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Hintergrund und Fragestellung

Umschriebene Knorpelschaden sind ei-
ne inzwischen behandelbare praarthro-
tische Deformitdt, wobei nach Einfiih-
rung der Methode der autologen Chon-
drozytentransplantation durch Brittberg
[5] diese Technik inzwischen durch eine
zusitzliche Matrixkomponente weiter-
entwickelt wurde. Tragermaterialien die-
nen hierbei zur Bereitstellung des drei-
dimensionalen (3D-)Gertists fiir die va-
riable zelluldre Komponente eines Knor-
pelkonstrukts. Porositat, Adhasivitit, Bio-
degradierbarkeit, Volumenstabilitit, Bi-
okompatibilitdt, Einbindungsfahigkeit
(»bonding“), innere Kohision, Elastizitit
und mechanische Festigkeit, strukturelle
Anisotropie und ein moglicher Wechsel
der Aggregatzustinde sind erwiinschte
Eigenschaften einer solchen artifiziellen
Matrix, wobei keine der bisher verwen-
deten Stoffklassen bis jetzt ideale Voraus-
setzungen hat [15]. Im Optimalfall ent-
spricht die Degradations- und Resorpti-
onsgeschwindigkeit der Geschwindigkeit,
mit der das neue Gewebe bei erhaltener
Volumenstabilitit aufgebaut wird.

Fiir die Besiedelung optimale Eigen-
schaften besitzen auf Carbohydraten
basierende Polymere wie Polyglykolid
(PGA) hinsichtlich Porositit, Adhéasivitat
und Rauhigkeit, was das Ein- und Durch-
dringen sowie die Haftung der Chondro-
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zyten beglinstigt. Die Moglichkeit zur
Koppelung bioreaktiver Substanzen wie
z. B. von Wachstumsfaktoren an die Ma-
trix kann die Adhésions- und Wachstums-
eigenschaften weiter verbessern. Die Ein-
flussnahme auf die Vernetzung innerhalb
des Vliesstoffes eroffnet die Moglichkeit,
die Porositat und somit die Migrationsei-
genschaften zu variieren [15]. Komposi-
tematrices als Kombination einer prote-
inbasierten Matrix wie Fibrin mit einem
Carbohydratpolymer kénnten positive Ei-
genschaften ergdnzen und werden bereits
experimentell untersucht [8].

Die Festigkeit von Fibrin gegeniiber
biomechanischer Belastung ist gering,
aber es besitzt hervorragende reparatur-
induktive Eigenschaften [3, 4, 29]. Da-
bei wirkt es entziindungsunterhaltend
und induziert den eigenen Abbau sowie
die Substitution durch zellulire Kompo-
nenten der extravaskuldren Geweberdu-
me. Die Polymerisierung des Fibrinogens
ist abhédngig von der Konzentration und
der Einwirkungszeit des Thrombins, Ab-
bauhemmer wie Aprotinin werden bei der
klinischen Anwendung zugesetzt. Da Fi-
brin ein korpereigener Stoff ist, sind die
Degradationsprodukte generell biokom-
patibel, allerdings wurden immunolo-
gische Reaktionen beobachtet [12, 18]. Als
Folge der gesteigerten natiirlichen Repa-
rationsprozesse kommt es zur Ausbildung
eines narbendhnlichen Reparationsgewe-

bes [27, 31]. Bei Gelenkknorpelschiden in
Tierversuchen, wobei Chondrozyten mit
der Fibrinkomponente als ,,injectable car-
tilage® eingesetzt wurden, konnte jedoch
eine Unterstiitzung bzw. Verbesserung des
Heilungsprozesses nicht bestatigt werden
[30]. Als méglicher Grund wird die un-
geniigende subchondrale biomechanische
Unterstiitzung fiir die Knorpelreparation
aufgefiihrt [30].

Negativ auf den Heilungsprozess wirkt
sich wahrscheinlich auch die unphysiolo-
gisch hohe Konzentration an Proteinen
aus [15]. Die wichtigsten auf Carbohydra-
ten basierenden Polymere sind Polylactid,
Polyglykosid, Agarose, Alginat, Hyaluro-
nan und Chitosan. Polyglykosid zéhlt zu
den a-Hydroxycarbonsauren und wird
synthetisch hergestellt, wobei es verschie-
dene Arten der Vliesherstellung (z. B. das
»Melt-blow-Verfahren“ oder das Spinn-
vliesverfahren) gibt [7 9, 19].

Die Generierung von Kompositekons-
trukten soll die positiven Eigenschaften
von zwei verschiedenen Matrices kom-
binieren, um z. B. eine bessere Immobili-
sierung der Chondrozyten im Transplan-
tat, eine bessere initiale Stabilitat und ei-
ne Bindung von Mediatoren zu ermdgli-
chen [1]. Die prinzipielle Machbarkeit der
Anwendung von verschiedenen Matrices
auf Carbohydratbasis wurde bereits mehr-
fach erfolgreich gezeigt und untersucht [8,
23]. Kompositekonstrukte aus Carbohy-
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dratmatrices und Fibrin werden bereits
klinisch angewendet [22], wobei Unter-
suchungen zum Einfluss der Fibrinkom-
ponente auf die Zelldifferenzierung noch
ausstehen und Gegenstand dieser Studie
sind.

Material und Methoden
Chemikalien

Alle verwendeten Medien und Medien-
zusiatze (einschliefllich der verwende-
ten Wachstumsfaktoren) wurden (soweit
nicht speziell angegeben) von Sigma Che-
mical Corp. (St. Louis, MO, USA) erwor-
ben.

Isolierung der Knorpelzellen

Die Knorpelzellen wurden von Hiiftkop-
fen isoliert, welche bei der Implantation
von Duokopfprothesen nach medialer
Schenkelhalsfraktur gewonnen wurden.
Nach der Resektion erfolgte die Autbe-
wahrung gepuffert bei 4°C. Der Arthro-
segrad wurde anhand des Rontgenbildes
nach dem von Croft modifizierten Kell-
gren-Lawrence-Score eingeschatzt [24].
Die Zellen von Patienten mit einer fort-
geschrittenen Arthrose (>Grad 3) wur-
den nicht fiir die Experimente verwendet.
Auch schlief3t sich bei fortgeschrittener
Arthrose das Versorgungsverfahren der
Duokopfprothese meist aus.

Insgesamt wurden fiir diese Versuche
Spendermaterial von 14 Patienten im Al-
ter von 46-96 Jahren verwendet (Durch-
schnittsalter 70 Jahre). Innerhalb von 8 h
postoperativ wurde der Knorpel vom
Knochen separiert, in kleine Stiicke zer-
teilt und in Kollagenase CLS Typ II (Fa.
Biochrom, Berlin) bei einer Konzentrati-
on von 2 mg/ml (320 U/1) im Brutschrank
(37°C, 5% CO,, 100% Luftfeuchtigkeit) auf
einem orbitalen Riittler bei 50 rpm inku-
biert und verdaut. Als Grundmedium
diente OptiPro™ SFM (Fa. Invitrogen,
Karlsruhe) mit 1% Penicillin/Streptomy-
cin (Fa. Invitrogen). Nach einer Inkuba-
tionszeit von 16 h wurden die Zellen gefil-
tert, gewaschen und fiir die Experimente
vorbereitet. Diese Vorgehensweise wurde
bei der Ethikkommission der Universitit
Freiburg im Rahmen der ,,Gewebebank
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fiir Forschung auf dem Gebiet des Tissue
Engineerings“ angemeldet.

Expansion der Chondrozyten

Die Chondrozyten wurden in 225-cm3-
Zellkulturflaschen in einer Konzentra-
tion von ca. 2x104/cm? mit 30 ml Medi-
um kultiviert. Es wurde eine serumfreie
Wachstumsumgebung verwendet, wobei
das Nahrmedium aus OptiPro™ SFM mit
EGF (,,epidermal growth factor®, 10 ng/ml
gelost in 10 mM Essigsaure), bFGF (,,ba-
sic fibroblast growth factor, 10 ng/ml ge-
16st in Grundmedium), IGF (,,Insulin-like
growth factor®, 10 ng/ml gel6st in 10 mM
Essigsaure), PDGF-BB (,,platelet derived
growth factor®, 3 ng/ml geldst in 10 mM
Essigsdure), DXA (Dexamethason, 40 ng/
ml gelost in PBS), Glutamin (4 mM gelost
in PBS) und Penicillin/Streptomycin be-
stand.

Das Medium wurde jeden 2. Tag zu
zwei Drittel gewechselt und die Zellen
lichtmikroskopisch beurteilt. Mit Errei-
chen einer subtotalen Konfluenz von ca.
80% wurden die Chondrozyten 2-mal
mit PBS gespiilt und mit Hilfe von 15 ml
0,25% Trypsin-EDTA (ethylenediami-
ne tetraacetic acid) vom Boden abgel6st.
Nach der iiblichen Zellwaschung wurden
die gewonnen P1-Zellen kryokonserviert,
um zu einem spéterem Zeitpunkt bei der
nichsten Passagephase gepoolt zu wer-
den. Innerhalb der 2. Passage wurden die
Zellen von jeweils 5 Spendern gepoolt und
vor der Vliesbesiedelung bis zu einer Kon-
fluenz von 80% kultiviert.

Besiedelung der Vliesstoffe

Die gepoolten, 2-malig passagierten Zel-
len wurden in einer Konzentration von
20x10° Zellen/ml verwendet. Der unter-
suchte Vliesstoff aus Polyglykosid wurde
durch das Institut fiir Textil- und Verfah-
renstechnik (ITV) in Denkendorf herge-
stellt [28]. Als Vliesstoff wurde PGA 91 mit
einer mittleren Porengrofie von 8o (20-
300) pm, einer Filamentdicke von 13 pm,
einer mittleren Degradationszeit von 4-
5 Wochen und einer Resorptionszeit zwi-
schen 7 und 20 Wochen verwendet. Fiir
jedes Konstrukt standen 2x10® Chondro-
zyten zur Verfiigung. 100 pl der Zellsus-
pension wurde in Kryordhrchen pipettiert

und anschlieflend ein Konstrukt unter ste-
rilen Bedingungen hinzugefiigt. Unter Zu-
hilfenahme einer Kaniile wurde der Vlies-
stoff in der Suspension geschwenkt und
anschlieend 60 min im Brutschrank in-
kubiert. Die so besiedelten Matrices wur-
den steril in 12-Well-Plates transferiert
und in 3 ml serumfreiem Grundmedium
kultiviert. Alle 2 Tage fand ein 2/3-Wech-
sel des Mediums statt.

Herstellung einer Kompositematrix
aus Fibrin und Vliesstoff

Die Fibrinmatrix wurde mit Hilfe des
»TissueCol® duo S-Kits“ (Fa. Baxter, Un-
terschleifSheim) nach Herstelleranwei-
sung hergestellt. 10 ul Fibrinogenlésung
wurden mit go pl Zellsuspension ver-
mischt, sodass die Anzahl der Chondro-
zyten 2x10° betrug. Nach der 60-minii-
tigen Inkubation zur Vliesbesiedelung
wurden die Konstrukte auf einen 10 ul
groflen Tropfen Thrombinlésung (1:20)
gelegt und 10 pl der gleichen Losung dar-
iiber pipettiert. Nach 10 s wurde die be-
siedelte Matrix in 1:75 verdiinnter Throm-
binldsung 1 min inkubiert. Die Kulturum-
gebung bestand wieder aus mit 3 ml se-
rumfreiem Grundmedium. Die Messung
des Kultur-pH-Wertes erfolgte jeweils vor
Durchfithrung des tiblichen Medium-
wechsels. Der pH-Wert in den Kulturen
der Konstrukte auf Basis der unbehandel-
ten PGA 91-Vliesstoffe schwankte iiber
die 14 Tage zwischen 7,08 und 7,83 (Mit-
telwert 7,43+0,029). Bei den fibrinbehan-
delten Vliesen war der mittlere pH-Wert
mit 7,58+0,025 (7,27-7,84) im Vergleich
leicht basischer, es konnte keine signifi-
kante Differenz nachgewiesen werden.

Bestimmung des zellularen
Metabolismus mit dem CellTiter
96° Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (MTT-Assay)

Die Reagenzien wurden bei Promega (Fa.
Madison, WI, USA) erworben und der
Assay nach den Herstelleranweisungen
durchgefiihrt. Prinzipiell wird hierbei die
MTS-Tetrazolium-Komponente von den
vitalen Zellen aufgenommen, reduziert
und hierdurch in das kolorierte und 16s-
liche Formazan umgewandelt, das dann
iiber die Absorption quantifiziert werden
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kann. Die Konstrukte wurden in eine mit
300 pl zusatzfreiem OptiPro™ SFM-Me-
dium gefiillte 48-Well-Platte gegeben und
30 ul MTT-Reagenz dazu pipettiert. Die
Inkubationszeit betrug 2 h bei 37°C unter
iblichen Kulturbedingungen. Die Kons-
trukte wurden nach mehrmaligem Wa-
schen in PBS wieder in die 12-Well-Platte
transferiert und die entstandene Farblo-
sung mit dem Zytofluorometer (TECAN,
SpectrafluorPlus microplate reader, Tecan
Trading AG, Schweiz) bei 490 nm analy-
siert. Diese Untersuchung fand an den Ta-
gen 2,5,7 10 und 14 statt. Uber eine Stan-
dardkurve konnte die Zellzahl mit der
entsprechenden optischen Dichte korre-
liert werden.

DNA-Quantifizierung:
Picogreen-Assay

Die spektrometrische DNA-Messung er-
folgte unter Verwendung des Picogreen-
Kits (Picogreen dsDNA-Kit, Fa. Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) nach den Ins-
truktionen des Herstellers. Die Homo-
genisierung der einzelnen Konstruk-
te erfolgte in 1 ml TE-Puffer unter Ver-
wendung eines Homogenisiergerits (Ul-
tra-Turrax T2s5, Fa. IKA-Labortechnik,
Staufen). Je Well wurden 100 pl der Pro-
ben und 100 pl Picogreen dsDNA-Rea-
genz (1:200 Verdiinnung in TE-Puffer) in
Duplets pipettiert. Die Quantifizierung
erfolgte mit einer DNA-Standardreihe.
Nach 5 miniitiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde mit dem ELISA-Reader
die Extinktion bei 480 nm und die Emis-
sion bei 520 nm gemessen.

Real-time-PCR

Die RNA-Proben wurden nach 7 und
14 Tagen gewonnen, wobei die Konstruk-
te mit einem Homogenisiergerat (Ultra-
Turrax T2s5, Fa. IKA-Labortechnik) zer-
kleinert und mit TRIZOL®-Reagenz (Fa.
Invitrogen) aufgearbeitet wurden. Die
RNA wurde spektrophotometrisch quan-
tifiziert und qualitativ mit einer Agaro-
se-Formaldehyd-Gelelektrophorese ana-
lysiert. Mittels Real-time-PCR wurde die
Expression von Aggrekan, Kollagen Typ II
(a1-Kette) und Kollagen Typ I (a2-Kette)
bestimmt. 1 ug RNA wurde mit 1 IU Des-
oxyribonuclease I (DNase I, Fa. Invitro-
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In-vitro-Studie zum Einfluss von Fibrin in Knorpelkonstrukten

auf der Basis von PGA-Vliesstoffen

Zusammenfassung

Fragestellung. Die Matrixkomponente spielt
bei der autologen Chondrozytentransplan-
tation eine zentrale Rolle. Gegenstand dieser
Studie war die Untersuchung des Einflusses
einer Fibrinphase in Knorpelkonstrukten auf
der Basis von Polyglykolsaure (PGA).
Methoden. Humane Chondrozyten wur-
den von Hiiftkdpfen isoliert und serumfrei ex-
pandiert. PGA-91-Vliesstoffe wurden mit Zel-
len allein oder in einer Fibrinphase besiedelt
und fiir 14 Tage in vitro kultiviert. Neben der
Untersuchung von Zellviabilitat, DNA-Ge-
halt, Kultur-pH-Wert und Aggrekanproduki-
on wurde mittels Real-time-PCR die mRNA-
Expression von Typ-I- und -lI-Kollagen sowie
von Aggrekan bestimmt. AuBerdem wurden
die Konstrukte histologisch verglichen.
Ergebnisse. Alle Konstrukte enthielten tiber
den untersuchten Zeitraum vitale, metabo-
lisch aktive Zellen. Eine Zellproliferation in-
nerhalb des Knorpeltransplantats fand nicht
statt, der DNA-Gehalt war abnehmend. Der
pH-Wert war im Untersuchungszeitraum phy-
siologisch konstant. Die Alcian-Blau-Farbung

zeigte die Proteoglykanproduktion sowie die
homogene Zellverteilung. Es fand sich eine
signifikant geringere Aggrekananreicherung
im Uberstand der Fibrinkonstrukte (—24%),
was mit den mRNA-Expressionsdaten korre-
lierte (—80%). Die mRNA-Expression von Kol-
lagen Typ Il war in den fibrinfreien Konstruk-
ten im Kulturverlauf ansteigend und um 57%
héher als in den Fibrinkonstrukten. Der im-
munhistologische Nachweis von Typ-II-Kolla-
gen war in allen Konstrukten moglich.
Schlussfolgerung. Knorpelkonstrukte auf
der Basis von Vliesstoffen sind aus zellbiolo-
gischer Sicht zum Einsatz fiir die matrixasso-
ziierte Chondrozytenimplantation geeignet.
Die Ergebnisse weisen auf einen partiell in-
hibitorischen Effekt der Fibrinkomponente
auf die chondrogene Differenzierung bei der
Kombination mit PGA-Vliesstoffen hin.

Schliisselworter
Knorpelrekonstruktion - Chondrozyt - Matrix -
Polyglycosid - MACI

In vitro study on the influence of fibrin in cartilage
contructs based on PGA fleece materials

Abstract

Background. The matrix component in au-
tologous chondrocyte implantation plays an
important role. In this study the influence of
an additional fibrin component in cartilage
constructs based on polyglycolide polymers
(PGA) was investigated.

Methods. Human chondrocytes of femoral
heads were isolated and cultured using a se-
rum-free technique. The cells were seeded on
PGA-91 scaffolds with and without an addi-
tional fibrin component; the constructs were
cultured for 2 weeks in vitro. Besides cell via-
bility, DNA content, pH, aggrecan production,
mRNA expression of aggrecan, and collagen
types | and Il were determined by real-time
PCR. Furthermore, cartilage grafts were histo-
logically analyzed.

Results. All constructs contained viable,
metabolically active cells in the investigated
time period. There was no cell proliferation
within the graft, and the DNA content was
decreased over time. The pH level constantly
remained within a physiologic range. The Al-
cian blue staining of the constructs showed

the homogeneous cell distribution and a cell-
associated proteoglycan production. Aggre-
can concentration in the supernatants of fi-
brin-containing constructs was significantly
lower compared to fibrin-free grafts (-24%), a
result that correlated with diminished aggre-
can mRNA expression (-80%). mRNA expres-
sion of collagen type Il increased in the fibrin-
free constructs over time and was 57% high-
er than in the fibrin-containing grafts. The im-
munohistochemical detection of collagen
type Il was possible in all constructs.
Conclusion. Cartilage constructs based on
carbohydrate matrices are suitable for ma-
trix-associated chondrocyte implantation.
The results of this study suggest a partially in-
hibitory effect of an additional fibrin compo-
nent in PGA constructs for chondrogenic dif-
ferentiation.

Keywords

Cartilage engineering - Chondrocyte - Matrix -
Carbohydrate - MACI
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Tab.1 Sequenzen von Primern und Proben fiir die Real-time-PCR (TagMan™) [26]

Gene Primer 1 Primer 2

Kollagen Typ la, CAG CCA AGA ACT GGT ATA GGA TCA AACTGG CTG CCAGCAT
GCT

Kollagen Typ lla; GAG ACA GCATGA CGCCGAG GCG GAT GCT CTC AAT CTG GT

Aggrekan (Chondroitinsulfate- ~ AGC CTG CGCTCC AAT GACT TGG AAC ACG ATG CCTTTC AC

proteoglycan 1)

Probe

CAA GGA CAA GAA ACA CGT CTG GCT AGG
AGA

TGG ATG CCA CACTCA AGT CCCTCAAC
CGCTGC GAG GTG ATG CAT GGC

gen) behandelt, um eine Kontamination
mit genomischer DNA auszuschlieflen.
Die reverse Transkription wurde nach
dem Protokoll des ,,ProSTAR First Strand
RT-PCR Kits“ (Fa. Stratagene, La Jolla,
CA, USA) unter Verwendung von ,,ran-
dom primern® und 50 IU ,StrataScript
Reverser Transcriptase“ durchgefiihrt.
Die TagMan™-PCR wurde in optisch
permeablen 96-Well-Platten mit einem
»ABI Prism 7700 Sequence Detection
System” (Fa. Applied Biosystems, Forster
City, CA, USA) unter Benutzung von dem
»Absolute QPCR ROX Mix“ (Fa. Abgene,
Hamburg) entsprechend der Herstelleran-
weisung durchgefiihrt.

Die Primer und die fluoreszenzmar-
kierten Proben (B8 Tab.1) wurden mit
dem Programm ,,Primer Express“ (Fa.
Applied Biosystems) nach den Richtlinien
des Herstellers entworfen. Die PCR be-
gann mit einem 15-minditigem Schritt bei
95°C, gefolgt von 40 Zyklen bei 95°C fiir je
15 s und 60°C fiir je 1 min. Die Daten wur-
den mit der Methode der relativen Stan-
dardkurve unter Normalisierung jeder
Probe zur GAPDH-Aktivitét als House-
keeping-Gen analysiert, um die Diffe-
renzen in mRNA-Qualitit und -Quantitat
zu korrigieren. Da die Quantititen relativ
zur GAPDH-Aktivitit errechnet wurden,
erfolgt die Darstellung ohne Einheit. Hu-
mane Fibroblasten-mRNA diente als Ne-
gativkontrolle fiir die chondrogene Gen-
expression.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde
als Standard- und Ubersichtsfirbung ver-
wendet. Die Proben wurden in 4% phos-
phatgepuffertem Formalin fixiert und an-
schlieflend in einer Alkoholserie dehy-
driert. Nach Einbettung in Paraffin wur-
den 5-pm-Schnitte mit einem Mikrotom
(Leica RM 2165, Fa. Leica Instruments,
Nussloch) angefertigt. Die entparaffi-
nierten Schnitte wurden 2 min in Hédma-
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laun-Lésung eingetaucht und anschlie-
Bend 10 min mit fliefendem Wasser ge-
waschen. Die Fixierung erfolgte mit dem
Eindeckmedium ,,Roti Histokitt“ (Carl
Roth GmbH und Co.).

Alcian-Blau-/Kernecht Farbung

Alcian-Blau bildet mit den sauren Mu-
kopolysacchariden eine charakteristi-
sche blaue Verbindung. Die Kerne wur-
den durch Kernechtrot rétlich angeféarbt.
Die entparaffinierten Schnitte wurden
30 min in Alcian-Blau-Lésung (1% Alci-
an-Blau 8GX in 3% Essigsdure; pH=1) in-
kubiert, anschlieflend kurz gewissert, fiir
1-3 min unter mikroskopischer Kontrolle
mit Kernechtrot gegengefarbt und 30 min
unter flieendem Wasser gewaschen. Die
Fixierung erfolgte wie beschrieben.

Konfokale Lasermikroskopie

Die Konstrukte wurden nach 14-tdgiger
Kultur und 3-maligem Waschen in PBS
(phospate-buffered saline) direkt in Plas-
tikkammern (Lab-TEKII chambered co-
verglass system, Fa. Nalge Nunc Interna-
tional, Naperville, IL, USA) iberfiihrt.
Zum Blocken unspezifischer Bindungs-
stellen wurden die Konstrukt fiir 30 min
in 5% Ziegenserum inkubiert. Dann wur-
den Losungen aus DAPI (1:100-Verdiin-
nung) und monoklonalem Maus-Anti-
Typ-1I-Kollagen-Antikérper (Clone 6B3;
Fa. Chemicon, Temecula, CA, USA, 1:100-
Verdiinnung) in 5% Ziegenserum herge-
stellt, welche 1 h einwirkten. Das anschlie-
lende Waschen erfolgte mit PBS. Die fol-
gende Inkubation erfolgte mit einem
FITC-markiertem Anti-Maus-IgG-Se-
kundérantikorper (Fa. Sigma, Taufkir-
chen, 1:500-Verdiinnung) fiir ebenfalls
1h in Dunkelheit. Nach 3-maligem Wa-
schen mit PBS wurden die Praparate un-
verziiglich unter dem konfokalen Fluores-
zenzmikroskop (Leica DMIRE2, Fa. Lei-
ca Instruments) analysiert. Die Exzitati-

onswellenlange der FITC-Markierung lag
bei 488 nm, die Emissionswellenlédnge bei
510-525 nm. Die optischen Schnitte wur-
den bei 20facher Vergrofierung mit einer
Dicke von 4-6 um gewihlt, wobei 50-70
Schnitte in einer Summenprojektion un-
ter Verwendung des Programms ,,Auto-
Visualize Software” (AutoQuantImaging,
Waterliet, NY, USA) zur Darstellung ka-
men.

Rasterelektronenmikroskopie

Die Konstrukte wurden fiir 3 Tage in 8%
Formol bei 4°C fixiert. Die Dehydrierung
erfolgte in der aufsteigenden Alkoholrei-
he. Der Austausch des Alkohols gegen
flissiges Kohlendioxid erfolgte in einem
Kritisch-Punkt-Trockner (Bal Tec Ltd.,
Balzers, Liechtenstein) bei 7°C. Nach Er-
hohung der Temperatur auf 42°C bei
einem Uberdruck von go bar wurde das
Kohlendioxid in die Gasphase {iberfiihrt
und iiber ein Ventil aus der Trockenkam-
mer abgelassen. Die getrockneten Kons-
trukte wurden mit Silberlack auf Objekt-
trdgern befestigt und in einem Sputterge-
rit mit einer 7-10 nm dicken Goldschicht
iiberzogen (Model MED o20 High Vacu-
um Coating System, Bal Tec Ltd.). Im Va-
kuum betrug die Besputterungszeit 70 s
bei 70 mA. Die Bildgebung erfolgte an-
schlieffend mit einem Rasterelektronen-
mikroskop (Leo Electron Microscopy
435 VP, Fa. Carl Zeiss), welches mit einer
Spannung zwischen 5,1 kV und 15 kV be-
trieben wurde. Ubersichts- und Detailauf-
nahmen mit Vergroflerungsfaktoren zwi-
schen 15 und 1000 gestatteten die Oberfld-
chenanalyse der Konstrukte.

Aggrekan-ELISA

Zur spezifischen Aggrekanquantifizieung
wurde ein kommerziell erhaltlicher ELISA
verwendet (BioSource GmbH, Solingen).
Die Durchfithrung des Assays erfolgte
nach den Instruktionen des Herstellers.
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Abb. 1 A Einfluss der Fibrinkomponente auf den Zellmetabolismus: Dar-
stellung der optischen Dichte nach Durchfiihrung des MTT-Assays (PGA 91-
Fibrin gegen unbehandelte Vliese). Unterschiede fanden sich nur innerhalb
der Gruppen im Zeitverlauf, die metabolische Aktivitat zwischen den Be-

Zeit (Tage)

Abb. 2 A Darstellung der DNA-Menge in den Konstrukten bestimmt mit

handlungsgruppen war nicht signifikant verschieden (*p<0,05)

dem Picogreen-Assay (PGA 91-Fibrin gegen unbehandelte Vliese). Unter-
schiede fanden sich innerhalb der Gruppen im Zeitverlauf (Abfall um 17% in
den unbehandelten Vliesen und um 25% in den Fibrinvliesen, p<0,05), aber
nicht zwischen den Gruppen (nicht signifikant)

Abb. 3 A Elektronenmikroskopische Untersuchung der PGA 91-Vliese mit (Vergr. b 200:1, ¢ 1000:1) und ohne Zellen (a), MaR3-
stab und Vergroerung sind auf den Bildern direkt indiziert. Es zeigte sich die hohe Porositédt und Interkonnektivitdt sowie die
Adhérenz der Zellen auf dem Vliesstoff

Zusammenfassend handelt es sich um ei-
nen quantitativen Sandwich-Enzym-Im-
munoassay. Die zu analysierenden Uber-
stande der Konstrukte wurden auf mit
spezifischen monoklonalen Antikor-
pern (Mabs) beschichteten Platten pi-
pettiert, wobei die Verwendung mehre-
rer verschiedener Antikérper Hyperspe-
zifitdt vermeidet und die Inkubationszeit
verringert. Nach iiblichem Waschen er-
folgte die Inkubation mit dem an Meer-
rettichperoxidase (HRP) gekoppelten Se-
kundirantikorper. Uber eine chromogene
Reaktion (TMB und H,0,) mit photomet-
rischer Messung mit dem ELISA-Reader
(TECAN, SpectrafluorPlus microplate
reader, Tecan Trading AG, Schweiz) bei
450 nm gegen 650 nm und bei 490 nm ge-
gen 650 nm wurden die Konzentrationen
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bestimmt. Standards und Proben wurden
in Duplets pipettiert.

Statistik

Alle Werte wurden als Mittelwert+Stan
dardabweichung angegeben. Ein explo-
rativer Mann-Whitney-U-Test und der
Wilcoxon-Test wurden ausgewihlt, um
die Unterschiede zwischen den Gruppen
ohne a-Justierung zu untersuchen. Eine
statistische Signifikanz der Unterschiede
wurde bei p<o,05 angegeben, die Analyse
wurde mit SPSS for Windows 10.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.

Ergebnisse
Zellmetabolismus: MTT-Assay

Der MTT-Assay wurde mit allen besie-
delten Vliesstoffen an den Tagen 2, 5,7, 10
und 14 durchgefiihrt. Als Negativkontrol-
le dienten Vliesstoffe ohne Zellen mit
und ohne Fibrinbehandlung, die beob-
achtete Farbentwicklung entsprach dem
Assayhintergrund (0,18275+0,004). In-
nerhalb der PGA 91-Gruppe ohne Fibrin
kam es vom Tag 2 (1,042) zu Tag 10 (1,171)
zu einem signifikanten Aktivititsanstieg
(p<0,05; n=4), anschlieflend kam es wie-
der zu einem Abfall am Tag14 (1,022;
p<0,05; n=3). Der prinzipielle Verlauf der
metabolischen Aktivitit in den Kompo-
sitevliesen entsprach dem der Vliesstof-
fe ohne Zusatz. Die optische Dichte zeigte



von Tag 2 (0,900) zu Tag 5 (1,049; p<0,05;
n=6) und zu Tag 10 (1,144; p<0,05; n=5)
einen signifikanten Anstieg. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den
Konstrukten auf der Basis der Komposi-
tematrix und der Vliesstoffe in natura gab
es nicht (8 Abb. 1).

DNA-Gehalt: Picogreen-Assay

In der Gruppe der unbehandelten PGA 91-
Vliese kam es zwischen Tag 3 (1370,15 ng/
ml) und Tag 14 (1137,52 ng/ml) zu einem
signifikanten Abfall des DNA-Gehalts
um 17% (p<o0,05; n=4). Die gleiche Ten-

denz fand sich bei Untersuchung der
Kompositevliese, die optische Dichte am
Tag 14 (960,64 ng/ml) des mit Fibrin be-
handelten PGA 91-Vlieses war um 24,6%
(p<0,05; n=4) geringer als der Wert am
Tag 3 (1274,85 ng/ml) und um 15,7% nied-
riger (p<0,05; n=4) als der Wert am Tag 7
(139,40 ng/ml). Bei der Gegeniiberstel-
lung der Kompositematrix gegen den Na-
turvliesstoff zeigte sich eine um 15% (n.s.,
n=6) hohere DNA-Menge in unbehandel-
ten PGA 91-Vliesen an Tag 7 und eine um
15,7% hohere DNA-Menge an Tag 14 (n.s.,
n=6) im Vergleich zum PGA 91-Vlies mit
Fibrin (8 Abb. 2).

Abb. 4 < HE-Farbung nach
14 Tagen von PGA 91-Vlie-
sen mit (@) und ohne Fi-
brin (b): Blaue Farbung der
Vliesfasern, Zellen (teilwei-
se mit Bearbeitungsarte-
fakten) und extrazelluldre
Matrix stellen sich tiberwie-
gend rot gefarbt dar
(Vergr.63:1)

Abb. 5 < Alcian-Blau-Far-
bung nach 14 Tagen von
PGA 91-Vliesen mit (a) und
ohne Fibrin (b): Blaue Far-
bung der extrazelluldren
Matrix (Proteoglykane)
mit zellassoziierter Inten-
sitdtszunahme (Pfeile, Ver-
gr.63:1)

Abb. 6 € CLSM nach 14 Ta-
gen von PGA 91-Vliesen
mit (a) und ohne Fibrin

(b): Blaue Farbung der Zell-
kerne (DAPI), zellassoziier-
te rétliche Farbung des Kol-
lagenTyp Il

Elektronenmikroskopie (scanning
electron microscopy, SEM)

Die Untersuchung der PGA 91-Vliese er-
folgte ohne und mit Zellen nach 2-w6-
chiger Kultivierung. Die Untersuchung
wurde zur Klarung der Ultrastruktur des
untersuchten Vliesstoffes PGA 91 sowie
der Interaktion mit den Chondrozyten
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Po-
rositdt mit aufgrund der Herstellung be-
dingter Interkonnektivitit handelt es sich
um eine fiir das Knorpel-Tissue-Engi-
neering geeignete Matrix. Es lief3 sich die
Anordnung der hochgradig adhirenten
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Abb. 7 A Untersuchung der Konstrukte mittels Real-time-PCR hinsichtlich der Expression der Kollagen-Typ-I- (@) und der Kol-
lagen-Typ-Il- (b) mRNA nach 7 und 14 Tagen: Bei statistisch unveranderter Expression von Kollagen Typ | zeigte sich eine
Zunahme der Kollagen-Typ-II-Expression nach 14 Tagen in den fibrinfreien Konstrukten. Sowohl der Unterschied zwischen

7 und 14 Tagen innerhalb der Gruppe als auch der Unterschied zwischen den Gruppen nach 14 Tagen war statistisch signifi-

kant (p<0,05)

Chondrozyten entlang der Spinnfasern
beobachten. Bei enger raumlicher Bezie-
hung zweier Fasern entstanden ,,Zellnes-
ter*. Insgesamt fanden sich sowohl Knor-
pelzellen mit ausgezogenem, fibroblas-
tenartigem Aussehen als auch Zellen von
einem sphirozytirem Phénotyp, wobei
die Zellen an den verschiedensten Stellen
Verbindungen aufwiesen (8 Abb. 3).

Histologische Untersuchung: HE-
Farbung und Alcian-Blau-Farbung

Die Ubersichtsfiarbung zeigte die Fasern
des Vliesstoffes (iiberwiegend blau) sowie
die Zellen mit dazwischen liegender Ex-
trazelluldrmatrix (iiberwiegend rot). Die-
se stellt sich in den Kompositekonstruk-
ten dichter dar, ansonsten fand sich in bei-
den Konstrukten eine relativ gleichmafige
Zellverteilung (8 Abb. 4). Beim Schnei-
den der in Paraffin eingebetteten Ob-
jekte kam es partiell zu erheblichen Zer-
reiflungen mit Artefakten. Bei der Alcian-
Blau-Firbung stellten sich in beiden Kons-
trukten die Proteoglykane dar, die Inten-
sitdt der Blaufarbung korrelierend mit der
Menge der Proteoglykane war direkt um
die Zellen herum zunehmend (8 Abb. 5).
Die Zellkerne sind durch die rote Farbung
(Kernechtrot) zu erkennen. Die Darstel-
lung insgesamt war ohne Fibrin akzen-
tuierter, wobei keine qualitativen Unter-
schiede festgestellt werden konnten.
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Konfokale Lasermikroskopie

Die Darstellung der Zellkerne erfolgte mit
dem fluoreszierenden Kernfarbstoff DA-
PI (bldulich), die Farbung des Typ-II-Kol-
lagens erfolgte spezifisch immunhistolo-
gisch, die rotliche Farbung entstand durch
den FITC-Label des Sekundérantikorpers
(8 Abb. 6). Wiederum zeigt sich in bei-
den Konstrukten die gleichmiflige Zell-
verteilung. Unabhéngig von der Fibrin-
phase wird Kollagen Typ II exprimiert
und lagert sich zellassoziiert in der extra-
zelluldren Matrix an. Bei dieser Untersu-
chung zeigt sich der chondrogene Phéno-
typ der Konstrukte, wobei keine qualita-
tiven Unterschiede in Abhdngigkeit der
Fibrinphase festgestellt werden konnten.

Real-time-PCR (Tagman™)

Die untersuchten Gene Aggrekan, Kolla-
gen Typ I und II wurden in allen Kons-
trukten exprimiert.

Typ-I-Kollagen

Statistisch signifikante Unterschiede der
Typ-I-Kollagen-Expression zeigten sich
weder zwischen den verschiedenen Kons-
trukten noch zwischen den Zeitpunkten 7
und 14 Tage. Tendentiell konnte man eine
Abnahme in beiden Gruppen beobachten,
die in der Kompositegruppe etwas stirker
ausgepragt war (B8 Abb. 7a).

Typ-ll-Kollagen

In den fibrinfreien Konstrukten auf
PGA 91-Basis nahm die Typ-II-Kollagen-
Expression im Kulturverlauf zu (Tag 7
0,0431fache GAPDH-Expression vs. Tag 14
0,0733fache GAPDH-Expression; p<0,01;
n=3), wahrend sie in den Kompositekons-
trukten statistisch unverindert blieb. Nach
2 Wochen ergab sich dann der statistisch
signifikante Unterschied zwischen den
Gruppen, so war Kollagen Typ IIin den fi-
brinfreien Matrices um das 2,34fache ho-
her exprimiert als in den Kompositekons-
trukten (o0,0733fache GAPDH-Expressi-
on vs. 0,0314fache GAPDH-Expression;
p<o,01; n=3; @ Abb.7b).

Aggrekan

Am 7. Kulturtag war die Aggrekangen-
expression im unbehandelten Vliesstoff
PGA 91 um das 2,02fache hoher als in
den Kompositekonstrukten (o,2301fache
GAPDH-Expression vs. o,1137fache
GAPDH-Expression; p<o0,05; n=3). Die-
ser Trend verstirkte sich nach 2 Wochen,
wobei es zu einer 1,50fachen Zunahme der
Aggrekanexpression in den Konstrukten
auf PGA 91-Basis kam (Tag 7 0,2301fache
GAPDH-Expression vs. Tag 14 0,3461fache
GAPDH-Expression; p<o0,05; n=3), die
Expression in den Kompositekonstruk-
ten war hingegen unverandert. Somit ver-
starkte sich auch der Unterschied auf das
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5,14fache (0,3461fache GAPDH-Expressi-
on vs. 0,0673fache GAPDH-Expression;
p<o0,05; n=3) (8@ Abb. 8a).

Aggrekan ELISA

Signifikante Unterschiede der Aggre-
kankonzentrationen in den Uberstinden
der Konstrukte zeigten sich ab dem 10.
Tag, wobeiin @ Abb. 8b die kumulativen
Werte aufgetragen wurden. Am Tag 10
lag die kumulative Expression im Uber-
stand der fibrinfreien Konstrukte um 24%
(1012,85+81,69 ng/ml vs. 771,41+56,14 ng/
ml; n=5; p<0,05) hoher, am Tag 12 um 20%
[1273,2482,19 ng/ml vs. 1014,88+44,24 ng/
ml; n=5; nicht signifikant (n.s.)] und am
Tag 14 um 17% (1509,77+87,40 ng/ml vs.
1246,94+92,57 ng/ml; n=5; n.s.) hoher als
bei den Kompositekonstrukten.

Diskussion

Polymere auf Carbohydratbasis werden
seit den 3oer Jahren des 20. Jahrhun-
derts in der Chirurgie als Nahtmaterial
eingesetzt, d. h. es gibt keine Stoffklasse
mit einer ldngeren klinischen Erfahrung.
Grundsitzlich bestitigen unsere Ergeb-
nisse die Moglichkeit des Einsatzes dieser
Stoffklasse als Matrix, die eine dreidimen-
sionale (3D-)Umgebung fiir die Zellen bei
der matrixassoziierten Chondrozytenim-
plantation zur Verfiigung stellt. Beim Ein-
satz im Gelenk bestehen besondere Erfor-
dernisse in Hinblick auf die mechanischen
Eigenschaften, weshalb die verwendeten
Vliesstoffe wiederum eher geeignet wa-
ren, wobei diese Stoffklasse zusitzlich ei-
ne einfache Handhabbarkeit und Modifi-

zierung mit Proteinen oder chemischen
Substanzen erlaubt [2, 16, 25].

Ein generelles Problem ist die Vertrég-
lichkeit der beim Abbau entstehenden
Produkte. Da hierauf multiple Parameter
wie Temperatur, Hydrophilie, Wasserver-
fiigbarkeit, Umgebungs-pH, Geometrie
des Konstrukts, Polymerzusammenset-
zung und die daraus resultierende Kris-
tallinitat und das Molekulargewicht die
Dauer der hydrolytischen Spaltung be-
einflussen [10], kann die genaue Wirkung
oder auch Schadigung prinzipiell immer
nur unter genauer Definition der Anwen-
dung erfolgen. Eine pH-Wert-Anderung
in einem zellphysiologisch relevanten Be-
reich konnte in der Zellkultur nicht nach-
gewiesen werden, was Ergebnissen ande-
rer Arbeiten entspricht [17, 20]. Dies ist bei
Vliesstoffen mit einer Porositit von >95%
auch bei deutlichem Uberwiegen der zel-
luldren Komponente im Transplantat un-
wahrscheinlich. Eine Aussage iiber kurz-
zeitige pH-Wert-Anderungen innerhalb
des Konstruktes kann allerdings aus den
Experimenten nicht abgeleitet werden.

Eine Abnahme des DNA-Gehalts in-
nerhalb der ersten 2 Wochen in den 3D-
Konstrukten konnte auch durch Grad et
al. [11] in PLDLA-Konstrukten beobachtet
werden, die mit bovinen Chondrozyten
besiedelt und mit 10% FCS-Zusatz kulti-
viert wurden. Gleichzeitig konnte durch
den MTT-Assay gezeigt werden, dass die
Stoffwechselaktivitat der Konstruktzellen
primér zunahm. Erkldrend ist die Besie-
delung der Vliese mit einer sehr hohen
Zelldichte, wodurch die Proliferation ge-
stoppt und sehr wahrscheinlich die Re-
differenzierung mit Matrixbildung in der
3D-Struktur der PGA 91-Vliese induziert

2 4 6 8 10 12 14
Zeit (Tage)

|—o— PGA91 -@- PGAOT Fibrin *p<0,05|

wurde. Hinweisend hierfiir ist die Anrei-
cherung von Kollagen Typ II und Proteo-
glykanen in der extrazelluliren Umge-
bung. Die Anwendung von Fibrin hat sich
bereits zum festen Bestandteil der Tech-
niken im ,,Tissue Engineering® entwickelt,
so wurde auch die Anwendung von Car-
bohydratmatrices und Fibrin als Kompo-
sitetransplantat bereits gezeigt [13, 23].
Untersuchungen zur Auswirkung auf
die Zelldifferenzierung liegen bisher nur
in begrenztem Umfang vor, allerdings
wurde bereits auf die bessere Volumen-
stabilitit der Konstrukte hingewiesen [14].
Die orientierende histologische Untersu-
chung einschliefllich der Immunfirbung
fiir Kollagen Typ II zeigte keine wesent-
lichen Unterschiede. So waren die Zellen
in beiden Konstrukten gleichméafiig ver-
teilt, die chondrogenen Marker liefSen sich
qualitativ gut nachweisen. Erst die quan-
titative Analyse auf mRNA und Protein-
niveau konnte Differenzen aufzeigen. So-
wohl der geringere Aggrekangehalt als
auch die verminderte Typ-1I-Kollagen-
mRNA-Expression in den Fibrinkompo-
sitekonstrukten lassen auf eine vermin-
derte Fahigkeit zur Redifferenzierung der
Zellen bei Kombination von Fibrin mit
PGA schlieflen. Dieser Effekt scheint ab-
hingig vom gewihlten experimentellen
Aufbau zu sein, da bei der Kombination
von Fibrin mit Kollagen eine Verstirkung
der Typ-II-Kollagen-mRNA-Expression
nachgewiesen werden konnte [21]. Hier-
bei sind offensichtlich weitere Faktoren
neben der verwendeten Matrix wie die Be-
siedlungsdichte, die Zellpassage, das Ex-
pansionsmedium, welches in den darge-
stellten Experimenten serumfrei gewéhlt
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wurde, und die Herkunft der verwendeten
Fibrinkomponente von Bedeutung.

Die Differenzen der Aggrekankonzent-
rationen in den Uberstinden konnte par-
tiell durch eine vermehrte Absorption am
Fibringertist erklart werden, demgegen-
tiber steht allerdings die geringere mRNA-
Expression von Aggrekan in den Fibrin-
konstrukten. Aufgrund der guten adha-
siven Eigenschaften des PGA 91 kommt
es zur Immobilisierung einer gleich star-
ken Zellfraktion in den reinen Polycar-
bonattransplantaten wie in den Kompo-
sitekonstrukten, worauf die Ergebnisse
des MTT-Assays, der DNA-Gehalt und
durchgefiihrte Adhésionsassays [32] hin-
weisen. Somit scheint die Zugabe von der
zusitzlichen Fibrinkomponente keine we-
sentlichen Vorteile zu bieten und ist zu-
mindest bei der untersuchten experimen-
tellen Anordnung und Knorpel-Trans-
plantat-Generierung entbehrlich.

Fazit fiir die Praxis

Die klinischen Fortschritte beim Knor-
pelersatz zeigen, dass die Techniken be-
reits das Stadium des,,proof of principle”
verlassen haben und inzwischen sogar
Langzeitstudien mit einem Follow-up
bis 3 Jahren vorliegen [6]. Fiir den end-
giiltigen Erfolg dieses Verfahrens ist je-
doch eine weitere Feinabstimmung zwi-
schen den einzelnen Komponenten des
Knorpeltransplantats notwendig, dies
betrifft insbesondere die Wechselwir-
kungen zwischen den Zellen und der Ma-
trix. Knorpelkonstrukte auf der Basis von
Vliesstoffen sind aus zellbiologischer
Sicht zum Einsatz fiir die matrixassoziier-
te Chondrozytenimplantation geeignet.
Allerdings scheint die zusétzliche Fibrin-
komponente in Kombination mit PGA ei-
nen negativen Effekt auf die chondro-
gene Differenzierung auszuiiben.
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