrozyten unter einen zuvor tUber den Defekt gendhten Periostlappen

injiziert 23. Dieser wurde allerdings aufgrund von haufig vorkommenden ungewiinschten
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Hypertrophien (10 bis 40 %) und damit verbundenen Reoperationen durch eine
Kollagenmembran ersetzt, was die Komplikationsraten senken konnte 3#4+88 Qb die
klinischen Ergebnisse der ACT denen der OATS und Mikrofrakturierung langfristig
Uberlegen sind, lasst sich aufgrund der zur Zeit nur begrenzten Anzahl an Studien mit

diesbezuglich variierenden Ergebnissen noch nicht sicher sagen 778992,

Wegen der komplexen und invasiven Natur des mehrschrittigen Eingriffs sowie anderer
Probleme, wie die in vivo zu beobachtende Chondrozyten-Dedifferenzierung mit
resultierender verminderter EZM-Produktionskapazitéat, wurde das Verfahren, in Form
der MACT, weiterentwickelt 377%, Sie beinhaltet das Einbetten der durch Biopsie
gewonnen Chondrozyten in eine Tragermatrix, mit welcher sie zusammen an den
Lasionsort transplantiert werden %4, Solche 3D-Matrices, auch Scaffolds genannt,
dienen als strukturelles Gerilst und haben einige entscheidende Vorteile. Aufgrund der
3D-Konfiguration der Chondrozyten findet innerhalb des Scaffolds eine geringere
Dedifferenzierung und somit eine héhere Produktion von hyalinem Reparaturknorpel
statt ®. AuRerdem erlauben die Scaffolds eine bessere und technisch einfachere
Anpassung an den Lasionsort mit dortiger besserer Stabilitat und daraus resultierender
schnellerer postoperativer Rehabilitation °. Bei der MACT wird eine gemischte
Kollagenmatrix verwendet, in welche die zuvor in vitro expandierten Chondrozyten 3
Tage vor Implantation eingesat werden °¢. Zwar suggerieren verschiedene Studien
bessere klinische Ergebnisse nach 22 Jahren, eine Uberlegenheit der MACT gegeniiber

anderen Therapieformen konnte jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen werden -
99

Im Bereich des TE fir Gelenkknorpel wird intensiv Forschung betrieben und es stehen
zahlreiche neue Techniken in Erprobung. Die daflr verwendeten Komponenten
umfassen unterschiedliche Scaffolds, Zellen und Wachstumsfaktoren. Untersucht
werden unter anderem Scaffolds auf Proteinbasis (z.B. Kollagenmatrices, Gelatine,
Fibrin), Kohlenhydratbasis (z.B. Hyaluronséure, Chitosan) sowie synthetische und
kombiniert-zusammengesetzte Scaffolds. AuRerdem wird die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen unterschiedlicher Herkunft und von induzierten
pluripotenten Stammzellen zur Gelenkknorpelziichtung getestet. Um schon in vitro vor
der Implantation Knorpelgewebe zu zlichten, werden Wachstumsfaktoren, wie TGF-f3,
als exogene Stimuli verwendet. Auch zellfreie Scaffolds und scaffoldfreie Anséatze sind

Gegenstand der Forschung.
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1.4 Knorpelintegration

Eine suffiziente laterale Integration zwischen nativem und implantiertem Gewebe ist fur
ein langfristiges Uberleben des Implantats in vivo essenziell. Fehlt eine solche
Verbindung, ist sie llickenhaft oder zu schwach ausgepragt, kann es zu schadigenden
Mikrobewegungen zwischen den Geweben kommen, was in einem progredienten
Gewebeuntergang miinden kann . Es gibt eine Reihe von Faktoren, welche die

laterale Knorpelintegration beeinflussen 12,

Geschadigter Gelenkknorpel innerhalb entsprechender Lasionen wird bei den
verschiedenen therapeutischen Interventionen chirurgisch entfernt. So soll fir ein
Implantat Kontakt zu gesundem nativem Knorpel gewahrleistet werden. Allerdings
konnte an den Schnittrandern eine zunachst 100 bis 200 um Breite nekrotische Zone
beobachtet werden, die sich im weiteren Verlauf durch progrediente Apoptose von
Chondrozyten bis auf 400 um vergroRern kann 127194 Diese hypozellulare Zone stellt
ein relevantes Hindernis fur die laterale Integration dar, da ohne vitale Chondrozyten
keine EZM-Produktion stattfinden kann. Der Zelltod der Chondrozyten kann durch die
Anwesenheit entsprechender Apoptose-Inhibitoren (z.B. ZVAD-fmk) verhindert werden
und es konnte gezeigt werden, dass deren Anwesenheit in Kulturmedium die
Knorpelintegration fordert 1°l. Auch vitale, in der Nahe der Nekrosezone befindliche
Chondrozyten sind durch Zellteilung oder Migration nicht in der Lage, diese wieder zu
besiedeln und zu revitalisieren . Um deren dortige Quantitat zu erhthen und so eine
suffiziente EZM-Synthese zur Revitalisierung zu erreichen, wurden verschiedene
chemotaktische Faktoren erprobt. Dazu gehdren beispielsweise ,platelet derived growth
factor” (PDGF), ,insulin-like growth factor 1“ (IGF-1) und ,basic fibroblast growth factor*
(bFGF), die bei ausreichender Konzentration die Migration boviner Chondrozyten

effektiv stimulieren 36105106

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der lateralen Knorpelintegration ist das Andauen
der Defektrander. Dies bricht die hypozellulare Matrix der Nekrosezone auf und bietet
Chondrozyten eine einfachere Migration an den Knorpel-Transplantat-Spalt. Prominente
Vertreter solcher zum Andau verwendeter Enzyme sind Hyaluronidase, Kollagenase und
Chondroitinase ABC. Es wurden an bovinem Knorpel in vitro verschiedene Protokolle
untersucht, bei denen die Enzyme einzeln und in Serie kombiniert zum Andau von
bovinen Explantaten verwendet wurden °7-119, Dabei konnte histologisch nachgewiesen

werden, dass bei entsprechender Konzentration und Reaktionszeit der Enzyme eine
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héhere Chondrozytendichte am Defektrand erreicht werden konnte, als in gesundem

Gelenkknorpel und somit die laterale Knorpelintegration verbessert werden kann 1°°,

Ein weiterer Ansatz, um dies zu erreichen, umfasst die Benutzung von Biomaterialien.
Dabei sollen diese als Adhasivum fungieren, welches nativen Knorpel und Implantat
miteinander Uber chemische Verbindungen ,verkleben®. Ein solches Adhasivum muss

bestimmte Voraussetzungen erflllen, die im Folgenden charakterisiert werden.
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1.5 Adhésiva

Ein ideales Adhasivum muss sicher in der Anwendung und sterilisierbar sein sowie eine
geringe bis keine Toxizitat aufweisen. Um sich in der klinischen Anwendung
durchzusetzen, muss es auf3erdem intraoperativ einfach vor- und zuzubereiten sein,
damit eine schnelle Applikation gewahrleistet ist. Auch die Applikation selbst sollte
maglichst unkompliziert praktizierbar sein. Dementsprechend sollte sie in moglichst
wenigen Schritten erfolgen beziehungsweise die Konsistenz des Biomaterials eine
einfache Applikation ermdglichen. Der Klebeprozess, also der Reaktionsmechanismus
des Adhasivums, muss in einem schnellen zeitlichen Rahmen stattfinden, um unnétige
intraoperative Wartezeiten zu vermeiden. Die initiale Klebekraft muss dabei ausreichend
hoch sein, damit eine sichere Fixierung des Implantats gewéhrleistet ist. Diese
chemische Adhéasionskraft muss auch Uber einen langeren Zeitraum erhalten bleiben,
bis die biologischen Prozesse des Gelenkknorpels eine ausreichende laterale
Integration initiiert haben. Dementsprechend muss das Adhasivum die Regeneration von
Gelenkknorpel als Matrix fordern und dabei degradierbar und absorbierbar sein. Damit
eine breite Anwendung des Adhasivums bei der Therapie entsprechender
Gelenkknorpelschaden méglich ist, miissen die dazu benétigten Biomaterialen méglichst

kosteneffizient sein 11,

1.5.1 Mechanismen

Es existieren verschiedene Mechanismen fiir Adhasion und Bioadhésion. Diese kdnnen
in vier verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Die adhasiven Eigenschaften eines
Materials werden in der Praxis meist einem dieser Mechanismen zugeschrieben,

dennoch handelt es sich in der Regel im gesamten um eine Kombination dieser 1.,

Das Konzept der mechanischen Verzahnung beschreibt die Eigenschaft eines
adhésiven Materials in die Poren und Unebenheiten auf der Oberflache des zu
klebenden Substrates einzudringen und so eine mechanische ineinandergreifende
Verriegelung zu erzeugen 1. Dies setzt eine entsprechende Oberflachenbeschaffenheit
des Substrates voraus und es besteht gegebenenfalls die Notwendigkeit, dieses
vorzubehandeln, um eine solche zu erzeugen. Insgesamt scheint dieser Mechanismus
allerdings nur einen geringen Anteil zur Gesamtadhasionskraft beizutragen 1-113, Der
enzymatische Andau von Gelenkknorpeldefektrdndern kann zwar, wie bereits erwahnt,
die laterale Integration verbessern, der hier erlauterte Mechanismus spielt dabei aber

eher eine untergeordnete Rolle.
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Intermolekulare Bindungen stellen den fir die adhéasiven Krafte verantwortlichen
Hauptmechanismus dar. Die Atome und Molekile der Adhasiva und der
Substratoberflache interagieren dabei Uber intermolekulare/-atomare Krafte und tber
Bindungen. Chemische Bindungen sind dabei die primar wirksamen Kréfte und
umfassen die hochenergetischen kovalenten, ionischen und metallischen Bindungen.
Damit solche Bindungen zustande kommen, missen je nach Reaktionsmechanismus
gegebenenfalls chemische Modifikationen innerhalb des adhasiven Materials
vorgenommen werden oder die Substratoberflache vorbehandelt werden. Sekundéare
Krafte intermolekularer Bindungen umfassen unter anderem Wasserstoffbindungen,
Dipol-Dipol-Interaktionen und Van-der-Waals-Kréfte. Zwar sind diese im Vergleich zu
den chemischen Bindungen deutlich niedrigenergetischer, dennoch kénnen sie vor allem

bei hoher Quantitat einen wesentlichen Beitrag zur Gesamtadhasionskraft leisten 112,

Zwei weitere Mechanismen sind die Polymerketten-Verschlaufung und die
elektrostatische Anziehung. Ersterer beschreibt die Adhasion durch die Verschlaufung
zweier ahnlicher Makromolekiille, wahrend die elektrostatische Anziehung durch den
Elektronentransfer zweier in Kontakt stehender Flachen zustande kommt !, Beide
Mechanismen spielen bei Gelenkknorpeladhasiva bis dato keine Rolle und werden als

mogliche Mechanismen im Rahmen von Mukoadhésion diskutiert 114115,

1.5.2 Polyethylenglykol (PEG)-basierte Adhéasiva

PEG st ein mittlerweile gut untersuchtes, ungiftiges, biokompatibles und
kostengiinstiges synthetisches Material, welches in der Medizin bereits breit
angewendet wird. Adhasiva auf PEG-basis bestehen typischerweise aus chemisch
funktionalisierten linearen oder verzweigten PEG-Molekulen. Diese modifizierten PEGs
kénnen je nach funktioneller Gruppe miteinander vernetzt werden. Diese Vernetzung
kann zum einen chemisch mittels einfacher Vermischung zweier miteinander
reagierender Komponenten oder aber auch fotoaktiviert bei Vorhandensein fotoreaktiver
Gruppen stattfinden. Dabei entsteht ein Netzwerk aus PEG in Form eines adhasiven
Hydrogels !'. Da die reaktiven Gruppen des PEGs auch mit der Oberflache des
Substrates kovalente Bindungen bilden kdnnen, kommt so eine Adhéasionskraft
zustande. Elisseeff et al. funktionalisierten zum Beispiel Chondroitinsulfat, ein im
Gelenkknorpel pravalentes Polysaccharid, mit einer fotoreaktiven Methylacrylat-Gruppe
und einer chemisch reaktiven Aldehyd-Gruppe 6. Dieses wurde auf einen
Gelenkknorpeldefekt aufgetragen und die Aldehyd-Gruppen bildeten kovalente

Bindungen mit dem Gelenkknorpel. Im n&achsten Schritt wurde der Defekt mit einem
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PEG-Diacrylat-Hydrogel aufgefillt und mittels der fotoreaktiven Gruppen mit dem
Chondroitinsulfat vernetzt. So entstand eine adhasive Vernetzung zwischen PEG-
Hydrogel und Gelenkknorpel, wobei das PEG in diesem Fall nicht priméar als Adhasivum
diente. Es konnte eine signifikante Verbesserung der lateralen Knorpelintegration sowie
der gesamten Regeneration des Gelenkknorpeldefekts in vitro und in vivo nachgewiesen
werden 1, Es ist also davon auszugehen, dass ein PEG-Hydrogel prinzipiell als Matrix

fur Gelenkknorpelregeneration geeignet ist.

Wallace et al. testeten ein in Europa unter dem Namen CoSeal™ (Baxter International
Inc., Deerfield, IL, USA) zugelassenes zweikomponentiges Adhasivum 7. Priméares
Anwendungsgebiet stellt dabei der dichte Verschluss von zuvor genahten
GefaRanastomosen in der GefalRchirurgie dar. Bei den verwendeten Komponenten
handelt es sich um zwei PEG-Polymere mit Penta-erythritol-Kern und jeweils vier PEG-
Armen mit einem Molekulargewicht von insgesamt 10000 kDa. Das terminale Ende der
vier PEG-Arme der einen Komponente besteht dabei aus einem Glutaryl-Succinimidyl-
Ester (4SG-PEG) und der anderen Komponente aus einem Thiol (4T-PEG), wie in Abb.
2 dargestellt. Die als Pulver vorliegenden Komponenten wurden 2 bis 4 min vor
Verwendung in dazugehorigen Puffern geldst und mittels eines dualen Applikators auf
den entsprechenden Versuchsaufbau durchmischt und appliziert. Die Thiol-Gruppen der
einen Komponente reagieren dabei mit den Carbonyl-Gruppen des Succinimidyl-Esters
der anderen Komponente. Es entsteht dabei eine kovalente Thioester-Bindung zwischen
den PEG-Molekilen mit einem freien N-Hydroxy-Succinimid als Nebenprodukt. Aus
einem Netzwerk multipler solcher kovalenten Bindungen entsteht in Summe das
adhasive PEG-Hydrogel (Abb. 2).
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Abbildung 2:  Darstellung der Struktur  des  vierarmigen Succinimidyl-Glutarat-
Polyethylenglykols (4SG-PEG) und des vierarmigen Thiol-Polyethylenglykols (4T-PEG). Die
Thiol-Gruppen des 4T-PEG reagieren mit den Carbonyl-Gruppen des 4SG-PEG. Es entsteht eine
kovalente Thioester-Bindung zwischen den PEG-Molekulen mit einem freien N-Hydroxy-
Succinimid als Nebenprodukt. Aus einem Netzwerk multipler solcher kovalenten Bindungen

entsteht in Summe das adhasive PEG-Hydrogel.

Interessant ist, dass Wallace et al. als Substratoberflache zur Testung der
Adhasionskraft des Adhasivums eine Kollagenmembran verwendeten und eine sehr
gute Adhéasion beschrieben. Aufgrund des hohen Kollagenanteils im Gelenkknorpel ist
es naheliegend, dass auch dort eine hohe Adhéasionskraft zu erwarten ist. Neben den
bereits genannten Anwendungen gibt es mit DuraSeal® (Integra LifeSciences,
Plainsboro Township, NJ, USA) und Adherus® (Stryker, Kalamazoo, MI, USA) weitere
zweikomponentige PEG-Adhasiva, die in der Neurochirurgie zum Verschluss der Dura

mater Anwendung finden 18,

Zwar beschrieben Elisseeff et al., dass ein PEG-Hydrogel als Matrix zur lateralen
Knorpelintegration geeignet ist, die adhéasive Komponente war in dem Fall jedoch das
funktionalisierte Chondroitinsulfat. Wallace et al. beschrieben die gute Adhasionskraft
der funktionalisierten PEG-Succinimidyl-Ester-Komponente zusammen mit der PEG-

Thiol-Komponente. Bislang ist keine experimentelle Untersuchung bezuglich der
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Tauglichkeit dieser Komponenten als Adhasivum zur lateralen Knorpelintegration im
Rahmen von TE erfolgt. Die oben aufgeflihrten Ergebnisse suggerieren eine gute initiale
Klebekraft mit langfristig guter Integration. In Abb. 3 ist die hypothetische Funktionsweise

der adhasiven Wirkung von CoSeal™ in Anwesenheit von Gelenkknorpel aufgefihrt.

X

s

XK
= NS

1 Amin-Gruppe

Abbildung 3:  Schematische Darstellung der Funktionsweise der adhasiven Wirkung von
CoSeal™. Die 4SG-PEG-Komponente (schwarz) reagiert nach Applikation mit den Amin-
Gruppen (blau) des Gelenkknorpels. Die 4T-PEG-Komponente (griin) fihrt zur Quervernetzung

und Bildung des adhasiven Hydrogels.

1.5.3 Hyaluronsaure (HA) als Kleberkomponente

HA bindet als einer der Hauptbestandteile der EZM von nativem Gelenkknorpel an
andere Matrixmolekile. Neben ihrer bereits erwadhnten mechanischen Eigenschaften ist
sie auch an der Regulation von Zellbindung und -motilitéat sowie Zelldifferenzierung und
-proliferation beteiligt 11129, Es konnte bereits gezeigt werden, dass HA-Hydrogele eine
gute dreidimensionale Matrix fur Chondrozyten-Zellkulturen bilden und EZM-Produktion
fordern 119122 In ihrer thiolierten Form (HA-SH) bietet HA eine reaktive Gruppe, wie in
Abb. 4 strukturell dargestellt. Bian et al. untersuchten ein selbstvernetzendes Hydrogel

aus reiner HA-SH und konnten die Biokompatibilitat sowie Eignung im TE bestatigen 22,
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Abbildung 4:  Darstellung der Struktur einer mit Thiol-Gruppe funktionalisierten Hyaluronsaure
(HA-SH). Als Substitut zur 4T-PEG-Komponente kann zusammen mit der 4SG-PEG-Komponente

eine kovalente Thioester-Bindung entstehen und resultierend ein PEG/HA-SH Netzwerk.

Nachteil eines reinen PEG-Adhasivums ist eben das Fehlen dieser biologischen
Eigenschaften, aufgrund seiner synthetischen Natur. Die Inkorporierung einer
biologischen Komponente in das Adhasivum konnte somit die Knorpelintegration
fordern. Da HA-SH, genau wie die 4T-PEG-Komponente, mittels Thioester mit der 4SG-
Komponente reagieren kann, ist eine solche Substitution denkbar. Die hypothetische

Funktionsweise ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung der Funktionsweise der adhésiven Wirkung des
adhésiven Hydrogels nach Substitution der 4T-PEG-Komponente mit thiolfunktionalisierter

Hyaluronséure (HA-SH, rot).
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1.6 Biomechanische Modelle

Zur Evaluation der adhasiven Eigenschaften eines Materials und der Untersuchung der
lateralen Knorpelintegration wird ein passender Versuchsaufbau bendtigt. In der
Vergangenheit wurden unterschiedliche Versuchsmodelle sowohl in vivo als auch in vitro
mit Knorpelzellen und -gewebe unterschiedlicher Herkunft durchgefihrt. Endpunkt einer
solchen Untersuchung ist dabei zum einen die makroskopische Inspektion sowie die
mikroskopische histologische Untersuchung und zum anderen die biomechanische

Messung der Adhasionskraft.

Die Kraftwirkung auf ein Gelenk ist komplex und umfasst vor allem Scher-, Druck-, und
Zugkrafte. Zwar kdnnen diese Kraftwirkungen in vitro durch ein Modell nicht vollends die
physiologischen Gegebenheiten imitieren, sie ermoglichen aber reproduzierbare
objektivierbare Ergebnisse. In vivo wird die Gelenkknorpelregeneration unter anderem
durch Entzindungsreaktionen, unterschiedliche artikulare Belastung und die
heterogenen Zelltypen eines Gelenks beeinflusst und erschweren somit eine objektive
vergleichende Untersuchung ohne systemische Einflussfaktoren. Auch die diffizile
praktische Umsetzbarkeit von in vivo Versuchen ist ein Grund daflr, weshalb vor allem

in vitro Modelle zum Einsatz kommen.

Biomechanische Modelle zur Messung der Adhé&sionskraft kommen nicht nur im
Rahmen von Gelenkknorpel zur Anwendung, sondern auch bei anderen zu klebenden
Geweben, wie beispielsweise bei Nervengewebe, GefaRen oder Herzmuskelgewebe
123124 Jedes der unterschiedlichen zur Anwendung kommenden Modelle umfasst ein
Konstrukt und einen dazugehérigen biomechanischen Versuchsaufbau. Das Konstrukt
besteht aus dem zu klebenden Gewebe und dem Adhasivum. Die Konfiguration variiert
je nach Modell und ist auf den Versuchsaufbau angepasst. Dabei eignen sich einige
Konstrukte zur in vitro Kultivierung in Nahrmedium, um eine biomechanische Messung
auch im Intervall zu ermdglichen und somit die langfristige Adhasion, bei Gelenkknorpel
die laterale Integration, beurteilen zu konnen. Allerdings finden auch Modelle
Anwendung, welche vor allem zur Beurteilung der Sofortadhasion geeignet sind. Im
Folgenden sind die drei fur Gelenkknorpel zur Anwendung kommenden Modelle

aufgefihrt.

1.6.1 Single-Lap-Modell

Zur Beurteilung der Scherkraft gibt es eine Reihe unterschiedlicher Modelle mit eigenem
Versuchsaufbau, bei denen die Scherkréfte in variierender Form gepruft werden kénnen

125-127 - 7ur Prifung speziell von Gelenkknorpeladhasiva wurde das Single-Lap-Modell
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mit dem Single-Lap-Shear-Test etabliert 128, Das Konstrukt besteht in diesem Modell aus
zwei Gelenkknorpelblocken, welche an einem sich Uberlappendem Areal miteinander
verklebt werden. Die Testung erfolgt, wie zuvor erwéhnt, mittels Zugbewegung der
Blocke in entgegengesetzter Richtung und parallel zur geklebten Flache. Anwendung
findet das Single-Lap-Modell vor allem zur Testung der Initialadhdsion und den damit
verbundenen Fragestellungen 129130 Der Single-Lap-Shear-Test stellt hohe
Anforderungen an einen akribisch technisch korrekten Versuchsaufbau, da es sonst zu
ungenauen Messergebissen kommen kann. Zudem lasst der Fakt, dass die verklebten
Knorpelareale nicht den in vivo aneinandergrenzenden Kollagen- und EZM-Strukturen
entsprechen, einen weiteren Kritikpunkt in der Beurteilung der Langzeitintegration zu, da
die verwendeten Knorpelblocke nicht in lateraler, sondern in Ausrichtung parallel zur
Gelenkoberflache verklebt werden. Um die in vivo herrschenden Verhéltnisse in Bezug
auf die Problematik der lateralen Integration besser zu imitieren und qualitativ

hochwertigere Messergebnisse zu erzielen, wurden andere Modelle entwickelt 131,

1.6.2 Disc-Ring-Modell

Beim Disc-Ring-Modell besteht das Konstrukt aus einer Gelenkknorpelscheibe mit
definierter Hohe und Durchmesser, aus der mittig ein kleinerer Zylinder herausgestanzt
wird, so dass ein grofRerer Ring mit passendem Mittelstiick vorliegt. Mittels des zu
testenden Adhasivums kann nun das Mittelstiick wieder in den Ring geklebt werden. Im
Gegensatz zum Single-Lap-Modell wird somit eine vertikal zur Gelenkoberflache
ausgerichtete Lasion simuliert, so wie sie den in vivo herrschenden Verhéaltnissen am
ehesten entspricht. Das entstandene Konstrukt eignet sich zur weiteren in vitro
Kultivierung, zur histologischen Untersuchung und zur biomechanischen
Adhasionskraft-Messung. Letztere wird auch als Push-Out-Test bezeichnet. Dabei wird
das geklebte Mittelstiick mit einem passenden Messstempel aus dem Ring gedriickt und
die dafiir benétigte Kraft gemessen. Das Disc-Ring-Modell hat sich als eines der
geeignetsten Modelle zur Untersuchung von Gelenkknorpel etabliert und wurde bereits
fur die verschiedensten Fragestellungen im Bereich der lateralen Knorpelintegration

angewendet 132134,
1.6.3 Sandwich-Modell

Fur das Sandwich-Modell werden zwei gleiche zylindrische Knorpelscheiben mit
definiertem Durchmesser zusammengeklebt. Zur biomechanischen Messung der
Adhasionskraft, mittels sogenanntem Tensile-Test, werden die Knorpelscheiben bei

einer definierten Geschwindigkeit in entgegengesetzte Richtung gezogen 127135136 |m
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Gegensatz zum Push-Out-Test, welcher eine Mischung aus Druck- und Scherkraften
misst, werden Zugkrafte ermittelt. Auch die Konstrukte des Sandwich-Modells eignen
sich zur in vitro Kultivierung und zur histologischen Untersuchung. Mit Hilfe des
Sandwich-Modells wurden bereits Untersuchungen Uber Chondrozytenmigration und
Matrixproduktion in den Klebespalt durchgefuhrt. Es wurde daflr als besonders geeignet
beschrieben ¥7.
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1.7 Ziele

Gelenkknorpel ist ein aufl3erst komplexes Gewebe, welches nach Schadigung nicht in
der Lage ist, sich suffizient selbst zu heilen. Es gibt im Bereich des TE viele
unterschiedliche Ansatze, um irreparabel geschadigte Knorpeldefekte zu ersetzen. Eine
gute laterale Integration ist fir jede Form von Implantat unabdingbar. Um diese
gewahrleisten zu konnen, wird ein entsprechender Klebstoff benétigt, welcher nicht nur
ausreichende adhasive Eigenschaften aufweist, sondern dem Gelenkknorpel langfristig
auch einen Boden zur EZM-Produktion und gegebenenfalls Chondrozytenmigration ftir
eine suffiziente Langzeitintegration bietet. Fur die Entwicklung eines solchen
Adhasivums werden Versuchsmodelle benétigt, die reproduzierbare Aussagen
zulassen. Diese Arbeit soll mit drei wesentlichen Untersuchungen einen Beitrag dazu

leisten.

1.7.1 Untersuchung von PEG-basierten Adhéasiva zur Knorpelintegration

Diese Arbeit soll die Eignung PEG-basierter Adhasiva fur die laterale
Gelenkknorpelintegration anhand des Disc-Ring-Modells ermitteln. Dazu soll zun&chst
die Zusammensetzung entsprechend der CoSeal™-Komponenten untersucht werden
(siehe 1.5.2). Im nachsten Schritt sollen die Komponenten den speziellen Bedurfnissen
des Gelenkknorpels angepasst werden und unterschiedliche Kompositionen, die aus
den Ergebnissen der Voruntersuchungen abgeleitet werden, untersucht werden. Neben
der initialen soll auch die nach 21 d in vitro Kultur bestehende Adhé&sionskraft der Kleber-
Knorpel-Konstrukte beurteilt werden. 21 d kultivierte Konstrukte sollen des Weiteren mit
Hilfe von Spezialfarbungen histologisch untersucht werden, um die laterale
Langzeitintegration beurteilen zu koénnen. Schlielich soll eine Zytotoxizitat der

unterschiedlichen Kleberkompositionen ausgeschlossen werden.

1.7.2 Untersuchung der prointegrativen Wirkung von HA

Bei der Anpassung der PEG-basierten Adhéasiva soll HA in thiolierter Form (HA-SH) als
Komponente integriert werden (siehe 1.5.3). Die Eignung von HA-SH als zweite
Kleberkomponente soll in dieser Arbeit ermittelt werden und dessen Auswirkung auf eine
bessere laterale Integration. Hypothese ist, dass HA prointegrativ wirkt und somit die

laterale Knorpelintegration als Kleberkomponente in Form von HA-SH verbessert.

1.7.3 Etablierung des Sandwich-Modells

Da das Sandwich-Modell potenziell eine sehr gute Alternative beziehungsweise

Erganzung zum Disc-Ring-Modell bietet, soll dieses im Rahmen dieser Arbeit etabliert
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werden (siehe 1.6.3). Zunéchst soll dafiir im Sinne des Tensile-Tests ein passender
Versuchsaufbau konstruiert und entwickelt werden. AnschlieBend soll ein geeignetes
Prifprotokoll festgelegt werden. Zuletzt soll der Tensile-Test in der Qualitat seiner
Reproduzierbarkeit mit dem Push-Out-Test verglichen und schlielich die Vor- und

Nachteile des Sandwich-Modells im Vergleich zum Disc-Ring-Modell diskutiert werden
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2.1 Instrumente

Material

2 Material

Tabelle 4: Uberblick der verwendeten Instrumente
Instrument Hersteller Land
Accu-jet® pro Brand Wertheim, Deutschland
Analysenwaage Ohaus Zirich, Schweiz
Kraftaufnehmer Z6FD1 Hottinger Baldwin Darmstadt, Deutschland

Messtechnik GmbH

Laminarflow Box Typ-HS18 Heraeus Hanau, Deutschland
Magnetruhrer VWR Darmstadt, Deutschland
Mikroskop BX51/DP71 Kamera | Olympus Hamburg, Deutschland
Mikroskop 1X51/XC30 Kamera Olympus Hamburg, Deutschland

Paraffinstreckbad Typ 24900

Medax Nagel GmbH

Kiel, Deutschland

pH-Meter HI2210

Hanna Instruments

Kehl am Rhein,

Deutschland

Pipette multistep Brand Wertheim, Deutschland
Pipetten Research® Plus Eppendorf Hamburg, Deutschland
Plattformschuttler Unimax 1010 | Heidolph Schwabach, Deutschland
Schlittenmikrotom SM2000R Leica Nussloch, Deutschland
Universalprifmaschine Zwick-Roell Ulm, Deutschland

BZ020/TH2A

Vorrichtungen fur
biomechanische Messungen,

mafgefertigt

Feinmechanik Sauer

W(rzburg, Deutschland

Vorrichtungen zur Herstellung

der Knorpelkonstrukte,

Feinmechanik Sauer

Wirzburg, Deutschland

mal3gefertigt

Vortex IKA® MS3 basic IKA® Staufen, Deutschland
Wasserbad Memmert Schwabach, Deutschland
Zentrifuge Rotina 420R Hettich Tuttlingen, Deutschland
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Zentrifuge SIGMA 1-14

SIGMA
Laborzentrifugen
GmbH

Osterode, Deutschland

2.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Uberblick der verwendeten allgemeinen Verbrauchmaterialien

Material

Hersteller

Land

Adhasions-Objekttrager,

Thermo Fisher

Waltham, MA, USA

Superfrost™ Ultra Plus Scientific

Deckglaser 24 mm x 60 mm Menzel Braunschweig,
Deutschland

Einkantige Rasierklingen GEM/Personna Verona, WI, USA

Einweg-Pinzetten

ratiomed megro
GmbH

Wesel, Deutschland

Filterpapier

Hartenstein

Wirzburg, Deutschland

Gewebemarkierungsfarben

Shandon™

Thermo Scientific™

Waltham, MA, USA

Leukosilk® Fixierpflaster

BSN medical GmbH

Hamburg, Deutschland

Mikrotom-Klingen N35

Feather

Osaka, Japan

Multiwellplatten 24- & 48-Well

Greiner Bio-One

Frickenhausen,

Deutschland

PAP Pen Liquid Blocker Sigma-Aldrich Munchen, Deutschland
(Fettstift)

Parafim® M Pechiney Chicago, IL, USA
pH-Indikator-Papier Carl Roth GmbH Karlsruhe. Deutschland
Pipettenspitzen Sarstedt Hamburg, Deutschland

Polypropylen Réhrchen 15
ml/50 ml (Falcon Tube)

Greiner Bio-One

Frickenhausen,

Deutschland

Reagiergefal SafeSeal 1,5 Sarstedt NUmbrecht, Deutschland
ml/2,0 ml

Gelenkknorpel aus Metzgerei Rimpar, Deutschland
Schweineknien Hollerbach

Sekundenkleber 18041 Stanger Espelkamp, Deutschland
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Serologische Pipetten

Greiner Bio-One

Frickenhausen,

Deutschland

Skalpelle diverser GroéRRen

Feather

Osaka, Japan

Stiefel Biopsy Punch

GlaxoSmithKline

Minchen, Deutschland

Hautstanze 3 mm/6 mm

2.3 Chemikalien

Tabelle 6: Uberblick der verwendeten Chemikalien
Chemikalie Hersteller Land
2-Propanol Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Serva Heidelberg,

diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Electrophoresis

Deutschland

ImmunoSelect®

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1- Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

ethansulfonsaure (HEPES)

4-Dimethylamino-Benzaldehyd (DAB) | Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Dako REAL™ Antikdrperldsung Dako Hamburg, Deutschland

DAPI Eindeckmedium Dako Hamburg, Deutschland

Destilliertes Wasser (DNase/RNase

frei)

Life Technologies

Karlsruhe, Deutschland

EnVision G|2 Doublestain System

Dako

Hamburg, Deutschland

Glutaraldehyd 50 %

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Hamatoxylin nach Mayer Bio Optica Milan, Italien
L-Ascorbinséure-2-Phosphat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Natriumcarbonat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Natriumphosphat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Nicht-essentielle Aminoséauren Thermo Waltham, MA, USA
(NEAA) Scientific™
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Penicillin/Streptomycin Gibco® Life Carlsbad, CA, USA
Technologies

Dulbecco A Phosphatgepufferte Thermo Waltham, MA, USA

Salzlésung (DPBS) Tabletten Scientific™

Terralin Liquid® Desinfektionsmittel Schulke Norderstedt,

Deutschland

Tris Puffer Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland

Tween® 20 (Polysorbate) Applichem Darmstadt,
Deutschland

Zellkultur-Nahrmedium (Dulbecco’s Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Modified Eagle's Medium, DMEM)

2.4 Antikorper

Tabelle 7: Uberblick der verwendeten Antikérper

Antikorper Typ/Herkunft | Applikation/Verdinnung | Hersteller

Anti-Aggrecan Monoclonal IHC/1:300 Thermo Scientific
IgG/mouse (Clone 969D4D11)

Anti-Collagen Il Monaoclonal IHC/1:100 Acris (Clone II-
IgG/mouse 4C11)

HRP Anti-mouse | Polyclonal IHC/1:100 Dako (P0161)
IgG/rabbit

2.5 Kleberkomponenten
Aufgrund ihrer Oxidationsempfindlichkeit wurden alle Kleberkomponenten unter Argon

bei -20 °C und entsprechend den Herstellerangaben gelagert.

Tabelle 8: Uberblick der verwendeten Kleberkomponenten

Komponente | Spezifikationen

4SG-PEG Kommerziell erhaltliches 4-Arm Polyethylenglykol-Succinimidyl-
Glutarat (4SG-PEG; MW=10.000 Da; JenKem Technology Co.,
Peking, China).
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4C-PEG Kommerziell erhaltliches 4-Arm Polyethylenglykol-Succinimidyl-
Carbonat (4C-PEG; MW=10.000 Da; JenKem Technology Co.,
Peking, China).

AT-PEG Kommerziell erhaltliches 4-Arm Polyethylenglykol-Thiol (4T-PEG;
MW=10.000 Da; JenKem Technology Co., Peking, China).

4A-PEG Kommerziell erhaltliches 4-Arm Polyethylenglykol-Amin (4A-PEG;
MW=10.000 Da; JenKem Technology Co., Peking, China).

HA-SH Thiolierte Hyalurons&ure wurde vom Lehrstuhl fur

Funktionswerkstoffe der Medizin und Zahnmedizin mit einer
MW=30.287 Da und DS=43% thiolfunktionalisiert synthetisiert (HA-
SH, AK Groll, Wirzburg, Deutschland)

2.6 Chondrozyten-Nahrmedium

Zusammensetzung: DMEM 4.5 g/l supplementiert mit 10 % fetalem bovinen Serum, 10
mM HEPES, 0.1 mM NEAA, 0.4 ug/ml L-Prolin, 50 mg/l L-Ascorbinsaure-2-Phosphat,
100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin.

2.7 Puffer und Losungen

Tabelle 9: Uberblick der verwendeten Puffer und Lésungen

Puffer/Losung | Zusammensetzung

IHC-Block- 1.5 % BSA gel6st in PBS.

LOsung

DAB-L6sung 1.5 g DAB, 6 ml 2-Propanol, 2.6ml 60% Perchlorséaure.

MTT-L6sung 5 mg/ml wurden in PBS (pH=7,4) aufgel®st und durch einen 0,2
um Filter filtriert.

PBS 10 PBS (Dulbecco A) Tabletten wurden in 1 | destilliertem Wasser
aufgelost.

TBS-T 0,1 % Tween® 20 in Tris-Puffer

S-Puffer 0,5 mM Natriumphosphat, pH 6,0.

T-Puffer 120 mM Natriumphosphat, 180 mM Natriumcarbonat, pH 9,6.
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2.8 Software

Material

Tabelle 10: Uberblick der verwendeten Software
Software Hersteller Land
CellSense™ 1.16 Olympus Hamburg, Deutschland
Microsoft Office 2018 Microsoft Redmond, WA, USA
Priufsoftware TestXpertll® Zwick-Roell Ulm, Deutschland
SPSS Statistics 25 IBM Armonk, NY, USA

Inkscape

Inkscape Community

International

ChemDraw 20

PerkinElmer

Waltham, MA, USA
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3 Methoden

3.1 Isolierung des Gelenkknorpels

Der Gelenkknorpel fur die Versuche wurde aus den Kniegelenken von Spanferkeln
isoliert. Diese wurden von einem regionalen Schlachthof (Metzgerei Hollerbach, Rimpar,
Deutschland) bezogen und stammten von 8 bis 12 Wochen alten Ferkeln, die unter der
gesetzlich vorgeschriebenen Kontrolle standen. Ober- und Unterschenkelknochen
wurden etwa 20 cm ober- beziehungsweise unterhalb des Kniegelenks durch die
Metzgerei unter Schonung der Gelenkkapsel durchtrennt. Die Isolierung des
Gelenkknorpels erfolgte am Tag der Schlachtung innerhalb weniger Stunden. Der

Transport der Knie vom Schlachthof ins Labor fand unter Kiihlung statt. Zunachst wurden

alle Kniegelenke auf ihre Unversehrtheit Uberprift und beschadigte Exemplare
aussortiert (Abb. 6: links).

Abbildung 6:  Fotografische Darstellung eines Schweineknies. Links: Vor Erdffnung der
Gelenkkapsel. Rechts: Nach Eréffnung der der Gelenkkapsel mittels Durchtrennung des
Ligamentum patellae und U-férmiger Inzision. Die Patella ist nach oben geklappt mit Blick auf den
Gelenkknorpel der tibialen Gelenkflache.
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SchlieBlich wurde die Gelenkkapsel mit einem Skalpell durch einen vertikalen Schnitt
lateral der Patella er6ffnet und die Synovia abgelassen. Der Schnitt wurde schlief3lich U-
férmig erweitert, dabei das Ligamentum patellae durchtrennt und somit die Gelenkflache
schonend freigelegt (Abb. 6: rechts). Letztlich wurde die tibiale Gelenkflache mit Skalpell
rechteckig inzidiert und mit einem stumpfen Spatel ein rechteckiges Knorpelpréaparat
durch Hebeln vorsichtig herausgetrennt (Abb. 7). Bis zur Weiterverarbeitung wurden die

isolierten Gelenkknorpelstiicke in PBS getrankt in einem Falcon Tube aufbewahrt.

Abbildung 7:  Fotografische Darstellung eines frisch aus der tibialen Gelenkflache isolierten
porzinen Gelenkknorpelstickes. Bis zur Weiterverarbeitung wurde dieser in einem Falcon Tube
in PBS getrankt aufbewahrt.

3.2 Herstellung der Knorpelkonstrukte

Aus den isolierten Knorpelstiicken wurden schlief3lich die Konstrukte fur das Disc-Ring-
Modell und das Sandwich-Modell hergestellt. Dazu wurden aus den Knorpelrechtecken
mit Hilfe einer Biopsiestanze Zylinder mit einem Durchmesser von 6 mm herausgestanzt
(Abb. 8: links) Es wurde dabei darauf geachtet, dass die Zylinder eine ausreichende
Hohe aufweisen, um im nachsten Schritt die superfizielle, gelenknahe und tiefe,
knochennahe Zone vollstdndig abschneiden zu konnen. Dazu wurde eine speziell
angefertigte Vorrichtung verwendet (Feinmechanik Sauer, Wrzburg). Diese ermdglicht
es, die HOhe des abzutrennenden Teils, je nach Gesamthdhe des Knorpelzylinders zu
variieren (Abb. 8: mittig). Damit wurde sichergestellt, dass beide Zonen vollstandig
abgeschnitten wurden. Der Mittelteil der Vorrichtung mafd stets genau 1 mm. So erhielt

man schlief3lich einen Zylinder beziehungsweise eine Disc mit exakt 1 mm Hohe und 6
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mm Durchmesser. Das Knorpelstiick wurde dazu in die abgebildete Schiene gelegt und
mit Hilfe eines passenden Stiftes gegen das Endstiick gedrickt und so fixiert (Abb. 8:
mittig, oben). Mittels zweier Klingen erfolgte dann die obere und untere Abtrennung (Abb

8: mittig, unten). FUr das Sandwich-Modell konnten nun zwei dieser Discs verwendet

werden, wahrend fur das Disc-Ring-Modell weitere Schritte nétig waren.

Abbildung 8:  Darstellung der Gerétschaften zur Herstellung der Knorpelkonstrukte. Links:
Isolierter Gelenkknorpel, zwei herausgestanzte Knorpelzylinder und die Biopsiestanze. Mitte:
Vorrichtung zum Kirzen des Knorpelzylinders auf 1 mm Ho6he. Rechts: Vorrichtung zum
Herausstanzen des mittigen Knorpelkerns beim Disc-Ring-Modell. Daneben ein  mit

Gewebefarbstoff markiertes Konstrukt zur spateren richtigen Positionierung.

Zunachst musste dafiir ein weiterer Zylinder mit einem Durchmesser von 3 mm genau
mittig aus der bereits hergestellten Scheibe herausgestanzt werden. Dies wurde mit Hilfe
einer weiteren Biopsiestanze durchgefiihrt, welche in eine Ziel- und Haltevorrichtung
eingebracht wurde (Abb. 8: rechts). Die Knorpelscheibe wurde ebenfalls in der
Vorrichtung fixiert, um eine genau mittige, reproduzierbare Stanzung zu ermdglichen.
Zuvor erfolgte eine Markierung der Knorpelscheibe mit einem
Gewebemarkierungsfarbstoff (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA), damit beim
spateren Einkleben der inneren Scheibe in den &uReren Ring die genaue
Ursprungsposition nachvollzogen werden konnte. In Abb. 9 ist die Herstellung der
Knorpelkonstrukte jeweils fir das Disc-Ring- und Sandwich-Modell schematisch

dargestellt.
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1mm
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Abbildung 9:  Schematische Darstellung der Herstellung der Knorpelkonstrukte. Oben: Mit Hilfe
einer Biopsiestanze wurden Zylinder mit 6 mm Durchmesser aus den zuvor isolierten

Gelenkknorpelstiicken gestanzt. Links: Die weiteren Schritte fir das Disc-Ring-Modell. Rechts:
Die weiteren Schritte fur das Sandwich-Modell.
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3.3 Kleben der Konstrukte

3.3.1 Vorbereitung der Kleberkomponenten

Alle Kleberkomponenten wurden erst kurz vor dem Kleben der Konstrukte vorbereitet.

Dazu wurden die Komponenten wie in Tab. 11 aufgefihrt in LOsung gegeben.

Tabelle 11: Uberblick der Lésungen der Kleberkomponenten
Komponente LAsung
4SG-PEG 20% wiv in S-Puffer
4C-PEG 20% wi/v in S-Puffer
4A-PEG 20% wi/v in T-Puffer
4T-PEG 20% wi/v in T-Puffer
HA-SH 7,57% wiv in T-Puffer

SchlieBlich wurden beide Kleberkomponenten zum Kleben in entsprechender Dosierung
1:1 zusammengegeben, wodurch ein 1:1 Verhaltnis der funktionellen Gruppen gegeben

war.

3.3.2 Disc-Ring-Modell

Fur das Disc-Ring-Modell wurden zunachst 3,5 pl der ersten Komponente (4SG-PEG
oder 4C-PEG) auf die Innenseite des Ringes pipettiert. Nach circa 10 s Einwirkzeit
wurden ebenfalls 3,5 ul der zweiten Komponente (4A-PEG, 4T-PEG oder HA-SH) dazu
pipettiert und mit Hilfe einer Pinzette sofort die innere Disc in den mit Kleber ausgefiliten
aulBeren Ring gegeben. Beim Einsetzen wurde mit Hilfe der zuvor angebrachten
Farbstoffmarkierung auf die korrekte Position der Scheibe im Ring geachtet. Schlief3lich
wurde das geklebte Konstrukt bei Raumtemperatur auf in PBS getrankter Watte platziert
und abgedeckt. Nach maximal 10 min bei Raumtemperatur wurden alle Konstrukte bei
37 °C fur 30 min inkubiert.

3.3.3 Sandwich-Modell

Fur das Sandwich-Modell wurden zwei der préaparierten Scheiben aufeinander geklebt.
Dazu wurden die beiden Komponenten nacheinander auf die obere Flache einer
Knorpelscheibe pipettiert und sofort die zweite Knorpelscheibe aufgesetzt. AnschlieRend
wurden die geklebten Konstrukte analog zum Disc-Ring-Modell auf in PBS getrankter
Watte platziert und abgedeckt. Nach maximal 10 min bei Raumtemperatur wurden alle
Konstrukte bei 37 °C fir 30 min inkubiert.
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3.4 In vitro Kultivierung der Konstrukte

Um die Knorpelintegration beziehungsweise die Adhasionskréafte der Konstrukte im
Intervall beurteilen zu kdnnen, wurden sie in vitro kultiviert. Dazu wurden sie unter
sterilen Bedienungen einzeln in 24-Well-Multiwellplatten platziert und zunachst zweimal
mit auf 37 °C erwadrmtem PBS gewaschen, um das Risiko einer Kontamination zu
verringern. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Konstrukte in erwarmtem
Chondrozyten-Nahrmedium getrankt. Dieses wurde alle 2 bis 3 d ebenfalls unter sterilen
Bedingungen abgesaugt und gewechselt. Die Kultvierung erfolgte in einem Inkubator bei
37 °C.

3.5 Kraftmessung

Die Messung der Adhésionskrafte wurde mit Hilfe einer Universalprifmaschine
(BZ020/TH2A, Zwick-Roell) und mit in der Arbeitsgruppe entwickelten Tests
durchgefihrt. Der Push-Out-Test des Disc-Ring-Modells wurde in der Arbeitsgruppe
bereits entwickelt sowie etabliert und das entsprechende Protokoll wurde Glbernommen.
Die Entwicklung des Tensile-Tests fiir das Sandwich-Modell ist Bestandteil dieser Arbeit
und wird im Ergebnisteil detailliert beschrieben. Bei den dafiir verwendeten
Vorrichtungen handelt es sich um individuell von einem Feinmechaniker (Feinmechanik

Sauer, Wirzburg) angefertigte Unikate.

3.5.1 Universalprifmaschine

Die zur Messung der Klebekraft verwendete Prifmaschine BZ020/TH2A
(Werksnummer: 176877) der Pro-Line des Herstellers Zwick-Roell besteht aus zwei
Prifraumen ober- und unterhalb einer mobilen Traverse, die durch einen Lastrahmen
getragen wird. Beim Push-out und Tensile-Test kam die untere Prifkammer zum
Einsatz. Dazu wurde ein Kraftaufnehmer (Z6FD1, Firma HBM, Genauigkeitsklasse D1)
an der Unterseite der Traverse befestigt und an diesen wiederum die
sonderangefertigten Bestandteile der Versuchsmodelle montiert. Mit Hilfe der Software
TestXpertll® und dem dazugehdrigen Computerterminal konnten die Messwerte

ermittelt, dargestellt sowie das entsprechende Messprotokoll programmiert werden.
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3.5.2 Push-Out-Test

Der Push-Out-Test erfolgte nach einem festen, in der Arbeitsgruppe definierten
Protokoll. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 10 oben schematisch und unten fotografisch

dargestellt.

Zunachst wurde der Versuchsaufbau fir die Messung vorbereitet. Dazu wurde der
Kraftaufnehmer samt Haltevorrichtung an der mobile Traverse montiert. Der Stempel
wurde schlieBlich mit der fixierten Probenhalterung ausgerichtet und dieser in
ausgerichteter Position in der Haltevorrichtung befestigt. Somit war sichergestellt, dass
der Stempel mittig auf das Konstrukt auftraf und akkurate Messergebnisse erzielt werden

konnten.

Fur die Messung wurde das Knorpelkonstrukt in die ausgerichtete Probenhalterung
platziert und tiber die Priifsoftware TestXpertll® die Messung gestartet. Der Prifstempel
bewegte sich dafir mit einer definierten Geschwindigkeit von 10 mm/min in Richtung des
Konstrukts und I6ste die Disc aus dem Ring. Die dafur bendtigte Maximalkraft Fmax in
Newton entsprach dem Scheitelwert der Messkurve und der bendétigten Kraft zum Losen
der Adhasion des Klebers. Zur Ermittlung der normierten Adhasionskraft wurde die
Integrationsflache mit einberechnet und entsprechend folgender Formel berechnet:

. Fmax [N]
Adhiasionskraft [kPa] = - - x 1000
Integrationsflache [mm?]

Die Integrationsflache entsprach dabei der Mantelflache des Knorpelkerns. Um diskrete
Abweichungen der Konstrukthéhe zu berticksichtigen, wurde diese bei jedem Konstrukt

gemessen und die Integrationsflache individuell folgendermaf3en berechnet:
Integrationsfliche [mm?] =2 X T Xr X h

Die weitere statistische Auswertung wurde mit Microsoft Excel und SPSS Statistics
durchgeflhrt.
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Abbildung 10: Darstellung des Versuchsaufbaus des Push-Out-Tests. Oben: Schematische,

beschriftete Darstellung. Unten: Fotografische Darstellung.
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3.5.3 Tensile-Test

Fur den Tensile-Test wurde der Versuchsaufbau an einigen Punkten angepasst und ist
in Abb. 11 dargestellt. Die Aufhangung des Kraftaufnehmers an der mobilen Traverse
entsprach dabei dem Push-Out-Test. Das Knorpelkonstrukt wurde an zwei vertikal
zueinander ausgerichteten Metallstaben fixiert. Die untere Knorpelscheibe wurde dabei
an einem Metallstab, der in einem Schraubstock befestigt ist, an der unteren kleberfreien
Knorpelflache fixiert. Der obere Metallstab war an der oberen kleberfreien Flache der
oberen Knorpelscheibe fixiert und zunachst spannungsfrei direkt am Kraftaufnehmer
aufgehangt.

Fur die biomechanische Messung wurde die Traverse nach oben bewegt und lber den
Kraftaufnehmer die Maximalkraft Fmax in Newton ermittelt. Die Berechnung der

nominalen Adhasionskraft erfolgte tGber die analoge Formel des Push-Out-Test:

Adhisionskraft [kPa] = e X 1000
dsionskraft [kPa] = Integrationsfliche [mm?]

Die Berechnung der Integrationsflache wurde entsprechend angepasst und nach

folgender Formel berechnet:
Integrationsfliche [mm?] = T x r?

Die Entwicklung und Etablierung des Tensile-Tests ist Bestandteil dieser Arbeit und wird
im Ergebnisteil detailliert beschrieben und anschlieRend diskutiert. Die statistische
Auswertung der Ergebnisse des Tensile-Tests wurden mit Microsoft Excel und SPSS

Statistics durchgefuhrt.
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Abbildung 11: Darstellung des Versuchsaufbaus des Tensile-Tests. Oben: schematische,

beschriftete Darstellung. Unten: fotografische Darstellung.
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3.6 Zellvitalitat: MTT-Assay

Um die metabolische Zellvitalitdt beziehungsweise die Toxizitat der unterschiedlichen
Kleberzusammensetzungen zu beurteilen, wurde 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium Bromid (MTT) fur den MTT-Assay verwendet. Dieses imponiert in
Losung als gelbliche Farbe, welche durch aktive mitochondriale Dehydrogenasen in
vitalen Chondrozyten den Gelenkknorpel durch daraus entstehende Kristalle dunkel
farbt (Abb. 12: unten). Demensprechend bleibt bei avitalem Gelenkknorpel aufgrund

fehlender metabolischer Aktivitét eine Farbung aus (Abb. 12: oben).

Abbildung 12: Exemplarische Darstellung des MTT-Assay anhand von Konstrukten aus dem
Disc-Ring-Modell. Oben: Bei avitalem Gelenkknorpel bleibt eine Dunkelfarbung aus. Unten:

Vitaler Gelenkknorpel farbt sich dunkel.

Die Gelenkknorpelkonstrukte wurden fir 24 h in Chondrozyten-Nahrmedium inkubiert
und schlie3lich dem Assay unterzogen, um initiale toxische Wirkungen zu identifizieren.
Des Weiteren wurden Proben nach 21 d in vitro Kultivierung getestet. Zuvor wurde das
Chondrozyten-Nahrmedium jeweils abgesaugt und die Knorpelkonstrukte mit PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Konstrukte in der MTT-Ldsung versenkt und fur 4

h bei 37 °C inkubiert. Die Farbreaktion wurde makroskopisch beurteilt und dokumentiert.
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3.7 Histologie

Um die Integrationseigenschaften der unterschiedlichen Kleberkompositionen zu
beurteilen, wurden histologische Paraffinschnitte der Konstrukte angefertigt, mittels
immunhistochemischer DAB-Farbung Kollagen Il und Aggrecan angefarbt und
schlieBlich lichtmikroskopisch beurteilt. Proben fir die Histologie wurden zuféllig und

reprasentativ aus den entsprechenden Versuchsreihen ausgewabhilt.
3.7.1 Paraffinschnitte

Die histologischen Proben wurden Uber Nacht in 3.7 % Formalin in PBS fixiert.
AnschlieRend wurden sie zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen und dann in Paraffin
eingebettet. Aus den eingebetteten Proben wurden mittels Mikrotom 2 pum Scheiben
geschnitten und auf Superfrost™ Ultra Plus Objekttragern (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) gesammelt.

3.7.2 Immunhistochemische Farbungen

Zunachst erfolgte eine Entparaffinierung mittels absteigender Alkoholreihe, um das in
den Schnitten vorhandene Paraffin herauszulésen. Dazu wurde folgendes Protokoll

angewendet:

- 3 x 3 min Xylol

- 3x3 min 100 % Ethanol
- 2x3 min 90 % Ethanol
- 2x3 min 80 % Ethanol
- 1x3 min 70 % Ethanol
- 1 x 3 min 50 % Ethanol

- 2 X 3 min vollentsalztes Wasser

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurde das EnVision G|2 Doublestain System
(Dako, Hamburg, Deutschland) verwendet und mit kleinen Anpassungen nach dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine Diaminobenzidin (DAB)-
Farbung. Die Schnitte wurden zunachst auf den Objekttrdgern mit einem Fettstift
umrahmt und schlieflich fir 10 min mit Proteinase K angedaut und schlief3lich mit IHC-
Block-Ldsung fir 20 min geblockt. Als primére Antikdrper wurden die monoklonalen IgG
Antikérper Anti-Collagen 1l (IHC 1:100, Acris, Clone 11-4C11) und Anti-Aggrecan (IHC
1:300, Thermo Scientific, Clone 969D4D11) verwendet, welche in einer feuchten
Kammer fur 2 h inkubiert wurden. Schlief3lich wurden die Proben mit TBS-T fir 3 x 3 min

gewaschen, wonach die Farbung mit dem sekundaren Antikorper (HRP Anti-mouse,
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polyclonal IgG/rabbit IHC/1:100, Dako, P0161) in der feuchten Kammer fiir 1 h erfolgte.
Nach erneutem analogen Waschen mit TBS-T wurde die DAB-LAsung entsprechend des
Kits zubereitet und die Proben fur 5 min inkubiert. Nach dem Waschen mit Wasser
erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer fur 3 min. Im Anschluss an die
Farbungen und erneutem Spilen mit Wasser wurden mittels DAPI Eindeckmedium
ImmunoSelect® die Deckglaser auf die Objekttrager mit den darauf befindlichen

histologischen Proben aufgebracht.

Die histologischen Schnitte wurden schlief3lich lichtmikroskopisch mit einem Olympus
BX51 Mikroskop untersucht. Dieses war an eine DP71 Digitalkamera (Olympus
Hamburg, Deutschland) angeschlossen, womit die Digitalisierung erfolgte. Die
aufgenommenen Bilder wurden mit der dazugehtrigen Software Olympus CellSens

Dimension bearbeitet.

3.8 Herstellung von Klebergelen

Zur Beurteilung des Verhaltens der Kleberkompositionen in flissiger Umgebung wurden
Klebergele angefertigt. Dazu wurden jeweils 12,5 ul, also ein 1:1 Verhéltnis der
entsprechenden Komponenten, in eine zylindrische 25 pl Teflonform pipettiert. Nach
einer Reaktionszeit von 10 s wurden die entstandenen Gele in eine 24-Well-
Multiwellplatten transferiert. Anschlieend wurden die Gele in PBS getrankt und bei 37
°C inkubiert. Es erfolgte taglich eine visuelle Inspektion und Beurteilung der Gele mit
anschlieender Dokumentation der Beobachtungen. In Abb. 12 sind exemplarisch
mehrere Gelzylinder abgebildet. Im Rahmen der fotografischen Aufnahme wurde zur

besseren Darstellbarkeit hier etwas Gewebefarbstoff dazugegeben.
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Abbildung 13: Exemplarische Darstellung der Klebergele. Die zylindrischen Gele wurden in
PBS getrankt bei 37 °C gelagert und téglich inspiziert. Zur besseren Erkennbarkeit wurde fir
diese Aufnahme etwas Gewebefarbstoff hinzugegeben.

3.9 Statistik

Die statistische Auswertung wurde selbststandig durch den Autor mit der Software IBM
SPSS Statistics 25 durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Normalverteilung der Proben
wurde ein Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt und diese schlief3lich mittels Q-Q Plots visuell
verifiziert. Zur Ermittlung der Varianzhomogenitéat wurde ein Levene-Test durchgefihrt.
War diese gegeben, wurde mit Hilfe einer ANVOA, unter Anwendung des Tukey-HSD
als Post-Hoc-Test, die Signifikanz berechnet. Im Falle einer Varianzinhomogenitat wurde
mit dem Dunnett-T3 als Post-Hoc-Test eine Welch-ANOVA zur Berechnung der
Signifikanz durchgefiihrt. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf einen p-Wert von
p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Die Untersuchung und Weiterentwicklung eines PEG-basierten Adhasivums fir die
laterale Gelenkknorpelintegration beinhaltete 3 wesentliche Aspekte:

- die biomechanische Messung der Adhéasionskraft
- die histologische mikroskopische Untersuchung

- und die Untersuchung der Zytotoxizitat.

Ausgangspunkt fur die Entwicklung waren die unter dem Namen CoSeal™ vermarkteten
Komponenten, bestehend aus einer Succinimidyl-Glutarat- und einer Thiol-Komponente.
Anhand der daraus entstandenen Ergebnisse und gewonnenen Erkenntnisse wurden
die Komponenten auf die speziellen Bedirfnisse von Gelenkknorpel angepasst. Neben
Anpassung der PEG-Komponenten wurde HA-SH als Komponente eingesetzt und die
Hypothese Uberprift, ob dieses die Integration in das als adhasives Hydrogel
vorliegende PEG-Adhasivum fordert. Fur die biomechanischen Untersuchungen wurde

das in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Disc-Ring-Modell verwendet.

Ein supplementérer Inhalt dieser Arbeit umfasst die Etablierung des Tensile-Tests des
Sandwich-Modells. Dieses wurde parallel zu den Kleberuntersuchungen entwickelt.
Dazu wurden reprasentative Kleberkompositionen auf PEG- sowie Glutaraldehydbasis

verwendet. Verglichen wurden:

- der Einfluss der axialen Geschwindigkeit auf die Messergebnisse und
- die Standardabweichung der gemessenen Adhasionskraft bei unterschiedlichen
Klebstoffen.
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4.1 Biomechanische Messungen

Die reaktive Komponente von CoSeal™ ist das 4SG-PEG mit seinen 4 reaktiven
Succinimidyl-Glutarat-Gruppen pro Molekiil. Diese reagieren zum einen mit den Thiol-
Gruppen des ebenfalls vierarmigen 4T-PEGs und formieren so das schlieB3lich
vorliegende adhasive Hydrogel. Die adhéasiven Eigenschaften kommen dadurch
zustande, dass das 4SG-PEG ebenfalls mit den in Gelenkknorpel vorkommenden Amin-
Gruppen reagiert. CoSeal™ wird mit einem dualen Applikator appliziert, allerdings wurde
fur die experimentelle Untersuchung eine sequenzielle Applikation gewahlt, um eine
kurzzeitige primare Reaktion des 4SG-PEGs mit dem Knorpel zu ermdéglichen und so
eine starkere Adh&sion zu erzielen. Makroskopisch imponierte nach vollstandiger
Applikation ein klares, solides, innerhalb weniger Sekunden polymerisiertes Hydrogel.
Die hohe Adhasionskraft wurde bereits durch ein starkes Kleben auf der aus Plastik
bestehenden Arbeitsoberflache apparent, weshalb schlie3lich eine Teflonunterlage
benutzt wurde und akribisch auf eine akkurate Applikation geachtet wurde. Bei den
Konstrukten der Kontrollgruppe wurde eine Knorpeldisc ohne Applikation von Kleber in

den Ring platziert.

4.1.1 Zeitliche Dynamik der Adhasionskréafte

Fur die erste Untersuchung wurden die Komponenten entsprechend der
Zusammensetzung von CoSeal™ gewahlt. Hierzu wurde zunéchst die initiale
Adhasionskraft ermittelt. Um eine Aussage hinsichtlich der Dynamik der Adh&sionskraft
treffen zu kdnnen, wurden weitere Messungen 45 min, 2 h und 24 h nach dem Kleben
durchgefuhrt. Bis zur Messung wurden die Konstrukte in PBS getrankt aufbewahrt.
SchlieB3lich wurde die Adhasionskraft nach 21 d in vitro Kultivierung ermittelt. Parallel
dazu wurde das 4T-PEG durch HA-SH als zweite Komponente ersetzt und die gleichen

Untersuchungen vorgenommen. Die Messergebnisse sind in Abb. 14 aufgefihrt.
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Dynamik der Adhasionskraft
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Abbildung 14: Die Dynamik der Adhasionskrafte des Klebers mit der 4SG-PEG-Komponente
mit 4T-PEG oder HA-SH als zweite Komponente zu verschiedenen Messzeitpunkten; Mittelwerte
mit Standardabweichung; *: signifikant hoher gegeniber 4SG-PEG/HA-SH direkt nach
Applikation; #: signifikant geringer gegentiber Klebern direkt nach Applikation, 45 min in PBS, 2
h in PBS und 24 h in PBS. 4SG/4T-PEG direkt nach Applikation: n=15, 45 min in PBS: n=7, 2 h
in PBS: n=7, 24 h in PBS: n=6. 4SG/HA-SH direkt nach Applikation: n=17, 45 min in PBS: n=9, 2
hin PBS: n=11, 24 h in PBS: n=14.

Die Adhasionskraft des 4SG/4T-PEG-Klebers, also die Sofortadhasion ohne
Inkubationszeit, betrug 131,4 + 31,2 kPa (Abb. 14: direkt nach Applikation). Diese war
nach 21 d Kultivierung mit 20,9 + 4,9 kPa signifikant geringer (Abb. 14: 21 d in Kultur).
Auch beim 4SG-PEG/HA-SH-Kleber zeigte sich mit 17,4 + 5,6 kPa nach 21 d eine
signifikant geringere Adhasionskraft im Vergleich zur initialen Adhasionskraft von 70,7
26,5 kPa (Abb. 14: direkt nach Applikation und 21 d in Kultur).

Vergleicht man die Sofortadhasionskraft ohne Kultivierung der beiden
Kleberkompositionen, zeigte sich mit 131,4 + 31,2 kPa und 70,7 = 26,5 kPa eine
signifikant hohere Sofortadhasionskraft bei Verwenden der 4T-PEG-Komponente (Abb.
14: direkt nach Applikation). Nach 21 d in Kultur war dieser signifikante Unterschied mit
20,9 + 4,9 kPa und 17,4 £ 5,6 kPa allerdings nicht mehr zu beobachten (Abb. 14: 21 d
in Kultur). Betrachtet man die Messergebnisse der drei Messzeitpunkte nach 45 min, 2
h und 24 h, erkennt man einen Abwartstrend der Adh&sionskraft bei Verwendung der

4T-PEG-Komponente. Bei Verwendung der HA-SH-Komponente imponierte sie
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hingegen konstant. So war statistisch bereits nach 45 min kein signifikanter Unterschied

zwischen den Adhasionskraften der beiden Kleberkompositionen mehr nachweisbar.

Zusammenfassend liel3 sich feststellen, dass sich die 4T-PEG-Komponente prinzipiell
erfolgreich durch HA-SH ersetzen lasst und sich ebenfalls ein funktionierendes
Adhéasivum formiert. Zwar ging dies auf Kosten der initialen Adhasionskraft, welche sich
jedoch weiterhin in einem suffizienten Bereich befand, jedoch war dieser Unterschied
nach 45 min in PBS statistisch nicht mehr signifikant nachweisbar. Des Weiteren war
festzustellen, dass nach 21 d in Kultur kein signifikanter Unterschied der Adhasionskraft

der beiden Kompositionen bestand.

4.1.2 Degradationsverhalten und Anpassung der Kleberkomponenten

Aus den biomechanischen Messungen der beiden 4SG-PEG-Kleber hatten sich
suffiziente Sofortadhasionskrafte ergeben. Allerdings war ein kurzfristiger Abwartstrend
bei Verwendung der thiolhaltigen Komponente zu beobachten und insgesamt hatten sich
nach 21 d in vitro Kultur bei beiden Klebern deutlich niedrigere Adhasionskrafte messen
lassen. Um eine Verbesserung dieser Klebereigenschaften zu erzielen, wurde das

Degradationsverhalten genauer untersucht.

Um die Kleber in Bezug auf die Degradation zu charakterisieren, wurde ein
Degradationsversuch durchfiihrt. Dieser beinhaltete die Anfertigung von zylindrischen
Klebergelen der entsprechenden Kompositionen mit einem Gesamtvolumen von 25 pl.
Hierzu wurden die beiden Komponenten jeweils mit einem 1:1-Verhdltnis in eine
zylindrische Teflonform gegeben und die entstandenen Klebergelzylinder in PBS
versenkt. Schlie3lich wurden die Gele bei 37 °C inkubiert und taglich visuell inspiziert.
Die dokumentierten Ergebnisse sind in Tab. 11 aufgefihrt. Die 4SG/4T-PEG-Klebergele
hatte sich bereits nach 5 d komplett aufgeldst und es waren keine soliden Anteile mehr
nachweisbar. Im Gegensatz dazu waren die 4SG-PEG/HA-SH-Klebergele erst nach 19
d komplett degradiert. Allerdings wiesen sie bereits nach 16 d nur noch eine stiickige

Konsistenz auf und die Gele lagen in Form von mehreren Fragmenten in PBS vor.
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Tabelle 12: Verhalten der Klebergele in PBS getrankt. Aus den verschiedenen Klebern

wurden zylindrische Klebergele angefertigt, bei 37 °C in PBS getrankt inkubiert und taglich

inspiziert.

Komposition des Klebergels | Verhalten in PBS getrankt bei 37 °C

4SG/4T-PEG Nach 5 d komplett degradiert

4SG-PEG/HA-SH Nach 16 d nur noch einzelne Fragmente, nach 19 d
komplett degradiert

4C/AA-PEG Nach 28 d noch in Form

4C-PEG/HA-SH Nach 28 d noch in Form

Auf Basis der nun vorliegenden Ergebnisse sollten die Kleberkomponenten sinnvoll

angepasst werden, um die langfristige Adhasion zu verbessern. Beide Adhasiva hatten

sich in flussiger Umgebung schnell komplett degradiert. Die konsekutive Hypothese war,

dass stabilere Bindungen innerhalb der Klebermatrix eine langsamere Degradation derer

zur Folge haben kénnen, was wiederum zu einer besseren Langzeitintegration fihrt.

Aufgrund der in flissigem Medium nachgewiesenen spontanen Degradation wurde die

Hydrolyse als hauptverantwortlicher Degradationsprozess angesehen. Es boten sich

folgende Mdglichkeiten zur Anpassung der Komponenten an:

Das thiolhaltige 4T-PEG wurde durch das aminhaltige 4A-PEG ersetzt (Abb. 15:
4A-PEG). Die entstehende Amid-Bindung weist im Vergleich zur schwacheren
Thioester-Bindung eine starkere Resilienz gegentber Hydrolyse und Aminolyse
auf (Abb. 16).

Das 4SG-PEG wurde durch 4-Succinimidyl-Carbonat-PEG (4C-PEG) ersetzt
(Abb. 15: 4C-PEG). Letzteres weist ebenfalls eine langere Hydrolyse-
Halbwertszeit auf 8. Somit sollte zum einen in Kombination mit der neuen 4A-
PEG-Komponente als auch mit der HA-SH-Komponente ein stabileres,

langsamer degradierendes Adhéasivum entstehen.
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Abbildung 15: Strukturelle Darstellung der Polyethylenglykol-Polymere.

Es ergaben sich also zwei neue Kleberzusammensetzungen mit potenziell verbesserter

Langzeitadhasion:

- das 4C/4A-PEG-Adhasivum und
- das 4C/4-HA-SH-Adhasivum.

In Abb. 16 ist der Reaktionsmechanismus des 4C-PEG mit dem 4A-PEG strukturell
dargestellt. Wie bei den CoSeal™-Komponenten entsteht ein adhasives PEG-Hydrogel-

Netzwerk. Fur die Zubereitung der neuen Kleber wurden die Puffer jeweils GUbernommen.

Die beiden neuen Kompositionen wurden zunachst ebenfalls auf ihr
Degradationsverhalten untersucht. Wie in Tab. 12 aufgefiihrt, waren beide Klebergele
nach 28 d in PBS noch in Form und wiesen keine makroskopischen Zeichen einer
Degradation auf. Die erwiinschte Wirkung durch die erfolgten Anpassungen konnte
somit experimentell verifiziert werden. Alle Adhé&siva wurden im n&chsten Schritt

vergleichend biomechanisch und histologisch untersucht.
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Abbildung 16: Darstellung  der  Struktur des  vierarmigen  Succinimidyl-Carbonat-
Polyethylenglykols (4C-PEG) und des vierarmigen Amin-Polyethylenglykols (4A-PEG). Die Amin-
Gruppen des 4A-PEG reagieren mit den Carbonyl-Gruppen des 4C-PEG. Es entsteht eine
kovalente Amidbindung zwischen den PEG-Molekilen mit einem freien N-Hydroxy-Succinimid
als Nebenprodukt. Aus einem Netzwerk multipler solcher kovalenten Bindungen entsteht in
Summe das adhasive PEG-Hydrogel.
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4.1.3 Vergleich der Initialadh&sion

Zunachst erfolgte der biomechanisch im Push-Out-Test ermittelte Vergleich der

Sofortadhasionskrafte. Die Ergebnisse samt Kontrollgruppe sind in Abb. 17 aufgefihrt.

Adhéasionskrafte an Tag O
180,0

160,0 -

140,0 A

* 4
.
120,0 1
100,0 - i *
80,0 -
60,0 -
40,0 1
20,0 -
0’0 - T r r r ﬁ

4SG/AT-PEG 4SG-PEG/HA-SH 4C/4A-PEG  4C-PEG/HA-SH Kontrolle

Adhasionskraft [kPa]

Abbildung 17: Grafische Darstellung der initialen Adhasionskrafte an Tag 0; Mittelwerte mit
Standardabweichung; *: signifikant hoher gegeniber Kontrolle, #: signifikant hoher gegentber
HA-SH-haltigen Klebern. 4SG/AT-PEG: n=15; 4SG-PEG/HA-SH: n=17; 4C/AA-PEG: n=7; 4C-
PEG/HA-SH: n=6; Kontrolle: n=6.

Die Sofortadhasionskraft des 4SG/4T-PEG-Adhasivums stellte sich auch gegenlber
dem 4C/HA-SH-Kleber signifikant hdher dar. Die beiden HA-SH-Kleber wiesen mit 70,7
*+ 26,5 kPa und 67,3 £ 26,2 kPa quasi die gleiche initiale Adh&sionskraft auf. Auch wenn
der ermittelte Wert des 4C/4A-PEG-Klebers mit 91,8 + 41,0 kPa niedriger erschien als
der des 4SG/4AT-PEG-Klebers (131,4 £+ 31,2 kPa) war dieser Unterschied nicht statistisch
signifikant. Die 4C-PEG-Komponente schien somit &ahnliche Eigenschaften in der
Sofortadhésion aufzuweisen wie die 4SG-PEG-Komponente und der hypothetisch
postulierte Reaktionsmechanismus in vitro zu funktionieren. Gegenluber der
Kontrollgruppe, in welcher die Discs lose und ohne Klebstoff in den auf3eren Ring
platziert wurden, waren alle Kompositionen signifikant starker klebend. Letztlich liel? sich
feststellen, dass alle 4 Kleber eine suffizient hohe Sofortadh&sion aufwiesen. Zwar klebte
der 4SG/AT-PEG-Kleber etwas stéarker, jedoch ist dieser Effekt vor dem Hintergrund der
bekannten abnehmenden Dynamik aus dem Vorversuch als nur von kurzzeitiger

Pravalenz zu werten.
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4.1.4 Vergleich der Langzeitadhé&sion nach 21 Tagen in vitro Kultivierung

Bei im Push-Out-Test nachgewiesener suffizienter Initialadhasion  aller
Kleberkompositionen erfolgte schlief3lich die biomechanische Testung und der Vergleich
der Langzeitadhasionskrafte. Es wurden als Kontrolle erneut Konstrukte verwendet, bei
denen die Disc lose und ohne Verwendung eines Adhasivums in den Ring platziert

wurden.

Adhéasionskrafte nach 21 Tagen in vitro Kultur
60,0 - .

50,0 A

40,0 ~

* 0

30,0 ~

20,0 H

Adhasoinskraft [kPa]

10,0 A

0,0

4SG/AT-PEG 4SG-PEG/HA-SH  4C/4A-PEG 4C-PEG/HA-SH Kontrolle

Abbildung 18: Grafische Darstellung der Adhasionskrafte nach 21 d in vitro Kultur. Mittelwerte
mit Standardabweichung. *: signifikant hdher gegentber Kontrolle. #: signifikant hdher gegenliber
allen anderen Klebern. °: signifikant hoher gegenuber 4SG-PEG/HA-SH. 4SG/4T-PEG: n=9;
4SG-PEG/HA-SH: n=10; 4C/4A-PEG: n=8; 4C-PEG/HA-SH: n=8; Kontrolle: n=6.

Die Adhasionskrafte aller vier Kleber waren nach 21 d in vitro Kultur signifikant starker
gegenuber der Kontrollgruppe (Abb. 18: Kontrolle). Mit 40,2 + 15,5 kPa wies der 4C/4A-
PEG-Kleber die insgesamt signifikant hochste Adhéasionskraft gegeniiber allen anderen
Kompositionen auf (Abb. 18: 4C/4A-PEG). Interessant war auch der Vergleich der
beiden HA-SH-Kleber. In Kombination mit der 4C-PEG-Komponente wies er mit 27,0 £
8,3 kPa eine signifikant hoéhere Langzeitadhasionskraft als mit der 4SG-PEG-
Komponente auf, welche nur 17,4 + 5,6 kPa betrug (Abb. 18: 4C-PEG/HA-SH, 4SG-
PEG/HA-SH). Letztlich lieR3 sich feststellen, dass durch die Substitution der 4SG-PEG-
mit der 4C-PEG-Komponente innerhalb der HA-SH-haltigen und HA-SH-freien Kleber

eine signifikante Verbesserung der Langzeitadh&sionskraft erzielt wurde.
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4.1.5 Sofortadhasion und Langzeitintegration im Vergleich

Alle untersuchten Adhasiva wiesen signifikant hohere Initialadhasionskréfte im Vergleich
zur Langzeitadhasionskraft auf, wie in Abb. 19 zusammenfassend dargestellt. Alle
gemessenen Adhasionskrafte der Initialadhdsion und Langzeitintegration waren
signifikant hoher als die jeweils ermittelten Kontrollen, wie bereits in den vorherigen
Abschnitten dargestellt.

Ubersicht der Kleberkompositionen an Tag 0 und 21
180,0 -

160,0 -
140,0 A *
120,0 ~
100,0 A *
80,0 A
60,0 -

00 [ I

20,0 L I

Adhasionskraft [kPa]

0.0 4SG/4T-PEG 4SG-PEG/HA-SH 4C/4A-PEG 4C-PEG/HA-SH

® MW [kPa] Tag 0 1314 70,7 91,8 67,3
MW [kPa] Tag 21 20,9 17,4 40,2 27

Abbildung 19: Grafische und tabellarische Darstellung der Sofortadhasionskrafte und der
Langzeitadhasionskrafte nach 21 d in vitro Kultur der unterschiedlichen Kleberkompositionen.
MW=Mittelwert. *: signifikant héher gegentber Adhasionskraft an Tag 21.

Es gab jedoch deutliche Unterschiede bei den langfristigen Adhasionskraftverlusten. Mit
Succinimidyl-Glutarat als Komponente betrug die Adhasionskraft nach 21 d nur noch
15,9 % des an Tag 0 gemessenen Wertes in Kombination mit dem PEG-Thiol bzw. 24,6
% in Kombination mit HA-SH. Durch die Substitution und Inkorporation der Succinimidyl-
Carbonat-Gruppe konnte der Kraftverlust deutlich reduziert werden. Bei der Kombination
mit HA-SH betrug die Adhasionskraft nach 21 d noch 40,1 % des Ausgangswertes und
der Kraftverlust konnte im Vergleich zum Succinimidyl-Glutarat somit fast halbiert
werden. In Kombination mit dem fiir das PEG-Thiol substituierten PEG-Amin betrug die
Adhasionskraft nach 21 d noch 43,8 % des Ausgangswertes. Der Kraftverlust der

CoSeal™ entsprechenden Zusammensetzung war somit etwa dreimal so hoch.
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Durch die vorgenommenen Anpassungen konnte der Verlust der Adhasionskraft in der
Langzeitintegration somit deutlich reduziert werden, sowohl bei der HA-haltigen als auch
der HA-freien Variante. Den gréf3ten Kraftverlust wies dabei CoSeal™ auf, wahrend der
4C/4A-PEG-Kleber den geringsten Kraftverlust zu verzeichnen hatte. Die zugrunde
liegenden Ursachen der in den biomechanischen Messungen ermittelten Ergebnisse der
Langzeitintegration wurden schlieflich in der histologischen Begutachtung weiterfihrend

untersucht.
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4.2 Histologie

Zur Beurteilung der Knorpelintegration wurden geklebte Konstrukte in vitro in
Chondrozyten Nahrmedium bei 37 °C im Inkubator kultiviert und nach 21 d histologisch
untersucht. Das Nahrmedium wurde unter sterilen Bedingungen alle 2 bis 3 d
gewechselt. Fur den EZM-Nachweis wurden als reprasentative Hauptbestandteile
Kollagen 1l und Aggrecan immunhistochemisch angefarbt. Bei der mikroskopischen

Inspektion wurden folgende Aspekte berlcksichtigt und untersucht:

- Die Integritat bzw. der Grad der Degradation des Adhasivums
- Die Pravalenz der Farbung innerhalb der Klebermatrix als Zeichen der Integration

- Die Pravalenz von Chondrozytenmigration in die Klebermatrix

Bei den folgenden Abbildungen handelt es sich jeweils um reprasentative Aufnahmen.
Abgebildet sind Langsschnitte der Knorpelkonstrukte mit der Disc in der einen und dem
Ring in der anderen Halfte des Bildes. Rot angefarbt ist dabei jeweils das Aggrecan oder
Kollagen Il innerhalb der EZM. Gut zur erkennen sind dabei die Chondrone mit den
paarig angeordneten Chondrozyten. Zwischen Knorpeldisc und -ring befindet sich der
Defektspalt. In ihm befindet sich die je nach Kleberkomposition unterschiedlich
konfigurierte Klebermatrix. Diese erscheint entweder farblos oder, im Falle einer
positiven Kollagen II- oder Aggrecan-Farbung, rot. In manchen Aufnahmen ist im
Defektspalt eine positive Farbung auch auf3erhalb der Klebermatrix zu erkennen. Die

Ergebnisse werden im Folgenden einzeln dargestellt.
4.2.1 4SG-PEG/HA-SH

Bei Untersuchung des 4SG-PEG/HA-SH-Klebers imponierte ein zum grof3ten Teil
stiickig konfiguriertes adhéasives Hydrogel im Defektspalt in Form kleiner, runder
Fragmente (Abb. 20: B und D, Pfeile). Nur abschnittsweise war der Kleber in seiner
Integritat erhalten (Abb. 20: A und C). Jedoch zeigten sich auch in Regionen héherer
Kleberintegritat nur wenige Kleber-Knorpel-Kontakte.

Es lieRen sich sowohl Aggrecan als auch Kollagen Il in den stlickig konfigurierten (Abb.
20: D, Pfeile) als auch in den intakten Kleberanteilen (Abb. 20: A und C) nachweisen als

Zeichen moglicher beginnender Integrationsprozesse.

In den untersuchten Proben waren innerhalb des Knorpels zahlreiche Chondrozyten zu
erkennen, auch in unmittelbarer Umgebung des Defektspaltes. Vereinzelt waren
Chondrozyten an der Kleber-Knorpel-Grenze zu erkennen (Abb. 20: C, Pfeil). Vollstandig

in die Klebermatrix migrierte Chondrozyten konnten jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Mikroskopische Aufnahmen der 4SG-PEG/HA-SH-Kleberkonstrukte nach 21 d
Kultivierung. A, C: Kollagen lI-Farbung; B, D: Aggrecan-Farbung.

4.2.2 AC-PEG/HA-SH

Der 4C-PEG/HA-SH-Kleber imponierte in seiner Integritat deutlich intakter als der 4SG-
PEG/HA-SH-Kleber. Es waren viele Abschnitte mit vollstandigem Kleber-Knorpel-
Kontakt identifizierbar (Abb. 21: B). Auch wenn in einzelnen Abschnitten der Kleber zwar
in seiner Integritat intakt war, erschienen einige Anteile in der Kontinuitat unterbrochen
zu sein (Abb. 21: F). Dies ist moglicherweise auch als Beschadigung im Rahmen des
Herstellungsprozesses der histologischen Praparate zu werten. In anderen Praparaten
schienen die fehlenden Kontaktzonen jedoch eher auf eine mangelhafte Verteilung des
Adhéasivums beim Klebeprozess zurlckzufuhren zu sein (Abb. 21: A, C, D).

Es lieRen sich in nahezu allen untersuchten Praparaten Kollagen Il und Aggrecan im
Defektspalt nachweisen (Abb. 21: A, C-E, G, H). Der genaue Integrationsgrad bzw. die
die Konfiguration lie3 sich in drei Typen aufteilen:

0] Es gab Kollagen II-Produktion in den Defektspalt auferhalb der
Klebermatrix (Abb. 21: A, D). Der Kleber selbst schien dabei von der EZM
bzw. vom Kollagen Il im Defektspalt verdrangt worden zu sein.
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Mdglicherweise handelt es sich dabei auch um einen in die Klebermatrix
hineinproduzierenden Prozess, die jedoch deutlich auszumachende
Kleber-Kollagen II-Grenze spricht eher gegen diese Annahme.

()} In den untersuchten Praparaten imponierten eindeutig mit Kollagen Il und
Aggrecan durchzogene Kleberanteile (Abb. 21: A, C und G, H). Typisch
war zudem der zwar teilweise pravalente Kleber-Knorpel-Kontakt, der
jedoch nicht Uber langere Abschnitte erhalten blieb. AuRerdem waren
migrierte Chondrozyten im Bereich der Knorpel-Kleber-Grenze typisch,
die jedoch nicht in die Klebermatrix eindrangen. (Abb. 21: C, Pfeile)

(1) Der hdchste Integrationsgrad war gekennzeichnet durch einen vollstandig
mit Kollagen Il ausgeflillten Defektspalt (Abb. 21: E). Im Gegensatz zu
Grad Il umfasste dieser nicht nur vereinzelte Abschnitte, sondern war
Uber langere Strecken hinweg nachweisbar. Ein weiteres Merkmal war
der Nachweis von Chondrozyten im Defektspalt (Abb. 21: E, Pfeile). Auch
wenn dieser Integrationsgrad nur in wenigen Praparaten ersichtlich war,

ist er mit hochgradiger Integration vereinbar.

Insgesamt machte der 4C-PEG/HA-SH-Kleber nach 21 d einen in seiner Integritat
intakteren Eindruck als der 4SG/HA-SH-Kleber. Dieser Eindruck deckt sich mit den im
Degradationsversuch getroffenen Erkenntnissen. Die Kontaktflachen von Kleber und
Knorpel waren zahlreicher mit teils hochgradig integriert erscheinenden Praparaten
sowie Kollagen II- und Aggrecanproduktion in die Klebermatrix. Zusammenfassend ist
von einem heterogenen Bild zu berichten mit unterschiedlich ausgepragtem

Integrationsgrad, wobei die maRig ausgepragte Integration das Bild dominierte.
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Abbildung 21: Mikroskopische Aufnahmen der 4C-PEG/HA-SH-Kleberkonstrukte nach 21 d
Kultivierung. A-E: Kollagen II-Farbung; F-H: Aggrecan-Farbung.
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4.2.3 4C/4A-PEG

Der ebenfalls untersuchte 4C/4A-PEG-Kleber beinhaltete im Gegensatz zu den beiden
oben gezeigten Zusammensetzungen keine HA-SH als Komponente. Insgesamt
imponierte der Kleber in Vergleich zu den HA-SH-haltigen in seiner vorliegenden
Konfiguration am intaktesten. Die untersuchten Praparate wiesen keine fragmentierten

oder inkompletten Anteile auf (Abb. 22: A-D). Dementsprechend war der Kleber-Knorpel-

Kontakt Richtung Disc und Ring grof3flachig vorhanden.

Abbildung 22: Mikroskopische Aufnahmen der 4C/4A-PEG-Kleberkonstrukte nach 21 d
Kultivierung. A-C: Kollagen Il-Farbung; D: Aggrecan-Farbung.

Sichere Kollagen II- oder Aggrecanproduktion in die Klebermatrix war in den
untersuchten Proben nicht nachweisbar. Jedoch zeigten wenige Regionen Kollagen II-
Produktion in den Defektspalt mit Verdrangung der Klebermatrix (Abb. 22: A und B,
Pfeil). Diese Areale wiesen eine Konfiguration wie die in Abb. 21 A und D als Grad I-
Integration klassifizierten Anteile des 4C/HA-SH-Klebers auf. Wie an dortiger Stelle
bereits erwahnt, lasst sich nicht abschlie3end beweisen, dass es sich dabei tatsachlich
um eine Verdrangung handelt. Dennoch ist der Unterschied zu den Grad Il und Il
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konfigurierten Arealen deutlich apparent. Fir eine Chondrozytenmigration in Richtung

des Klebers und Defektspaltes gab es keinen Anhaltspunkt.

Betrachtet man die Defektrander, fallt ein weiterer Aspekt auf. Anders als bei den HA-
SH-haltigen Zusammensetzungen wurden beim 4C/4A-PEG-Kleber im Bereich der
Schnittrander aggrecan- und kollagenarme Zonen ersichtlich (Abb. 22: C, D). Diese
zogen sich tber den gesamten Defektrand fort. Lediglich die Bereiche, in denen Kollagen
Il im Defektspalt zu erkennen war, wies auch der Defektrand eine positive Farbung auf
(Abb. 22: A, B).

Zusammenfassend ergab die histologische Untersuchung bei allen drei untersuchten
Adhasiva ein unterschiedliches Bild. Die hier gewonnen Erkenntnisse wurden schlief3lich
zusammen mit den Ergebnissen aus den biomechanischen Tests diskutiert und in

Kontext gebracht. Zunachst wurden die Adhéasiva auf inre Zytokompatibilitét untersucht.
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4.3 Zellvitalitat und Zytotoxizitat der Kleber

Zur Untersuchung der Gelenkknorpelvitalitdit wurde der MTT-Assay angewendet.
Dadurch war es maoglich, Ruckschlisse auf potenziell zytotoxische Wirkungen der
Kleber zu ziehen. Es wurden mehrere geklebte Konstrukte der unterschiedlichen
Kleberkompositionen sowie der Kontrollgruppe an Tag 1 und Tag 21 untersucht und
makroskopisch beurteilt. Als Totkontrolle wurde ein Konstrukt fir 2 h eingefroren und
anschlieRend ebenfalls dem Assay unterzogen. Eine dunkelblaue bis schwarzliche
Farbanderung war als Nachweis metabolischer Aktivitdt und somit vitalen
Gelenkknorpels zu werten. Bei den zuvor eingefrorenen Knorpelkonstrukten blieb

aufgrund fehlender vitaler Zellen eine solche Farbung aus.

In Abb. 23 sind exemplarisch einige Konstrukte der unterschiedlichen
Kleberkompositionen nach MTT-Assay abgebildet. Zuvor wurden diese fir 21 d in
Chondrozyten-Nahrmedium kultiviert und die biomechanische Messung mittels Push-
Out-Test durchgefiihrt. Anschlieend wurden Disc und Ring zusammen makroskopisch
auf Zellvitalitat untersucht. Bereits nach 24 h in vitro Kultivierung konnte bei allen
Adhasiva eine vorhandene Zellvitalitat, ohne unmittelbare zytotoxische Wirkung
nachgewiesen werden. Wie nun in Abb. 23 zu sehen, waren auch nach 21 d alle dem
MTT-Assay unterzogenen Konstrukte vollstandig dunkel verfarbt. Es wurde dabei vor
allem Augenmerk auf die inneren, dem Klebespalt zugewandten Schnittrdnder gelegt.
Auch dort lie3 sich eine homogene Dunkelfarbung aller untersuchter Konstrukte
feststellen.

ASGIT-PEG  4SG-PEGIHA-SH 4CHAPEG  4CPEGHASH  Kontrolle
O°* O« 0o O o O o
O« O ¢ O O °

o . O ¢ O O o

G 0
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» o o
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Abbildung 23: MTT-Farbung der Knorpelkonstrukte nach 21 d in vitro Kultur. Zuvor wurden die
Konstrukte biomechanisch getestet. Es imponiert eine homogene Dunkelfarbung, auch an den

dem Klebespalt hingerichteten Flachen. Die weil3en Aufhellungen entsprechen Lichtreflexen.
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Zusammenfassend lie sich also zu allen ermittelten Zeitpunkten metabolisch vitaler
Gelenkknorpel nachweisen. Zytotoxische Wirkungen der unterschiedlichen Kleber

waren in vitro nicht nachweisbar.
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4.4 Entwicklung des Tensile-Tests fur das Sandwich-Modell

Fur die Untersuchungen der PEG-basierten Adhésiva wurde das in der Arbeitsgruppe
etablierte Disc-Ring-Modell und der dazugehdrige Push-Out-Test verwendet. Ein
weiterer Inhalt dieser Arbeit umfasst die Entwicklung eines Versuchsaufbaus fur den
Tensile-Test fur die biomechanische Testung der Konstrukte des Sandwich-Modells. Die
Préaparationstechnik zur Isolation des Gelenkknorpels aus bovinen Knien und die
entsprechenden Vorrichtungen zur Herstellung der Knorpelscheiben wurden in der
Arbeitsgruppe bereits entwickelt und etabliert. Zur Herstellung der Konstrukte wurden,
wie im Methoden-Teil erlautert, zwei Scheiben zu einem Sandwich zusammengeklebt.
Die Entwicklung des Tensile-Tests umfasste mehrere Schritte. Zunachst musste eine
geeignete Versuchsvorrichtung und dessen Einzelteile hergestellt werden. Als nachstes
musste ein geeignetes Prifungsprotokoll festgelegt bzw. ermittelt werden. Im letzten
Schritt wurden vergleichende Untersuchungen zwischen dem Tensile-Test und dem
Push-Out-Test durchgefuhrt.

4.4.1 Entwicklung der Versuchsvorrichtung

Der erste Entwicklungsschritt umfasste die Entwicklung und Fertigung der Einzelteile der
Versuchsvorrichtung. Grundidee des Versuchsaufbaus war es, die obere und untere
Knorpelscheibe separat voneinander zu fixieren, um so mit Hilfe der Prifmaschine die
Zugkraft zu ermitteln, welche bis zum Versagen des Klebers nétig ist. Dazu musste sich
die Traverse mit dem daran montierten Kraftaufnehmer, anders als beim Push-Out-Test,
nach oben bewegen. Der Vorgang des Fixierens der beiden Knorpelscheiben musste
auf eine Art und Weise erfolgen, bei der moglichst wenig am Konstrukt manipuliert wird,

damit es zu keiner Beschadigung oder Verfalschung der Messergebnisse kommit.

Um dies zu erreichen, wurden Metallstdbe mit einem Durchmesser von 6 mm,
demselben wie fir die Knorpelscheiben, gefertigt (Abb. 24: links). AuRerdem wurde eine
Aufhangevorrichtung hergestellt, welche oben an den Kraftaufnehmer aufgehangen
werden kann und unten mittels einer Schraube den oberen Stab fixieren kann (Abb. 23:
links, mittig). Die Vorrichtungen wurden durch Feinmechanik Sauer in Wirzburg
gefertigt. Um die Metallstdbe mit den Knorpelscheiben zu fixieren, wurden die Stébe
zuerst mit Leukosilk® Fixierpflaster umschlagen (Abb. 23: rechts). Fur die Verbindung
zwischen den mit Pflaster umwickelten Stadben und den Knorpelscheiben wurde jeweils
ein Tropfen Sekundenkleber (Stanger®) verwendet. Die Umwicklung diente der
einfachen Wiederverwendbarkeit der Stabe, da sich der Sekundenkleber somit einfach

und rickstandslos vom Stab entfernen lie3 und gleichzeitig durch die raue
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Fixierpflasteroberflache eine bessere Adhéasion erreicht werden konnte. Zudem war
durch die Verwendung von Sekundenkleber nur eine minimale Manipulation am
Konstrukt nétig. Es wurde bei der Verwendung genauestens darauf geachtet, dass der
Sekundenkleber nicht auf Arealen auf3erhalb der zu klebenden Flache aufgetragen

wurde.

Abbildung 24: Die Einzelteile der Versuchsvorrichtung des Tensile-Tests. Links, Mitte: Die
speziell durch Feinmechanik Sauer angefertigten Metallstdbe und die Aufhéngevorrichtung.
Rechts: Die Einzelteile im fertig aufgebauten Tensile-Test. Zwischen Metallstdben und
Knorpelscheiben wurde Fixierpflaster fur eine bessere Fixierung und Wiederverwendbarkeit der
Stabe verwendet.

Das Protokoll des Tensile-Tests umfasste dementsprechend mehrere Schritte und ist in
Abb. 25 schematisch abgebildet.

- Zuerst wurde der obere Metallstab mittels Aufh&ngevorrichtung an den
Kraftaufnehmer gehangen, der untere Metallstab in den Schraubstock geklemmt
und die Stdbe manuell aufeinander ausgerichtet. Schlie3lich wurde ein Tropfen
Sekundenkleber auf die untere umwickelte Stabflache gegeben und das
Konstrukt vorsichtig mit einer feinen Pinzette darauf platziert (Abb. 25: links).

- Nach 30 s Klebezeit wurde nun die obere umwickelte Stabflache ebenfalls mit
einem Tropfen Sekundenkleber versehen und die Traverse vorsichtig nach unten
gefahren, bis die beiden Flachen einander berihrten (Abb. 25: zweite von links).

- Nach erneuter 30-sekindiger Klebezeit konnte nun die biomechanische
Messung erfolgen. Hierzu wurde entsprechend der zuvor festgelegten und
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programmierten Geschwindigkeit die Traverse nach oben gefahren (Abb. 25:

Zweite von rechts).

- Nach Versagen des getesteten Adhasivums wurde die Messung beendet (Abb.

25: rechts).
. |

wmm«

Abbildung 25: Schema des Protokolls des Tensile-Tests. Links: Das Knorpelkonstrukt,

bestehend aus zwei mit dem Adhasivum (schwarz) zusammengeklebten Knorpelscheiben (rosa),
wird mit Sekundenkleber (rot) auf den unteren mit Fixierpflaster (grau) umwickelten Metallstab
(blau) fixiert. Zweite von links: Der obere Metallstab wird mit Kleber versehen und die Traverse
nach unten gefahren, bis er dem Konstrukt aufliegt. Zweite von rechts: Die Traverse wird
entsprechend des festgelegten Messprotokolls nach oben gefahren. Rechts: Bei Versagen des
Klebers wird die Messung beendet.

4.4.1 Einfluss Messgeschwindigkeit auf die Adhasionskraft

Fir die Etablierung eines Protokolls zur Messung der Adhé&sionskraft im Tensile-Test
musste eine standardisierte Geschwindigkeit der axialen Bewegung der Traverse mit
dem daran befestigten Kraftaufnehmer und Aufhédngevorrichtung nach oben, weg vom
Knorpelkonstrukt, festgelegt werden. Es stellte sich die Frage, ob eine Abh&angigkeit
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zwischen der ermittelten Adhasionskraft und der Messgeschwindigkeit, auch in Hinblick
auf die Hohe der Standardabweichung, bestand. Um dies zu ermitteln, wurde mit einem
reprasentativen Adhasivum eine Messreihe mit einer schnelleren und einer langsameren
Bewegung durchgefiihrt und hierzu die Geschwindigkeiten 4 pm/s und 10 pm/s
untersucht. Als reprasentatives Adhéasivum wurde eine angepasste Dosierung der
Komponenten des Gewebeklebers BioGlue® (45 % BSA und 2,5 % Glutaraldehyd 4:1),
welcher in der Arbeitsgruppe bereits ausfihrlich im Rahmen der Entwicklung des Push-
Out-Tests untersucht wurde, verwendet 1. Die Vorbereitung und Messung erfolgte

entsprechend des zuvor festgelegten und erlauterten Prifungsprotokolls.

Die Ergebnisse der Messreihen sind in Abb. 26 aufgezeigt. Wurde die Messung mit einer
Geschwindigkeit von 4 um/s durchgefiihrt, zeigte sich eine Adhéasionskraft von 27,8 +
11,9 kPa. Bei einer Messgeschwindigkeit von 10 um/s wurde eine Adhasionskraft von
30,9 £ 14,9 kPa ermittelt. Statistisch war kein signifikanter Unterschied sowohl zwischen
den ermittelten Adhasionskréaften als auch zwischen der Hohe der
Standardabweichungen eruierbar. Die standardisierte Geschwindigkeit des

Prufungsprotokolls wurde schlie3lich auf 6 um/s festgelegt.

Adhéasionskréfte bei unterschiedlichen axialen
Geschwindigkeiten
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Adhasionskraft [kPa]
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o O 01 O O

o
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4 um/s 10 pum/s
45 % BSA/2,5 % Glutaraldehyd 4:1-Kleber

Abbildung 26: Adhasionskréafte im Tensile-Test bei 4 pm/s und 10 pm/s mit
Standardabweichungen. Es wurde ein Adhasivum aus in ihrer Dosis und Konzentration
angepassten BioGlue® Komponenten verwendet, welche zuvor bei der Entwicklung des Push-
Out-Tests Anwendung fanden (45 % BSA und 2,5 % Glutaraldehyd 4:1) 13°. 4 pm/s: n=10; 10

pm/s: n=9.
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4.4.3 Vergleich der Standardabweichungen beim Tensile- und Push-Out-Test

Ziel eines biomechanischen Modells ist es, moglichst reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen. Qualitatsmerkmal ist dabei vor allem eine niedrige Standardabweichung einer
Messgruppe. Als Standardversuch wurde in der Arbeitsgruppe der Push-Out-Test
verwendet und er diente als Referenz fir den Tensile-Test. Um die
Standardabweichungen der beiden Tests zu vergleichen, wurde jeweils eine Messreihe
mit dem 4SG/4AT-PEG-Kleber als Referenzadhasivum durchgefiihrt. Die
Messergebnisse sind zusammen mit den Standardabweichungen in Abb. 27 aufgefuhrt.
Beim Tensile-Test war eine Standardabweichung von 25,9 kPa zu ermitteln. Diese lag
beim Push-Out-Test mit 30,1 kPa etwas hoher, insgesamt aber im selben Bereich. Die
Anzahl der gemessenen Konstrukte waren pro Test mit 15 Messungen im Push-out- und
16 Messungen im Tensile-Test nahezu gleich und somit war eine direkte
Vergleichbarkeit gegeben. Festhalten liel3 sich, dass in Hinblick auf die Hohe der
Standardabweichungen als Qualitatsmerkmal der Tensile-Test und Push-Out-Test als

gleichwertig anzusehen sind.

Tensile-Test und Push-Out-Test im Vergleich
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4SG/4T-PEG-Kleber

Abbildung 27: Vergleich der Standardabweichungen beim Tensile- und Push-Out-Test. Der
4SG/AT-PEG-Kleber wurde als Referenzadhasivum verwendet. Die Standardabweichung des
Tensile-Tests betrug 25,9 kPa und des Push-Out-Tests 30,1 kPa. Tensile-Test: n=16; Push-Out-
Test: n=15.

4.4.2 Potenzielle Fehlerquellen beim Tensile-Test

Der Tensile-Test hatte sich als zuverlassiges Versuchsmodell mit hoher
Reproduzierbarkeit erwiesen. Dennoch missen potenzielle Fehlerquellen Erwahnung
finden. In Abb. 28 ist links unten schematisch die Messkurve einer regelgerechten

Kraftmessung abgebildet. Sie besteht aus einem rasch erreichten Spitzenwert mit im
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Anschluss rapide abfallender Kraftkurve. Idealerweise ist von gleichen punktuellen
Zugkraften an unterschiedlichen beliebigen Punkten der Klebeflache auszugehen
(F1=F2=F3). Realistisch ist jedoch von minimalen punktuellen Differenzen auszugehen
(F1~F2~F3), weshalb sich die zunachst steil abfallende Messkurve schliel3lich etwas
abflacht, bis sie auf 0 kPa abfallt (Abb. 28: links). Erklarung hierfur kénnen unter anderem
kleine verbleibende Kleberfragmente bzw. -briden sein, welche sich erst nach weiterem

Zug losen.

Ideal: F1=F2=F3 F1>=F2>F3

Real: F1~F2~F3

t t

Abbildung 28: Die Wirkung der Zugkrafte im Tensile-Test und ,Peeling® Links: Schematische
Darstellung einer regelrechten Messung im Tensile-Test. Die punktuell wirkenden Zugkrafte sind
auf der Klebespaltoberflache idealerweise gleich (F1=F2=F3) und realistisch etwa gleich
(F1~F2~F3). Die Messkurve zeigt eine schnell erreichte Spitze mit schlieRlich rapidem Abfall.
Mitte: Beim ,Peeling” sind die punktuellen Zugkréfte unterschiedlich grof3. Die Messkurve erreicht
keine eindeutige Spitze und erreicht ein charakteristisches Plateau. F=Adhasionskraft, t=Zeit.
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Ein in den Messkurven weniger Proben beobachtetes Phanomen war das Nichterreichen
eines eindeutigen Spitzenwertes, wie in Abb. 28 unten mittig und rechts dargestellt.
Stattdessen wurde ein lang persistierendes Messplateau erreicht. Bei genauerer
Inspektion konnte als Ursache ein ungleichmaRiges Versagen der Kleberoberflache
identifiziert werden, welches als ,Peeling” bezeichnet wurde. Ursachlich hierfir sind auf
physikalischer Ebene grof3e Differenzen zwischen den punktuell wirkenden Zugkraften
an unterschiedlichen Punkten der Kleberoberflache (F1>F2>F3), was schlie3lich zum
besagten ,Peeling“-Effekt fihrt. Um das Auftreten des ,Peelings® zu reduzieren, wurde
akribisch auf eine korrekte Positionierung der Konstrukte im Versuchsaufbau geachtet.
Dabei muss die Klebeflache perpendikular, also in mdglichst perfektem rechtem Winkel
zur wirkenden Zugkraft positioniert werden. Als Gegenversuch wurden Konstrukte
gezielt leicht schief im Versuchsaufbau eingebracht, um ein ,Peeling“ zu provozieren.
Dies fuhrte dann zu den fir das ,Peeling® als typisch postulierten plateauartigen
Messkurven. Letztlich wurde das Bild der ,Peeling“-Messkurve als Ausschlusskriterium

fur eine valide Probenmessung festgelegt.
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5 Diskussion

Das kommerziell erhaltliche Adhasivum CoSeal™ stellte mit seiner beschriebenen
hohen Sofortadhasionskraft einen interessanten Kandidaten fur die Verwendung beim
TE von Gelenkknorpel dar. Eine wissenschaftlich experimentelle Untersuchung dieses
oder eines ahnlichen zweikomponentigen PEG-Adhasivums war bis dato bei
Anwendung zur lateralen Integration von Gelenkknorpel nicht erfolgt. Die gewonnenen
ersten Ergebnisse wurden genutzt, um das Adhasivum anzupassen. Neben den
veranderten funktionellen Gruppen, wurde auch thioliertes HA als Komponente
verwendet, um zu Uberprifen, inwiefern dieses in Kombination mit PEG die Integration
fordert. Die Ergebnisse aus Biomechanik und Histologie sollen nun in Kontext gebracht

und diskutiert werden.

Das Sandwich-Modell und der Tensile-Test bieten neben dem Disc-Ring-Modell eine
Alternative flur die qualitativ hochwertige experimentelle Untersuchung von
Gelenkknorpel. Es konnte fir den Tensile-Test erfolgreich ein geeigneter
Versuchsaufbau entwickelt werden. Die Ergebnisse aus den vergleichend mit dem Push-

Out-Test durchgefihrten Untersuchungen sollen nun ebenso diskutiert werden.
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5.1 Sofortadhésion

Erster Schritt dieser Arbeit war es, die Eignung der CoSeal™-Komponenten als
Adhasivum zur lateralen Gelenkknorpelintegration im Disc-Ring-Modell zu eruieren. Die
von Wallace et al. eher nebenbei beschriebene Adhéasionskraft an einer

Kollagenoberflache konnte im Push-Out-Test an Gelenkknorpel verifiziert werden 117,

Um die ermittelten Werte besser einordnen zu kdnnen, muss man einen Blick auf die in
der Arbeitsgruppe bereits im Push-Out-Test untersuchten Kleber werfen. Im Vergleich
zu Fibrinkleber, welcher Initialadhasionskréafte von 13.5 + 3.9 kPa aufwies und dessen
schwache Adhasionskraft bereits in anderen Versuchen ermittelt wurde, waren die des
4SG/4T-PEG-Klebers mehr als neunmal so stark 140-142 Als Beispiel flr besonders
starke Kleber ist BioGlue® zu nennen, welcher aus BSA und Glutaraldehyd besteht.
Unter Anpassung der Komponenten (10 % Glutaraldehyd, Verhaltnis 1:1) konnten im
Push-Out-Test Maximaladhasionskrafte von 239,2 kPa erreicht werden '¥°. Die
Adhasionskraft des nichtmodifizierten BioGlue® selbst lag jedoch etwa im Bereich der
CoSeal™-Komponenten 3. Mit 131,4 + 30,1 kPa ist die Initialadhasion des 4SG/4T-
PEG-Klebers also als hoch einzustufen.

Nach Substitution der 4T-Komponente mit HA-SH war die Initialadh&sion des Klebers
mit 70,7 = 25,7 kPa statistisch signifikant geringer. Bei der Untersuchung der Dynamik
der Adhasionskréfte in den ersten 24 h konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Klebekraft des 4SG/4T-PEG-Klebers bereits nach 45 min im wassrigen Medium nicht
mehr signifikant hoher als die des 4SG-PEG/HA-SH-Klebers war. Auch bei den

Messungen nach 2 h und 24 h bestétigte sich diese Annaherung.

Um die Genese dieser doch recht rapiden Abnahme der Adhésionskraft zu klaren, wurde
das Degradationsverhalten der beiden Kleber in flissiger Umgebung untersucht. Dafur
wurden zylindrische Klebergele in PBS getrénkt und ihre Konsistenz regelmafiig
beurteilt. Bereits nach 5 d hatte sich das 4SG/4T-PEG-Klebergel vollstandig aufgeldst.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Wallace et al., welche eine
vollstandige Degradation nach mehreren 100 h beschrieben '’. Insgesamt schien es
jedoch im Vergleich zu ahnlichen PEG-Hydrogelen schneller zu degradieren 17143144,
Zusammen mit der HA-SH-Komponente war der Kleber insgesamt etwas stabiler, hatte
allerdings nach 16 d seine solide urspriingliche Konfiguration verloren und war nach 19
d komplett degradiert. Da es sich dabei um eine makroskopische Untersuchung handelt,
ist davon auszugehen, dass eine sich auf die Adhasionskraft auswirkende Degradation

bereits friher vorlag.
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Der in diesem Versuch untersuchte degradierende Prozess war die Hydrolyse, welcher
allgemein einer der wichtigsten bekannten Prozesse bei PEG- und HA-Hydrogelen
darstellt 14>-148, Um eine langsamere hydrolytische Degradation zu erreichen, wurde als
primar reaktive Komponente des vierarmigen PEGs das Succinimidyl-Glutarat durch das
Succinimidyl-Carbonat substituiert %8, Zusammen mit der thiolfunktionalisierten HA
entsteht so weiterhin eine Thioester-Bindung. Das vierarmige PEG-Thiol wurde durch
ein vierarmiges PEG-Amin ersetzt, um so zusammen mit dem 4A-PEG eine stabilere
Amid-Bindung zu erreichen. Der 4C/4A-PEG- und 4C-PEG/HA-SH-Kleber zeigten
schlieBlich im Degradationsversuch eine Uber den Beobachtungszeitraum von 4
Wochen stabile Konfiguration, ohne makroskopischen Nachweis einer durch Hydrolyse
bedingten Degradation. Die gemessene Initialadhéasion des 4C/4A-PEG-Adhésivums
war mit 91,8 + 37,9 kPa statistisch gleichwertig mit der des 4SG/4T-PEG-Adhasivums.
Auch der 4C-PEG/HA-SH-Kleber war mit 67,3 + 23,9 kPa statistisch auf demselben
Niveau wie sein 4SG-PEG/HA-SH-haltiger Vergleichspartner.

5.1.1 Charakterisierung und Anpassung der Sofortadhasion

Die in dieser Arbeit untersuchten Adhasiva kleben nach dualer Applikation mittels
entsprechenden Applikators spontan und es ist keine Zugabe eines Katalysators oder
Aktivators notwendig. Die Zeit bis zur adhasiven Wirkung wird also durch die
Reaktionszeit der verwendeten Komponenten miteinander und mit dem zu klebenden
Substrat bestimmt. Bei adh&siven Hydrogelen entspricht sie der Gelierungszeit und
betragt bei CoSeal™, als auch bei den angepassten Kompositionen, wenige Sekunden.

Durch Veranderung des pH-Wertes des T-Puffers kann sie relevant beeinflusst
werden. Bei einem pH-Wert von 9,4 statt 9,6 betragt sie bei CoSeal™ bereits 23 s und
bei einem pH-Wert von 7 iber 60 s 7.

Auch die Variation der Polymerkonzentration (w/v) kann sich auf die
Gelierungszeit auswirken. Jin et al. untersuchten ein weiteres, potenziell injizierbares
PEG/HA-SH-Hydrogel 4°. Als zweite Komponente wurde ein vierarmiges PEG-
Vinylsulfon verwendet, welches mittels Michael-Addition mit HA-SH ein Hydrogel bildet.
Je nach Variation der Polymerkonzentration (w/v) konnten Gelierungszeiten von <1 min
bis 14 min erreicht werden. Auf die adhasiven Eigenschaften wurde das Hydrogel
allerdings nicht untersucht.

Die Struktur des ,crosslinkers*, also der reaktiven Komponente, bestimmt die
grundlegenden Gelierungseigenschaften, welche durch die eben genannten Parameter

weiter angepasst werden konnen. Kroger et al. untersuchten verschiedene PEG-
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,crosslinker” und konnten nachweisen, dass diese in ihrer Struktur gezielt verandert
werden kénnen, um langsamere oder schnellere Gelierungszeiten zu erreichen %4, So
fuhrt eine langere Kohlenwasserstoffkette oder die Integration einer zusatzlichen Methyl-
Gruppe beispielsweise zu einer langeren Gelierungszeit 144159, Wichtig zu erwéhnen ist,
dass sich eine Verdnderung der eben genannten Stellschrauben ebenso auf das

Degradationsverhalten auswirken kann, was in dieser Arbeit veranschaulicht wurde.

Nichtspontanklebende Adhéasiva im Bereich des Gelenkknorpel-TE werden in der Regel
mit UV-Licht aktiviert, also fotoaktiviert. Man spricht auch von einer Fotopolymerisation
oder einem ,photocrosslinking” 1. Ein prominentes Beispiel ist die von Elisseeff et al.
entwickelte Chondroitinsulfat-/PEG-Kombination, welche bereits klinisch erprobt wird
116,130.152,153 Dje Applikation eines nichtspontanklebenden Adhasivums umfasst mehrere
Arbeitsschritte. So muss der nicht aktivierte Kleber zunachst aufgetragen werden. Im
nachsten Schritt muss dieser mittels einer UV-Lichtquelle aktiviert werden, um seine
adhasive Wirkung zu entfalten. Relevant ist, dass UV-Licht und der Fotoinitiator
potenziell zytotoxisch wirken kénnen %4155 Dies bedeutet auRerdem, dass mit der
Lichtquelle zusatzliche fur die medizintechnische Anwendung zugelassene Apparaturen
notwendig sind. Bei spontanklebenden Adhasiva beschrankt sich die Applikation nur auf
einen Schritt. Bei CoSeal™ und den in dieser Arbeit angepassten Kompositionen ist die
einfache Applikation mittels dualen Applikators moglich. Eine einfachere und schnellere
Applikation kann in der klinischen Anwendung zu einer verkiirzen Operationszeit fuhren,
was wiederum das Risiko fur mit prolongierter Operationszeit assoziierten

Komplikationen, wie postoperativen Wundinfektionen, senken kann 1%,
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5.2 Langzeitintegration

Nach den Versuchen zur Sofortadhasion wurde schlieBlich Augenmerk auf die
Langzeitintegration gelegt. Um eine suffiziente laterale Gelenkknorpelintegration zu
erreichen, missen mehrere dynamische Prozesse beriicksichtigt werden. Die
intrinsischen Prozesse und Eigenschaften des Adh&sivums mussen mit denen des
Gelenkknorpels im Gleichgewicht stehen. Anders ausgedriickt, muss die zuné&chst
bestehende initiale Adh&sionskraft im passenden zeitichen Rahmen durch die
Langzeitadhasionskraft abgelést werden. Die zundchst hohe und im Rahmen der
Kleberdegradation abnehmende Adhésionskraft muss also durch die fortschreitende

Knorpelintegration wieder zunehmen.

Die intrinsischen Prozesse beinhalten im Wesentlichen das Degradationsverhalten des
Adhasivums. Wie bereits im Rahmen der Gelierungszeit bzw. Zeit bis zur adhasiven
Wirkung beschrieben, kann die Degradationszeit des adhasiven Hydrogels durch
Anpassung der chemischen Struktur beeinflusst werden. Bei den von Kroger et al.
untersuchten PEG-,crosslinkern® konnte gezeigt werden, dass die Lange der
Kohlenwasserstoffkette und sterische Hinderung, beispielsweise durch Addition einer
Methyl-Gruppe, zu einer langsameren Degradation fihrt, wahrend zusatzliche
elektronenziehende Gruppen diese beschleunigen 44 Zu beriicksichtigen ist jedoch,
dass eine Verlangerung der Degradationszeit auch zu einer Verlangerung der
Gelierungszeit fuhren kann, so dass ggf. eine Anpassung der zuvor genannten

Gelierungsparameter nétig ist, um die gewiinschten Eigenschaften zu erreichen.

Da sich CoSeal™ auch nach Inkorporation von HA-SH als zu schnell degradierend
erwies, wurde 4C-PEG als in Verbindung stabilerer ,crosslinker gewahlt. Das PEG-Thiol
wurde zudem durch ein PEG-Amin ersetzt, um eine stabilere Amid-Bindung zu
erreichen. Das langsamere Degradationsverhalten konnte nicht nur makroskopisch im
Degradationsversuch, sondern auch in den biomechanischen Versuchen bestétigt
werden. Die Langzeitadhasionskraft der herkdmmlichen CoSeal™-Komposition konnte
durch die genannte Substitution von 20,9 + 4,9 kPa auf 40,2 + 15,5 kPa verdoppelt
werden. Auch in Kombination mit HA-SH konnte durch die Substitution des ,crosslinkers*
eine signifikante Verbesserung der Langzeitadh&sionskraft von 17,4 + 5,6 kPa auf 27,0
* 8,3 kPa erzielt werden. Die in der Arbeitsgruppe durchgefihrten Untersuchungen zu
Fibrinkleber hatten Langzeitadhasionskrafte von 108.9 + 46.2 kPa ergeben, was eine
deutliche Steigerung zur Initialadhasionskraft darstellt 14°. Histologisch kam dabei eine

gute Knorpel-Knorpel-Integration zur Darstellung. Bei den in dieser Arbeit untersuchten
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Adhasiva ist im Gegensatz dazu eine Abnahme im Vergleich zur initialen Adhasion zu
beobachten. Die histologische Untersuchung zeigte, dass die gemessene
Langzeitadhasionskraft abhéngig von der an Tag 21 vorliegenden Integritdt der
Klebermatrix war. Der 4C/4A-PEG-Kleber hatte die meisten Kleber-Knorpel-Kontakte
und gleichzeitig die hochste Adhasionskraft, wahrend diese mit dem 4C/HA-SH-Kleber
abnahm und der 4SG/HA-SH-Kleber mit der niedrigsten Adhasionskraft auch die
wenigsten Kontraktflachen und die geringste Integritat aufwies.

5.2.1 Die prointegrative Wirkung von Hyaluronsaure

Die histologische Untersuchung hat bestatigt, dass HA-SH als zweite Kleberkomponente
Kollagen 1lI- und Aggrecanproduktion als reprasentative EZM-Bestandteile in die
Klebermatrix begunstigt, wahrend die HA-SH-freie Komposition dies nicht zulie3. Diese
Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von Unterman et al., welche HA
nichtkovalent in PEG-basierte Hydrogele inkorporierten und eine verbesserte Heilung

von osteochondralen Defekten nachweisen konnten 57.

Dass die Anwesenheit einer physiologischen Anzahl von Chondrozyten in zuvor
zellarmen Arealen zur Erlangung einer funktionellen Integration fihrt und die
Chondrozytenmigration einen wichtigen Faktor hierfir darstellt, konnte bereits
experimentell bewiesen werden %8161, Beginnende Chondrozytenmigration konnte in
den histologischen Untersuchungen dieser Arbeit nur bei HA-SH-haltigen Klebern
dargestellt werden. Es kann somit postuliert werden, dass HA eine migrationsférdernde
Wirkung auf Chondrozyten hat, welche sicherlich auch mitverantwortlich fiir die

nachgewiesene Aggrecan- und Kollagen IlI-Produktion ist.

Die Erkenntnisse Uber die integrationsférdernden Eigenschaften von Chondrozyten hat
man sich auch im Bereich der Gelenkknorpeladhasiva versucht, zu Nutze zu machen,
indem man isolierte Chondrozyten in das Adhasivum integriert °2. Eine solche
Anpassung hat jedoch den deutlichen Nachteil, dass sich der Herstellungsaufwand, die
Lagerungsfahigkeit, die Haltbarkeit und die Anwendbarkeit sowie auch Kosten eines
entsprechenden Adhasivums zum Negativen entwickeln. ldealerweise sollte ein
Adhasivum ein entsprechendes Milieu zur Migration von Chondrozyten aus dem vitalen

Gelenkknorpelgewebe bieten.

Einen weiteren Hinweis auf die prointegrative Wirkung von HA liefert die hypointense
Randzone, welche beim 4C/4A-PEG-Adhasivum und weniger bei den HA-haltigen

Adhésiva zum Vorschein kam. Eine solche Zone wurde bereits in anderen Versuchen
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beschriecben und wird als Folge des Schneidetraumas im Rahmen der
Konstruktherstellung gewertet 1%, Eine zytotoxisch bedingte Genese kann aufgrund der
durchweg unauffalligen MTT-Assays aller Kleber als unwahrscheinlich betrachtet
werden. Somit ist davon auszugehen, dass die Repopulation der hypointensen Zone auf

die Anwesenheit von HA zurickzufihren ist.

Da eine hypozellulare Randzone ein Hindernis zur Erlangung einer Integration darstellt,
wurden bereits verschiedene Enzyme, wie beispielsweise Chondroitinase ABC,
Kollagenase oder Trypsin zum Andau der Defektrander und hinsichtlich ihrer
prointegrativen Wirkung untersucht 198163164 Zwar wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht, inwiefern sich eine zuséatzliche enzymatische Behandlung auf die Integration
auswirkt, aber sie liefert Belege, dass die Repopulation auch ohne einen solchen
zusatzlichen Schritt moéglich ist. Dies ist auch im Sinne der zuvor diskutierten einfachen

Anwendbarkeit von Vorteil.
5.2.2 Der Zusammenhang zwischen Degradation und Langzeitintegration

Trotz der nachgewiesenen EZM-Bestandteile in den HA-SH-Klebern konnte keine
suffiziente Langzeitintegration erreicht werden. Zwar brachte der 4C-PEG-,crosslinker®
eine Besserung, die sich aber nicht auf einem Niveau mit dem Referenzadhéasivum Fibrin
befindet. Das angepasste langsamere Degradationsverhalten scheint also nicht
auszureichen, um die notwendige Langzeitintegration ausgehend vom Gelenkknorpel zu

erzielen.

Eine mdgliche Erklarung ist das komplexe Degradationsverhalten der adhasiven
Hydrogele in unmittelbarer Umgebung des Gelenkknorpels, welches sich von dem in
Umgebung von reinem PBS unterscheiden kann. Reid et al. konnten zeigen, dass das
Degradationsverhalten von PEG-Hydrogelen vom umgebenden Gewebe abhéngig ist
und entsprechend variiert 1%, Hinzu kommen die allgemeinen Limitierungen eines in vitro
Versuches, welcher eine kontrollierte idealisierte biochemische Umgebung darstellt, frei

von unerwinschten mechanischen und enzymatischen Einfllissen.

Bei den HA-SH-haltigen Klebern kann des Weiteren die Hyaluronidase als HA-
spaltendes Enzym, welches vom Gelenkknorpel exprimiert wird, eine weitere wichtige
Rolle im Degradationsprozess spielen. Dafir spricht, dass beim 4C-PEG/HA-SH-Gel in
PBS getrankt und somit hyaluronidasefreier Umgebung nach 28 d noch keine
Degradation zu erkennen war, wahrend das entsprechende Adhasivum in der

histologischen Untersuchung deutliche Zeichen der Degradation im Knorpelspalt
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aufwies. Die Bioaktivitat von HA ist stark vom Molekulargewicht und seinen
Wechselwirkungen mit anderen EZM-Bestandteilen abhangig und es kann sowohl eine
Hoch- als auch eine Runterregulation der Hyaluronidase Folge sein *°7:166-168  (Jper die
genauen Ablaufe kann nur spekuliert werden, da unklar bleibt, wie sich die im Adhasivum
kovalent gebundene HA in ihrem biologischen Verhalten im Vergleich zur natirlich

vorkommenden HA verhalt, wie bereits von Unterman et al. festgestellt wurde *°’.

Ein weiterer Faktor, welcher mdglicherweise zur friihzeitigen Degradation der Adhéasiva
im Klebespalt der Knorpelkonstrukte fiihren kann, ist deren Quellungsverhalten. Bei
verschiedenen PEG-Klebern sind Quellungsraten von bis zu 400 % beschrieben 111169,
Durch die begrenzten raumlichen Verhaltnisse im Klebespalt kann es mdglicherweise zu
einem Herausquellen des Klebers kommen. Dies stellt zum einen eine zusatzliche
mechanische Belastung dar, die mdglicherweise zu Schaden innerhalb der Klebermatrix
fuhrt. Zum anderen bietet ein herausgequollener Kleber eine grolRere Oberflache fir

potenziell degradierende Faktoren.

Die hier diskutierten Uberlegungen veranschaulichen die Komplexitat und Multimodalitat
des Zusammenspiels der intrinsischen und extrinsischen Prozesse der
Knorpelintegration. Ein Schlisselaspekt bei der Entwicklung eines Adhasivums ist
dessen Degradationsrate, welche auf die Integrationsrate des Gelenkknorpels

abgestimmt sein muss.

5.2.3 Zytotoxizitat

Eine zytotoxische Wirkung aller in dieser Arbeit untersuchten Kleberkompositionen
konnte im MTT-Assay ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse decken sich mit
denen anderer Arbeiten 17149 Limitierend muss an dieser Stelle natirlich erwahnt
werden, dass es sich beim MTT-Assay um einen in vitro Versuch handelt. In vivo
Versuche wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Somit ist eine Aussage
bezlglich potenzieller anaphylaktischer oder immunologischer Reaktionen in vivo nicht
abschlieRend méglich. Dennoch wurden CoSeal™ als auch andere PEG-haltige
Adhésiva und HA-haltige Konstrukte bereits ausfihrlich in vivo untersucht und es konnte
eine suffiziente Vertraglichkeit bestatigt werden 111117149170 Berichte Uber allergische

Reaktionen auf PEG-haltige Komponenten gibt es nur in wenigen Einzelfallen 111169,
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5.3 Das Sandwich-Modell und der Tensile-Test zur Messung der Zugkréafte
Bei der Entwicklung von Adhasiva spielen nicht nur die biochemischen Eigenschaften
eine wichtige Rolle. Je nach zu klebendem Gewebe missen auch eine Reihe von
physikalischen Eigenschaften gegeben sein. Um die physikalischen Belastungen
standardisiert und reproduzierbar messen zu kdnnen, werden biomechanische
Versuchsmodelle benétigt. Auf Gelenkknorpel wirken vor allem Druck-, Scher- und
Zugkréafte. Das in der Arbeitsgruppe etablierte Disc-Ring-Modell erméglicht mittels Push-
Out-Test die Simulation der auf eine Gelenkflache senkrecht wirkende Belastung und
misst vor allem die Druckkraft, mit der ein Kleber bis zum Versagen belastet werden
kann. Da in vivo auch Zugkrafte einen relevanten Anteil der Belastungen auf den
Gelenkknorpel ausmachen, wurde in dieser Arbeit der Tensile-Test als biomechanisches

Versuchsmodell etabliert.

5.3.1 Vergleich des Sandwich-Modells mit dem Disc-Ring-Modell

Die Praparation und Herstellung der beiden Knorpelscheiben, welche zusammengeklebt
das Konstrukt des Modells ergeben, wurde aus dem Disc-Ring-Modell tbernommen.
Insgesamt liel3 sich feststellen, dass die Herstellung der Disc-Ring-Konstrukte durch das
zusatzliche Herausstanzen und zuvor Markieren der Disc sowie dessen akkurate
Reimplantation in den Ring manuell anspruchsvoller und zeitintensiver war als die
Herstellung der Sandwich-Konstrukte, bei der diese Schritte entfielen. Die spéatere
Vorbereitung und Durchflihrung der jeweiligen biomechanischen Tests waren in ihrem
Anspruch an manuelles Geschick hingegen als gleich zu werten. Da ein geringerer
Anspruch an die manuelle Geschicklichkeit sich positiv auf die Reproduzierbarkeit
auswirkt, ist dies eine positiv zu erwéahnende Annehmlichkeit des Sandwich-Modells. In
Bezug auf die Messergebnisse hatten sich die ermittelten Standardabweichungen bei

einem reprasentativen Kleber in beiden Tests als gleichwertig erwiesen.

Es stellt sich schliel3lich die Frage, warum trotz der vorteilhaften Aspekte das Sandwich-
Modell, auch in dieser Arbeit, nicht als Standardmodell gewahlt wurde. Diesbeziglich
konnen mehrere Aspekte diskutiert werden. Zum einen wird fur ein Konstrukt des
Sandwich-Modells doppelt so viel Knorpel bendétigt wie im Disc-Ring-Modell. Dies ist mit
einer langeren Praparations- und Herstellungszeit verbunden, als auch hoheren
Materialkosten. Auf3erdem simuliert der Push-Out-Test die tatsachlich in vivo wirkenden

Belastungskrafte realistischer, da sich der Tensile-Test auf die Zugkréfte beschrankt.

Nichtsdestotrotz nehmen das Sandwich-Modell und der Tensile-Test eine wichtige Rolle

ein. Es sollte nicht unbedingt als Alternative zum Disc-Ring-Modell angesehen werden,
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sondern vielmehr als Modell zur weiterfiihrenden Untersuchung. Wahrend sich das Disc-
Ring-Modell als geeignetes Modell zur primaren Untersuchung von Adhdasiva etabliert
hat, kénnen im Sandwich-Modell andere spezifische Fragestellungen untersucht
werden. Die offensichtlichste mdgliche Fragestellung ist dabei die Untersuchung der
speziellen Zugkraft assoziierten Eigenschaften. Durch die sandwichartige Konfiguration
der Konstrukte kénnen die beiden geklebten Knorpelscheiben zudem einfach zusatzlich,
beispielsweise mit einer chirurgischen GefaRklammer, zusammengeklemmt werden.
Dies wirde ohne viel zusétzlichen technischen Anspruch die Untersuchung von
mechanischen Stimuli auf die regenerativen Prozesse erméglichen, was sich im Disc-
Ring-Modell schwieriger gestaltet. Der positive Einfluss solcher mechanischer Stimuli,
welche in statischer und dynamischer Form in vivo stets pravalent sind, konnte bereits
in mehreren Arbeiten belegt werden *"*-*4, Auch das Degradationsverhalten von PEG-
Hydrogelen kann durch mechanische Reize beeinflusst werden, was die Notwendigkeit

eines Versuchsmodells zur entsprechenden Untersuchung unterstreicht 175,

Als Fazit festzuhalten ist, dass das Sandwich-Modell ein geeignetes, in seiner
Reproduzierbarkeit mit dem Disc-Ring-Modell vergleichbares Modell darstellt, welches

vor allem zur Untersuchung weiterfihrender spezifischer Fragestellungen geeignet ist.
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5.4 Ausblick

Historisch betrachtet, hat sich das Feld der Bioadhasiva enorm weiterentwickelt.
Wahrend sie urspringlich priméar fir den Wundverschluss und zur Hamostase entwickelt
wurden, gewinnen sie im Bereich des TE zunehmend an Bedeutung !!. Die Auswahl an
bei der Entwicklung zur Verfugung stehenden Substrate wachst stetig und somit auch
die moglichen Kombinationsmoglichkeiten. Des Weiteren entwickeln sich die
Mdglichkeiten der chemischen Modifikation ebenso weiter. Einige Substanzgruppen
scheinen besonders vielversprechend zu sein und rucken in Zukunft womdglich mehr
und mehr in den Fokus. Fir die experimentelle Untersuchung dieser zunehmenden

Quantitat an Materialien werden effizientere Versuchsmodelle benétigt.

Eine dieser sich in der Entwicklung befindlichen Gruppen sind von der Natur inspirierte
Adhasiva. Die aktuell wohl prominentesten untersuchten Vertreter sind ,mussel adhesive
proteins“ (MAPs), welche fiir die starke Adhasionskraft von Muscheln auf den
verschiedensten Oberflachen in wassriger Umgebung verantwortlich sind. Die
katecholhaltige Aminosaure L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) konnte als fir die
adhasiven Eigenschaften hauptverantwortlicher Bestandteil der MAPs identifiziert
werden 178177 In einem biomechanischen Schermodell konnten Adhasionskréafte tber
200 kPa gemessen und selbst kommerziell erhaltliche Cyanoakrylatkleber Ubertroffen
werden 78, Da zur Gewinnung von 1 g L-DOPA jedoch 10.000 Muscheln bendétigt
werden, hat man sich zunehmend auf die synthetische Herstellung fokussiert ’°. Auch
die Funktionalisierung anderer Polymere mit MAPs wird untersucht. Messersmith et al.
gelang es, L-DOPA funktionalisierte, lineare PEG-Hydrogele zu synthetisieren, welche
in ihrem Degradationsverhalten modifizierbar sind 18182 Auf Basis dieser
Untersuchungen wurde ein Adhasivum bestehend aus einem funktionalisierten
vierarmigen PEG entwickelt und im Rahmen von extrahepatischer Inseltransplantation
getestet. Neben nur minimaler Inflammation konnte in vivo eine gute, bis zu einem Jahr
andauernde, Adhéasion nachgewiesen werden &, Grundsatzlich ist eine Anwendung
auch fur Gelenkknorpel denkbar, da sich das verwendete Tragerpolymer in Form von
einem vierarmigen PEG mit einem Molekulargewicht von 10 kDa nicht von dem in dieser
Arbeit verwendeten PEG unterscheidet und die grundsétzliche Eignung belegt werden
konnte. Speziell fir die Anwendung an Gelenkknorpel fabrizierten Berberich et al. ein
von den MAPs abgeleitetes adhésives  Hydrogel, bestehend  aus
katecholfunktionalisierten Poly(2-alkyl-2-oxazolin)-Polymeren und Fibrinogen 8. Die
adhasiven Eigenschaften wurden an porzinem Gelenkknorpel im Disc-Ring-Modell

ermittelt. Neben Initialadhasionskraften von 20,08 + 3,57 kPa konnten
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Langzeitadhasionskrafte von 24.73 + 11.66 kPa im Push-Out-Test gemessen werden.
Histologisch konnten die prointegrativen Eigenschaften durch den Nachweis von Grad
llI-Integration bestétigt werden. Zytotoxische Wirkungen waren nicht nachweisbar.
Insgesamt ist festzustellen, dass MAPs im Gelenkknorpel-TE bis dato nur wenig
Anwendung erfahren haben, jedoch viel Potential aufweisen 18418 Auch weitere
maritime Organismen sowie Landtiere, wie beispielsweise Geckos, weisen erstaunliche
adhasive Eigenschaften auf und die experimentelle Charakterisierung dieser Stoffe und

Ermittlung potenzieller Anwendungsgebiete sind Gegenstand der aktuellen Forschung

111,187-189

Die Inkorporation von chemotaktischen Agenzien in den Kleber ist keine grundsatzlich
neue ldee und ein EZM-produktionsstimulierender Effekt verschiedener Stoffe konnte
bereits nachgewiesen werden 36105196 Aych wenn die Beantwortung der Frage nach der
prointegrativen Wirkung dieser bereits untersuchten Agenzien speziell bei PEG-Klebern
noch aussteht, werden bereits Untersuchungen zu neuen prointegrativen Faktoren
durchgefihrt. Eine vielversprechende ldee ist die Inkorporation von Chondrozyten oder
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) in den Kleber, wie es bereits in anderen HA- und

PEG-basierten Hydrogelen durchgefiihrt wurde 157:168.190-193

Zu bericksichtigen ist jedoch, dass sich solche das Adhasivum verkomplizierende
Weiterentwicklungen, wie bereits an anderer Stelle diskutiert, negativ auf die
intraoperative Anwendbarkeit, die Lagerungseigenschaften und den Preis auswirken
kénnen. Die frihe Definition der intraoperativen Anwendung ist auRerdem von grof3er
Bedeutung, da sie die Grundeigenschaften des Adhasivums bestimmt. An ein im
Rahmen einer Arthroskopie in flissiger Umgebung zu applizierendes Adhasivum
missen deutlich andere Anspriiche gestellt werden als an eines, welches im Rahmen
einer offen chirurgischen Operation appliziert wird. Erfolgt diese friihzeitige Definition
nicht, kann es mdoglicherweise zu Fehlentwicklungen kommen, welche zu spéat erkannt
werden kdnnten. Zuklnftig missen bei der Entwicklung diese Aspekte berlicksichtigt

werden, da sonst eine Kommerzialisierung eines Produktes unrealistisch erscheint.

Grundsatzlich stellt sich die Frage, inwiefern in Zukunft eine Trennung zwischen
Adhasivum und Scaffold bzw. Implantat notwendig ist. Gerade PEG-basierte Scaffolds
sind als adhasive Hydrogele ein gutes Beispiel dafiir, wie beide Eigenschaften
kombiniert werden kdnnen. Ein ahnlicher Ansatz ist die Beschichtung von Implantaten
mit funktionalen, adhasiv wirkenden Gruppen, wie beispielsweise das ,collagen

adhesion protein“ (CNA), wie es Allon et al. mit einem Polyvinylalkohol-Implantat
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durchfuhrten **. Die MAPs scheinen hierfur ebenso interessante Kandidaten zu sein,
wie Han et al. mit der Funktionalisierung von Chondroitinsulfat mit einem MAP zeigen
konnten 1%. Vorteil dieser Herangehensweise ware der Wegfall eines zusatzlichen
Arbeitsschrittes. AuBRerdem wirde die zusatzliche Implantat-Kleber-Grenzflache
entfallen und nur noch eine Grenzflache zwischen Implantat und Knorpel bestehen,
welche integriert werden muss. Auch die zusatzlichen mdglichen immunologischen
Reaktionen bzw. zytotoxischen Wirkungen des Adhasivums oder dessen
Abbauprodukte wirden keine Rolle mehr spielen. Diese vielversprechende Gruppe wird
auch als ,adhesive tissue engineered scaffolds* (ATEs) bezeichnet '¥. Von 3D-
gedruckten ATEs verspricht man sich zudem eine auf das native Gewebe
zugeschnittene Struktur erreichen zu koénnen, indem die Vorteile verschiedener

funktionaler Komponenten und Zellpopulationen kombiniert werden 127,

Gerade der Blick in die Zukunft offenbart, dass die Quantitat an potentiellen adhasiven
Substanzen als auch die technischen Mdglichkeiten und die damit potentiellen
Anwendungsformen, sei es als eigenstandiges Adhasivum oder in Form einer adhésiven
funktionalen Gruppe, enorm ist. Dies bedeutet auch, dass neben den klassischen
wissenschaftlichen Anforderungen an ein biomechanisches Versuchsmodell auch
weitere, insbesondere 6konomische Anforderungen zuséatzlich von Bedeutung sind. Um
mehr Testungen zu ermoglichen, spielt ein kosteneffizienter Einsatz der
Forschungsmittel eine bedeutende Rolle. Von Vorteil sind hier unter anderem
wiederverwendbare Materialien, wie sie beim entwickelten Tensile-Test grof3tenteils
genutzt werden. AuRerdem wird der effiziente Einsatz der nicht wiederverwendaren
Materialen, vor allem des bovinen Gelenkknorpels weiter optimiert werden. Allerdings
sollte nicht nur der quantitative, sondern auch der qualitative Datengewinn beriicksichtigt
werden. Damit ist im Falle von Gelenkknorpel nicht nur die Optimierung der
Reproduzierbarkeit, sondern auch der Testmethodik gemeint, um die komplexen, auf ein
Gelenk wirkenden Kréfte zu simulieren, was wie zuvor diskutiert signifikante

Auswirkungen auf die Ergebnisse haben kann.

Wie wichtig diese Optimierungen sind, kann man anhand von PEG verdeutlichen. In
dieser Arbeit wurden ausschlieBlich vierarmige PEG-Molekille eines gleichen
Molekulargewichts mit gleicher Substitution, gleichen Puffern und zwei unterschiedlichen
funktionalen Gruppen verwendet. Speziell das 4C-PEG hat bis dato kaum Anwendung
erfahren. Auf dem Markt sind aktuell dutzende &hnliche PEG-Konfigurationen erhaltlich.

Die Anpassungs- und Kombinationsmoglichkeiten sind so zahlreich, dass es kaum
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mdglich ist, alleine eine grundlegende Charakterisierung der entsprechenden Hydrogele
durchzufiihren. Um jedoch die Entwicklungen auf dem Gebiet des TE fur Gelenkknorpel
voranzutreiben, ist es umso wichtiger, grof3ere Versuchsreihen durchzufuhren, da sich
schon eine kleine Anpassung signifikant auf die Klebereigenschaften auswirken kann.
Mdglich ist dies nur mit entsprechenden Versuchsmodellen, wofiir diese Arbeit einen

Beitrag geleistet hat.
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6 Zusammenfassung

Gelenkknorpel besitzt aufgrund seiner avaskuldren Natur und der fehlenden mitotischen
Aktivitat der Chondrozyten bei Schaden kaum Potential zur Selbstheilung. Traumatische
Lasionen und degenerative Verdnderungen minden im Krankheitsbild der
Osteoarthrose, welches mit dem Untergang des Gelenkknorpels einhergeht. Ein neuerer
Therapieansatz ist das Tissue Engineering von Gelenkknorpel, wobei jedoch die laterale
Integration der Implantate mit dem nativen Knorpelgewebe problematisch bleibt. Ein

Adhasivum kann neben einer adaquaten Sofortadhasion die Langzeitintegration fordern.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Polyethylenglykol (PEG)-basierte
Zweikomponentenkleber, ausgehend vom kommerziell erhaltlichen Gewebekleber
CoSeal™, auf ihre Eignung fur Gelenkknorpel untersucht. Dabei wurde Hyaluronséaure
(HA) als physiologischer Bestandteil von Gelenkknorpel in thiolierter Form (HA-SH) als
Komponente verwendet und auf seine prointegrativen Eigenschaften untersucht.

Der den CoSeal™-Komponenten entsprechende 4-Succinimidyl-Glutarat/4-Thiol-PEG
(4SG/4AT-PEG)-Kleber hatte sich trotz seiner hohen Sofortadhasionskraft auch nach der
Substitution des 4T-PEG mit HA-SH als zu schnell in flissiger Umgebung degradierend
gezeigt, um eine suffiziente Langzeitintegration zu erreichen. Durch die Verwendung der
langsamer degradierenden funktionellen 4-Succinimidyl-Carbonat-PEG (4C-PEG)-
Komponente konnte die Langzeitadhasionskraft in Kombination mit 4-Amin-PEG (4A-
PEG) durch die stabilere Amid-Bindung zum einen und in Kombination mit HA-SH zum
anderen signifikant gesteigert werden. Immunhistochemisch konnten bei beiden HA-
haltigen Klebern Zeichen von Knorpelintegration nachgewiesen werden, wahrend der
4C/AA-PEG-Kleber keine Integrationszeichen aufwies. Im 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT)-Assay war bei keinem Adhasivum eine
zytotoxische Wirkung zu erkennen.

Insgesamt bieten die untersuchten PEG-basierten Adhésiva im Vergleich zu den
weitverbreiteten Fibrinklebern eine deutlich hthere Sofortadhasion, welche vergleichbar
mit glutaraldehydbasierten Klebern ist. Allerdings konnen die initialen adhasiven Kréfte,
trotz histologisch nachweisbaren Integrationszeichen bei Inkorporation von HA, nicht
langfristig aufrechterhalten werden, so dass Fibrinkleber weiterhin die Spitzengruppe in
Sachen Langzeitadhasion bilden. Da PEG eine ausgezeichnete Biokompatibilitat,

einfache Anwendbarkeit und zahlreiche weitere chemische Anpassungsmaoglichkeiten
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zur Feinabstimmung der Degradationseigenschaften bietet, ist in Zukunft ein

erfolgreicher Einsatz auch im Bereich von Gelenkknorpel denkbar.

Fur die experimentelle Untersuchung von Adhésiva und Gelenkknorpel werden
biomechanische Versuchsmodelle benétigt. Der Tensile-Test des Sandwich-Modells
konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich etabliert und ein Protokoll festgelegt werden.
In einem vergleichenden Versuch mit dem Push-Out-Test des Disc-Ring-Modells,
welches als Referenzmodell dient, konnte in Bezug auf die Reproduzierbarkeit und
Qualitat der Messergebnisse die Gleichwertigkeit gezeigt werden. Insgesamt bietet er
eine gute Alternative zum Push-Out-Test, um weiterfihrende Fragestellung, wie z.B.

extrinsische Kraftwirkungen auf das Konstrukt, zu untersuchen.
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Schematische Darstellung der Funktionsweise der adhasiven
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Zur besseren Erkennbarkeit wurde fur diese Aufnahme etwas

Gewebefarbstoff hinzugegeben............ccoooi 48
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Die Dynamik der Adhasionskrafte des Klebers mit der 4SG-PEG-
Komponente mit 4T-PEG oder HA-SH als zweite Komponente zu
verschiedenen Messzeitpunkten; Mittelwerte mit
Standardabweichung; *: signifikant hdher gegentber 4SG-PEG/HA-
SH direkt nach Applikation; #: signifikant geringer gegenuber
Klebern direkt nach Applikation, 45 min in PBS, 2 hin PBS und 24 h
in PBS. 4SG/AT-PEG direkt nach Applikation: n=15, 45 min in PBS:
n=7, 2 hin PBS: n=7, 24 h in PBS: n=6. 4SG/HA-SH direkt nach
Applikation: n=17, 45 min in PBS: n=9, 2 h in PBS: n=11, 24 hin
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Strukturelle Darstellung der Polyethylenglykol-Polymere.....................

Darstellung der Struktur des vierarmigen Succinimidyl-Carbonat-
Polyethylenglykols (4C-PEG) und des vierarmigen Amin-
Polyethylenglykols (4A-PEG). Die Amin-Gruppen des 4A-PEG
reagieren mit den Carbonyl-Gruppen des 4C-PEG. Es entsteht eine
kovalente Amidbindung zwischen den PEG-Molekilen mit einem
freien N-Hydroxy-Succinimid als Nebenprodukt. Aus einem

Netzwerk multipler solcher kovalenten Bindungen entsteht in

Summe das adhasive PEG-Hydrogel. ..........c.ccvvviiiiiii e,

Grafische Darstellung der initialen Adhasionskréfte an Tag 0O;
Mittelwerte mit Standardabweichung; *: signifikant héher gegenlber
Kontrolle, #: signifikant hdher gegeniiber HA-SH-haltigen Klebern.
4SG/AT-PEG: n=15; 4SG-PEG/HA-SH: n=17; 4C/4AA-PEG: n=7; 4C-

PEG/HA-SH: n=6; KONtrolle: N=6. .....c.oeeeieeeeeeee e

Grafische Darstellung der Adhasionskrafte nach 21 d in vitro Kultur.
Mittelwerte mit Standardabweichung. *: signifikant héher gegeniber
Kontrolle. #: signifikant hoher gegenuber allen anderen Klebern. °:
signifikant hoher gegeniiber 4SG-PEG/HA-SH. 4SG/4T-PEG: n=9;
4SG-PEG/HA-SH: n=10; 4C/4A-PEG: n=8; 4C-PEG/HA-SH: n=8;
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Grafische und tabellarische Darstellung der Sofortadhésionskrafte
und der Langzeitadhasionskréfte nach 21 d in vitro Kultur der

unterschiedlichen Kleberkompositionen. MW=Mittelwert. *:

signifikant hoher gegeniiber Adhéasionskraft an Tag 21..........ccccee.......
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Mikroskopische Aufnahmen der 4SG-PEG/HA-SH-Kleberkonstrukte
nach 21 d Kultivierung. A, C: Kollagen lI-Farbung; B, D: Aggrecan-
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Mikroskopische Aufnahmen der 4C-PEG/HA-SH-Kleberkonstrukte
nach 21 d Kultivierung. A-E: Kollagen lI-Farbung; F-H: Aggrecan-
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Mikroskopische Aufnahmen der 4C/4A-PEG-Kleberkonstrukte nach

21 d Kultivierung. A-C: Kollagen II-Farbung; D: Aggrecan-Féarbung. ...

MTT-Féarbung der Knorpelkonstrukte nach 21 d in vitro Kultur. Zuvor
wurden die Konstrukte biomechanisch getestet. Es imponiert eine
homogene Dunkelfarbung, auch an den dem Klebespalt
hingerichteten Flachen. Die weif3en Aufhellungen entsprechen
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Die Einzelteile der Versuchsvorrichtung des Tensile-Tests. Links,
Mitte: Die speziell durch Feinmechanik Sauer angefertigten
Metallstdbe und die Aufhangevorrichtung. Rechts: Die Einzelteile im
fertig aufgebauten Tensile-Test. Zwischen Metallstdben und

Knorpelscheiben wurde Fixierpflaster fur eine bessere Fixierung

und Wiederverwendbarkeit der Stdbe verwendet. ...........ccovvevvveneeennnen.

Schema des Protokolls des Tensile-Tests. Links: Das
Knorpelkonstrukt, bestehend aus zwei mit dem Adhéasivum
(schwarz) zusammengeklebten Knorpelscheiben (rosa), wird mit
Sekundenkleber (rot) auf den unteren mit Fixierpflaster (grau)
umwickelten Metallstab (blau) fixiert. Zweite von links: Der obere
Metallstab wird mit Kleber versehen und die Traverse nach unten
gefahren, bis er dem Konstrukt aufliegt. Zweite von rechts: Die
Traverse wird entsprechend des festgelegten Messprotokolls nach
oben gefahren. Rechts: Bei Versagen des Klebers wird die
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Adhasionskrafte im Tensile-Test bei 4 um/s und 10 pm/s mit
Standardabweichungen. Es wurde ein Adhasivum aus in ihrer Dosis

und Konzentration angepassten BioGlue® Komponenten

verwendet, welche zuvor bei der Entwicklung des Push-Out-Tests
Anwendung fanden (45 % BSA und 2,5 % Glutaraldehyd 4:1) **°, 4
HM/S: N=10; 10 UM/S: NZ9. oo 71

Vergleich der Standardabweichungen beim Tensile- und Push-Out-
Test. Der 4SG/4T-PEG-Kleber wurde als Referenzadhasivum
verwendet. Die Standardabweichung des Tensile-Tests betrug 25,9

kPa und des Push-Out-Tests 30,1 kPa. Tensile-Test: n=16; Push-
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Messkurve erreicht keine eindeutige Spitze und erreicht ein

charakteristisches Plateau. F=Adhasionskraft, t=Zeit. .............cc..ceeo.... 73
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