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1 Einleitung

1.1 Der hyaline Gelenkknorpel

Der hyaline Knorpel ist das am haufigsten vorkommende Knorpelgewebe im
menschlichen Kdrper. Im Folgenden soll speziell das in diarthrotischen Gelenken, also
solche die uUber einen Gelenkspalt verfigen, vorkommende, dem Knochen
aufliegende, Knorpelgewebe thematisiert werden. Die beheimateten Chondrozyten
(Knorpelzellen) haben lichtmikroskopisch einen meist ovalen Phanotyp und kommen
einzeln oder in isogenen Gruppen vor. Letztere entstehen, wenn eine noch
teilungsfahige Zelle bereits von Extrazellularmatrix (EZM) umgeben ist und aufgrund
dessen eine Migration unmoglich wird. Chondrozyten haben in reifem und gesundem
Knorpelgewebe die Funktion EZM zu synthetisieren. Die wichtigsten
Matrixbestandteile des hyalinen Gelenkknorpels sind dabei die meist dinneren
Kollagenfibrillen des Typ II, Hyaluronsduren (HA) und Proteoglykane (PG). Des
Weiteren sind anteilig Kollagene des Typs I, VI, IX und Xl zu finden. Als Besonderheit
ist zu erwahnen, dass sich im Gegensatz zu allen anderen Knorpeltypen hier kein
Perichondrium (eine feste, bindegewebige Knorpelhaut) oberflachlich auflagert.

Die allgemeine Funktion des Gewebes besteht darin, den bei Belastung entstehenden
Druck gleichmaRig auf die Gelenkflache zu verteilen und das darunter gelegene
Knochengewebe vor Abnutzung zu schitzen. Essentiell fir die gewlnschte
Druckelastizitat, also die reversible Komprimierbarkeit des Gewebes, ist das
Zusammenspiel der arkadenartigen Architektur der Kollagenfibrillen (Abb. 1) und die
biochemischen Eigenschaften der HA und PGs. Genauer lasst sich die mehrzonale
Ultrastruktur des Knorpels in vier Abschnitte unterteilen. Die am oberflachlichsten
gelegene Zone wird auch als Tangentialzone bezeichnet. Hier sind die
Kollagenfibrillen nahezu parallel zur Oberflache ausgerichtet und ordnen sich
trajektoriell (in Richtung der starksten Zugspannung) an. Darunter liegt die
Ubergangszone, gefolgt von der Radiarzone. Hier verlaufen die Fasern beinahe
senkrecht in die Tiefe. Zuletzt schliefl3t sich die Zone des mineralisierten Knorpels an,
welche mit dem darunterliegenden, subchondralen Knochen verankert ist. Auf dieser
Ebene ist die EZM durch Hydroxyapatitkristalle verstarkt.

Seite | 1
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Abbildung 1: Schematische und histologische Darstellung des hyalinen Gelenkknorpels. A: Hyaliner
Gelenkknorpel im Schnitt. B: Zoneneinteilung entsprechend dem Verlauf der Kollagenfibrillen.

Die PGs liegen hauptséachlich als Aggrecan (mit Glukosaminoglykan-Ketten aus
Chondroitinsulfat und Keratansulfat) vor. Die Aggrecan-Monomere bilden zusammen
mit der HA ein grol3es molekulares Netz, welches sich aufgrund von vielen, sich
gegenseitig abstollenden negativen Ladungen, ausdehnen mdchte. Zusatzlich fuhrt
die Elektronegativitat dazu, dass positiv geladene lonen (v. a. Natrium) dem
Spannungsgefalle folgen und dadurch Wasser osmotisch ins Gewebe stromt. Dieses
Bestreben wird durch die Kollagenarkaden begrenzt, sodass die PG und die HA nur
etwa 20 % ihres geforderten Raumes einnehmen kdnnen. Der so entstehende
Schwelldruck sorgt dafir, dass sich das Gewebe nach Kompression sprungfederartig
in seine ursprungliche Form restrukturiert. Diese Dynamik ist zusétzlich essentiell fur
die Erndhrung der Chondrozyten, da sich in der Regel keine GefalRe im hyalinen
Knorpel befinden. Durch regelmafliges Be- und Entlasten des Gewebes wird den
Zellen der Hin- und Abtransport tUber mehrere Millimeter durch die Knorpelmatrix
gewahrleistet. Zuséatzlich findet ein Nahrstoffaustausch auf der oberflachlichen Seite
Uber die Synovia (Gelenkflissigkeit) statt. Die Synovia ist eine viskése Flussigkeit,
welche zusatzlich als Gleitmittel dient, um eine mdglichst reibungsarme Bewegung im

Gelenk zu ermdglichen.
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Neben dem in dieser Arbeit untersuchten hyalinen Knorpel gibt es zum einen den
Faserknorpel, welcher durch den hohen Anteil an Kollegen-Typ-1-Fasern
charakterisiert ist und u. a. im Discus intervertebralis (Bandscheibe) oder in Menisken
vorkommt und zum anderen den elastischen Knorpel wie er beispielsweise in der

Ohrmuschel vorkommt.

1.2 Der fokale Knorpelschaden

Bei einem fokalen Knorpelschaden liegt ein isolierter, struktureller Gewebedefekt vor.
Das beim Menschen am haufigsten betroffene Gelenk stellt das Knie dar. Genauer
wurden durch Curl et al. Daten aus 31.515 Kniegelenksarthroskopie zusammengefihrt
und unter den tiefen, also den bis zum subchondralen Knochen reichenden Lasionen,
die medliale Femurkondyle und die Patella als die am haufigsten betroffenen
Lokalisationen beschrieben 1. Als typische Kausalitat konnten durch die Analyse von
993 Kniearthroskopien bei Betroffenen (Durchschnittsalter = 35 Jahre) in 59 % der
Falle ein akuter Traumamechanismus als Ursache identifiziert werden 2. Bei den
Ubrigen 41 % berichteten die Betroffenen tber einen chronischen Verlauf, ohne ein
spezielles Trauma erinnern zu kénnen. Es wurden in 49 % der Falle, kérperliche
Betatigungen und Sport, hier speziell Ful3- oder Handball, als Ausléser angegeben.
Die Hauptproblematik besteht darin, dass Knorpel lediglich ein marginales Potential
besitzt, seine komplexe Ultrastruktur selbststandig zu regenerieren. Auch wenn sich
ein Defekt primar lokal auf das Knorpelgewebe beschrankt, kann er sich im Verlauf
progredient zeigen und bei schweren Verletzungen den darunterliegenden Knochen
mit betreffen. Culvenor et al. konnten in einer Metastudie zeigen, dass bei 4 — 14%
junger Patient:innen (< 40 Jahren) und 19 — 43 % alterer Patienten (> 40 Jahren) in
einer Magnetresonanztomographie eines asymptomatischen Knies bereits Zeichen
arthrotischer Veranderungen (Knorpelschaden, Meniskuseinrisse,
Knochenmarkslasionen und Osteophyten) nachgewiesen werden konnten [,
Daraufhin stellt sich die Frage, welche Folgen sich aus einer Verletzung ohne
Symptome entwickeln kdénnen und ob Betroffenen von einer unmittelbaren
Behandlung profitieren kdnnten. In einer prospektiven Arbeit von Everhart et al. [
wurden 1.319 Erwachsene Patienten, die einen Knorpelschaden erlitten hatten, tber
einen Zeitraum von gemittelt 9 Jahren begleitet. Dabei konnte gezeigt werden, dass
der fokale Schaden insbesondere ab einer GréRRe von 2 2 cm? zum Progress neigt und

sich als eigenstandiger Risikofaktor fir eine posttraumatische Arthrose mit folgend
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notwendigem Einsatz einer Knie-TEP (Totalendoprothese) (Risiko fur TEP
unabhangig vom Grad der Osteoarthrose: Hazard Ratio = 5,27 bei Defekten = 2 cm?
und Hazard Ratio = 2,65 bei Defekten < 2 cm?) darstellt. Hinzukommend konnte in
einer Publikation von Jungmann et al. eine Reduktion der Gelenkdegeneration durch
einen knorpelregenerativen Eingriff belegt werden I, Dies lasst Grund zur Annahme,
dass im Kontext der vorliegenden Kilinik eine zlgige Behandlung nach
Diagnosestellung in Betracht gezogen werden sollte, um ggf. akute Symptome zu

lindern und vor allem maogliche Spétfolgen zZu reduzieren.

Wichtig ist die fokale Lasion, von der ubiquitdren, durch chronische Degenration
verursachten Arthrose abzugrenzen, dessen allgemeine Risikofaktoren zunehmendes
Alter, kontinuierliche Uberbelastung (bspw. durch Ausiuibung eines korperlich
anspruchsvollen Berufes) und Ubergewicht darstellen. Dieses Krankheitsbild soll im

Weiteren nicht genauer beschrieben werden.

1.3 Grundlagen der klinischen Behandlung des fokalen Knorpelschadens

Die Therapie des fokalen Knorpelschadens gestaltet sich aufgrund der stark
eingeschrankten intrinsischen Regenerationsfahigkeit des Gewebes als durchaus
komplex 61171, Daher ist die Entwicklung einer individuellen Behandlungsstrategie unter
Berucksichtigung der ganzheitlichen Klinik und Konstitution der Betroffenen, sowie des
Ausmalies des Defektes eminent wichtig. Dabei sei gesagt, dass folgende Optionen
fur betroffene Gelenke unter Abwesenheit einer generalisierten, fortgeschrittenen
Arthrose (Arthrosegrad > 2 nach Kellgren-Lawrence) gelten. Bei marginalen Schaden
mit symptomloser Klinik, kann ggf. auf eine Operation verzichtet und ein konservatives
Behandlungskonzept angestrebt werden. Dieses beinhaltet primér eine ausreichende
Analgesie und physiotherapeutische Betreuung . Liegt jedoch eine symptomatische
Verletzung vor, die nach favorisierter Klassifikation der ICRS (International Cartilage
Regeneration and Joint Preservation Society [°)) mindestens dem Grad Ill oder hoher
entspricht, sollten verschiedene operative Verfahren in Erwdgung gezogen werden.
Die Wahl des Operationsverfahrens sollte basierend auf den evidenzbasierten
Empfehlungen der AG Geweberegeneration der DGOU (Deutsche Gesellschaft fir
Orthopadie und Unfallchirurgie) getroffen werden (Abb. 2) 19, Grundsatzlich stehen

sich knochenmarkstimulierende Methoden und Transplantationsverfahren gegentiber.
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Ebenfalls kbnnen Medikamente und/ oder viskosupplementierende Medizinprodukte

in den betroffenen Gelenkspalt injiziert werden.

( - =

Wahl des Operationsverfahrens anhand der DefektgroRe

(Basierend auf Empfehlungen der AG Geweberegeneration der DGOU)

DefektgréRe in cm?
0 1 2 3 4 5 6 wmmp
oct | | | | |
s | | | |
i { ACT }

Abbildung 2: Zusammenfassendes Flussschema fur die Auswahl des geeigneten Verfahrens zur
biologischen Rekonstruktion isolierter Knorpelschaden des Kniegelenks in Abhangigkeit verschiedener
EinflussgroRen. Vereinfachung der Handlungsempfehlungen von Niemeyer et al. 1],

AG: Arbeitsgemeindschaft, DGOU Deutsche gesellschaft fir Orthopéadie und Unfallchirurgie, OCT:
Osteochondrale  Transplantation, BMS: Bone Marrow  Stimulation; ACT: Autologe
Chondrozytentransplantation.

Das Grundprinzip der Knochenmarkstimulation (BMS = Bone marrow stimulation)
bestent darin, dass das defekte Knorpelgewebe, meist im Rahmen einer
minimalinvasiven Arthroskopie (Gelenkspiegelung), bis auf den subchondralen
Knochen abgetragen wird. Folgend werden gezielt Mikrofrakturen mit Hilfe eines
Bohrers oder Meil3els gesetzt, um eine kontrollierte Einblutung zu generieren. Folglich
wandern Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in den Defekt ein, die eine Reparatur
des Knorpels untersttitzen sollen. Diese Methode wird jedoch dadurch limitiert, dass
nachdem sich priméar ein kleines Blutgerinnsel gebildet hat, lediglich ein narbiger
Faserknorpel zuriickbleibt, welcher im Vergleich zum urspringlichen hyalinen Knorpel
eine deutlich eingeschrankte Druckelastizitat aufweist. Studien zeigen, dass kleinere
Schéaden u.a. am Talus (Sprungbein) durch dieses Verfahren kurz- und mittelfristig
durchaus suffizient therapiert werden kénnen. Jedoch fallen langfristig bei der
Mehrheit der Untersuchten bereits oberflachliche Defekte auf, welche mit

degenerativer Tendenz in fortgeschrittener Osteoarthrose enden kénnen 1112,
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Der sog. osteochondrale Transfer (OCT, Knochen-Knorpelstanzen Transplantation)
findet v. a. Anwendung bei kleinflachigen Verletzungen, die den subchondralen
Knochen mitbetreffen. Das Verfahren der OCT ist jedoch im Wesentlichen durch die
Entnahmemorbiditat limitiert. Bei der operativen Versorgung symptomatischer Defekte
mit einer GroRRe von = 2 cm? mit oder ohne Knochenbeteiligung hat sich vor allem die
sog. Autologe Chondrozytentransplantation (ACT; korpereigene
Knorpelzelltransplantation) etabliert. Auf die ACT wird im Folgenden genauer

eingegangen.

1.3.1 Tissue Engineering und Autologe Chondrozytentransplantation

Die ACT ist ein Verfahren, welches auf dem Prinzip des Tissue Engineering beruht.
Dabei werden gewebespezifische Produkte aus kdrpereigenen Zellen (autolog) in vitro
hergestellt. Im Bereich der Dermatologie und Plastischen Chirurgie haben sich bereits
Rekonstruktionen von Hautarealen, z.B. nach Verbrennungen, etabliert.

Die ACT wurde erstmals 1994 von Herrn Mats Brittberg beschrieben (Abb. 3).
Patienten:innen mit einem fokalen Knorpelschaden wurden im Rahmen eines ersten
Eingriffs aus einem gesunden, nicht lasttragenden Areal eine Knorpelstanze
entnommen. Aus diesen Stanzen wurden in mehreren Schritten Chondrozyten
enzymatisch isoliert und Gber Wochen in vitro vermehrt. In einer zweiten Operation
wurde die Lasion debridiert und mit einem Periostlappen tbernaht. AnschlielRend

wurde die Knorpelzellsuspension unter den Periostlappen injiziert (121,

Biopsie von vitalem
Knorpelgewebe

Knorpellasion FETB'D——

Enzymatische Zellinjektion unter den
Zellisolation Periostlappen
Kultivierung der Chondrozyten - Resuspension von Periostlappen
Fur 11 - 21 Tage 2,6 x 10° bis 5 x 10° Zellen der medialen

Tibia

9

Abbildung 3: Diagramm einer Chondrozyten Transplantation an der rechten Femurkondyle.
Nachempfunden basierend auf der Erstbeschreibung von Brittberg et al. 1994 [13],

Mittlerweile hat sich dieses Verfahren deutlich weiterentwickelt und konnte sich als

Goldstandart in der Behandlung gréRerer Defekten durchsetzen [*4. Die Chondrozyten
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werden nun bevorzugt matrixassoziiert transplantiert (MACT, Matrixassoziierte
Chondrozytentransplantation). Seit der Einfihrung dieser Technik wurden bis heute
verschiedenste Ansatze verfolgt, die auf unterschiedlichen Biomaterialien als
Zelltragersysteme basieren 1%,  Auch wenn die Zusammensetzung der einzelnen
Materialienkomponenten unterschiedliche Ansétze verfolgen, die ihr eigenes Fur und
Wider bieten, sollten sie jedoch in ihrer Essenz dieselben Grundvoraussetzungen
erfullen. Sie mussen biokompatibel sein und sollten somit wenig bis keine
Immunreaktion provozieren. Sie sollten die Zellproliferation und Differenzierung durch
biochemische und/oder mechanische Reize fordern, sowie Adhasion, Migration und
interzellulare Interaktionen gewahrleisten, um dem funktionellen Phanotyp des
Ursprungsgewebes gerecht zu werden. Zudem ist eine hohe Anpassbarkeit zur
heterogenen Anwendung winschenswert. MACT-Produkte der dritten Generation
bieten eine dreidimensionale (3D) Tragermatrix, welche zumeist entweder auf einem
Hydrogel aus natirlichen Biopolymeren basiert (z.B. Agarose-Alginat, Hyaluronsaure
(HA) oder Typ-1-Kollagenen) oder aus makroporésen Gerlsten auf Basis von
Kollagenfasern des Typs 1 oder 3, HA, Hyaluronan/Fibrin oder Polyglykolsédure und
Poly-(lactic-co-glykol)-saure besteht [13116L17] Es konnte gezeigt werden, dass durch
die Wahl des Biomaterials die Zelldifferenzierung und damit letztendlich der Erhalt der
Funktionalitdt erheblich gesteuert werden kann. Durch Modifizierung u. a. der
Materialsteifigkeit und damit verbundene Resistenz gegeniber biomechanischer
Belastung, der osmotischen Kapazitat, des Abbauverhaltens in vivo oder der
Matrixretention  kdnnen an verschiedensten  Stellschrauben  gewilnschte
Eigenschaften optimiert werden 1820 Dabei konnte sich jedoch bislang noch kein
Biomaterial eindeutig durchsetzen. Obwohl individuelle Vorteile beschrieben werden,
sind die bisher einzeln verwendeten Biomaterialien in der Gesamtheit ihrer

Eigenschaften limitiert.

Diese Dissertationsschrift soll an dieser Stelle anknupfen und verfolgt das Ziel, durch
eine erstmalige Kombination zweier Biomaterialien, die Vorteile zu summieren und ein
maglichst knorpelmimetisches Tragersystem zu entwickeln, um die ACT als Therapie
fokaler Knorpellasionen zu verbessern. Eine Kombination aus zwei Biomaterialien
kénnte zu einer Verbesserung der chondrogenen Eigenschaften und besonders der
Hydroelastik fuhren. Diese Hybrid-Biomaterialien sollen zum einen aus einem

strukturgebenden Fasernetzwerk bestehen, an dem die Zellen adharent werden
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konnen und zum anderen aus einer osmotisch aktiven Phase, welche durch dieses
Netzwerk begrenzt ist, um einen Schwelldruck zu erzeugen und schlieBlich die
Knorpelarchitektur und ihre Funktionalitdt biomimetisch nachbildet. Dabei stellen
besonders Seidenfobroin als 3D-Matrix und ein auf HA basierendes Hydrogel als

osmotische Komponente eine vielversprechende Kombination dar.

1.4 Seidenfibroin als Biomaterial

Viele verschiedene Insekten und Arachnoiden sind in der Lage Seide in speziellen
Drisen zu produzieren. Schon lange wird Seide in der Textilindustrie fur kommerzielle
Zwecke verwendet, aber auch in modernster Forschung von Biomaterialien hat Seide
stetig an Bedeutung gewonnen. Unter zahlreichen Seidentypen setzte sich aufgrund
der methodischen Praktikabilitit und Kosteneffizienz die Maulbeerseide durch [21,
Maulbeer- oder auch Seidenspinnerraupen (Bombyx mori) spinnen sich natdrlicher
Weise zur Metamorphose in einen Kokon. Dieser besteht zum Grof3teil aus einem
strukturgebenden Kern aus Seidenfibroin (SF) und zu 20 — 30 % aus einer
wasserloslichen Ummantelung aus Seidenserizin (SS) die den SF-Strangen als
Ankerpunkt dient 22, SF besteht aus einer schweren (360 — 390 kDa) und einer
leichten (27 kDa) Kette, die Uber Disulfidbriicken und das Glykoprotein P25 verbunden
sind 28, SS liegt hauptsachlich als random coil Konformation mit einem
Molekulargewicht von 20 — 400 kDa vor 4. Lange Zeit hat man die beiden
Komponenten durch sog. Degummierung voneinander getrennt. Je nach
beabsichtigter Weiterverarbeitung koénnen hierfir verschiedenste Methoden
(enzymatisch, mit hoch konzentrierter Urea, saure oder alkalische Puffer, u. w.)
angewandt werden [51126 Mittlerweile hat sich das Ernteverfahren deutlich
weiterentwickelt. So wurde die von uns verwendete Seide anstatt von verpuppten
Raupen direkt aus den Sekretionsdriisen extrahiert. Der Vorteil dieser nativen Seide
mit hohem Molekulargewicht (2.3 MDa elementare Einheit) liegt in ihrer erhaltenen
Primar-, Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur. Diese zeigen durch ihre nattrliche
Faltung und Fahigkeit zur Selbstassemblierung eine deutlich bessere mechanische
Stabilitat und Funktionalitat im Vergleich zur zuvor beschriebenen, aufbereiteten Seide
271 Ein genauer Ablauf der Methode wird unter ,2.1.1 Seidenfibroinmatrix
beschrieben. Mit dem Fortschritt modernster Verarbeitungstechnologien eréffnen sich
neue Mdoglichkeit individuelle, 3D-Matrizen herzustellen 281129 Aber nicht nur aufgrund

ihrer vielseitigen Einsatzmoglichkeiten, sondern auch durch ihre hohe Zyto-
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kompatibilitat hat Seide vor allem im Bereich der orthopadischen Chirurgie, mit dem
Ziel der Regeneration von Bandern, Bandscheiben und Knochen an Bedeutung
gewonnen [30H32],

Bisher konnte sich die alleinige Anwendung von Seide jedoch nicht bei
knorpelregenerativen Verfahren etablieren. Die architektonische Basis reicht alleine
nicht aus, um speziell die Funktion von hyalinem Knorpelgewebe vollstéandig zu
imitieren. Seide bietet den Zellen zwar ein hervorragendes Grundgerust fir adhérentes
Wachstum, jedoch kann sie alleine keinen notigen Schwelldruck erzeugen und bietet

somit keine suffiziente mechanische Resistenz bei Belastung.

1.4.1 Hyaluronsaure-Hydrogele als Biomaterial

Hydrogele wurden urspringlich fur ihre minimal-invasive Anwendungsmaoglichkeit
entwickelt. Besonders Gele, die auf natirlichen Biopolymeren, wie HA basieren,
erscheinen aufgrund ihrer chondrogenen und -protektiven  Wirkungen
vielversprechend 33134, HA gehdrt zu der Gruppe der Glykosaminoglykane (GAG) und
ist Bestandteil von Knorpel- und Bindegewebe im menschlichen Korper. HA liegt in
Form von langkettigen, linearen Polysacchariden vor. Genauer besteht die Kette aus
repetitiven Disaccharideinheiten aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-D-Glucosamin
(Derivate der Glucose). Aufgrund der Eigenschaft, enorm grol3e Mengen an Wasser
in Relation zum Eigengewicht zu binden (bis zu 6 Liter Wasser pro Gramm HA), dient
HA zur Aufrechterhaltung von Grundstrukturen in Geweben.

Dartber hinaus kann HA durch das biogene Amin Tyramin und durch
Quervernetzungen mittels Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) und
Wasserstoffperoxid (H202) modifiziert werden . Die mechanischen Eigenschaften
des entstehenden Hydrogels kann somit durch Variation der HRP- und H202-
Konzentration beliebig angepasst werden. Diese Methode wurde erst kirzlich in
knorpelregenerativen Verfahren eingefuihrt. Es konnte gezeigt werden, dass durch
mechanische Belastung eine Freisetzung des Wachstumsfaktors TGF-31
(Transforming growth factor B1), sowie die Synthese sulfatierter GAGs (sGAG)
getriggert werden kann [36],

Jedoch ist zu beachten, dass neben den positiven, chondrogenen Effekten auch
Nachteile dieses Biomaterials bestehen. Die fur die Steifigkeit wichtigen
Vernetzungsreagenzien HRP und vor allem H202 sind hochst zytotoxisch. Daher

beinhaltet diese Arbeit einen Versuchsteil, um die Konzentrationen der Reagenzien zu
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ermitteln, mit denen ein moglichst mechanoresilientes Gel erzeugt werden kann, aber

gleichzeitig die Vitalitat der eingebettten Zellen nicht nachhaltig einschrankt wird.

1.4.2 Fragestellung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die Behandlung von defektem
Knorpelgewebe aufgrund seiner eingeschrankten Regenerationsfahigkeit als
durchaus komplex erweist. Jedoch ist die Erhaltung von dessen Funktion
insbesondere fur die Pravention von Langzeitschaden eminent wichtig. Die ACT bildet
hierbei die fuhrende Technik, grof3ere L&sionen zu therapieren. Nichtsdestotrotz
zeigen die klinischen Daten, dass eine Weiterentwicklung des Verfahrens dringend
bendtigt wird. Bei der Wahl der Biomaterialien herrscht in aktueller Forschung noch
keine Einigkeit. Es wird postuliert, dass mit Hilfe von Seidenfibroin in Form von
dreidimensionalen Matrizes und einem HA-Hydrogel ein hochmodifizierbares Hybrid-
Tragersystem erzeugt werden kann, welches zum einen die chondrogene Entwicklung
positiv beeinflusst und zum anderen die natirliche Architektur und Funktionalitat des
Knorpelgewebes suffizient nachbilden kann. Einzeln konnten die beiden
Biomaterialien in vitro bereits vielversprechende Ergebnisse erzielen. Das Ziel dieser
Dissertationsschrift ist es, mit Hilfe einer aussagekraftigen Quantifizierung zu prifen,
ob eine Kombination zu einer Summierung der positiven Effekte fihrt und sich humane
Chondrozyten mit hoher Zytokompatibilitit auf dem kombinierten Tragersystem
kultivieren lassen. Dazu sollen die Vitalitat, Proliferation, Differenzierung, EZM-
Synthese und Biomechanik untersucht und evaluiert werden. Des Weiteren soll der
Einfluss des etablierten Standard Wachstumsfaktors TGF-1 im Vergleich zur

alleinigen Verwendung der Biomaterialien gepruft werden.
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2 Materialien

2.1 Biomaterialien

2.1.1 Seidenfibroinmatrix

Die in dieser Arbeit verwendete Seidenfibroinmatrix (SM) wurde an der Technischen
Universitdt  Dresden  im Institut  fur  Textilmaschinen  und  Textile
Hochleistungswerkstofftechnik ~ produziert.  Steril  gehaltene, = domestizierte
Maulbeerspinnerraupen synthetisieren Seide in speziellen Driisen. Zur Gewinnung der
Seide wurde zunachst eine Pufferldsung mit 100 mM Tris in einem Becken vorgelegt.
Je nach Weiterverarbeitung kann der Puffer beliebig angepasst werden und zudem
weitere Losungen wie beispielsweise therapeutisch aktive Substanzen oder
Farbreagenzien hinzugegeben werden, um die Seide wie gewiinscht zu modifizieren.
Nun wurden die Larven seziert und die Drisen extrahiert. Die epitheliale Zellwand
wurde anschlielend durch einen mechanischen Schnitt (alternativ auch durch
Ultraschall oder enzymatisch) eroffnet. Mit einer speziellen Halteapparatur werden die
Drisen automatisiert mit Hilfe von Aufnahme- und Transferarmen perlschnurartig tGber
dem Puffer platziert und die Inzisionsstelle eingetaucht. Eine manuelle Bestiickung ist
ebenfalls mdglich. Die Seide l6st sich nun aus der Drise heraus und fliel3t im
Pufferbecken zu einem Sammelbereich. Optional kann die Seide durch Filter mit
verschiedensten Porengro3en aufbereitet werden, um eine bessere Homogenitat der
Proteinstrange zu erzeugen und Verunreinigungen herauszufiltern 271, Das native
Seidenfirboinextrakt fur diese Arbeit wurde direkt gesponnen. AnschlieRend wurden
etwa 1,5 g Seidenfasern fur je 200 cm? durch Nadelpunktionen verdichtet, entlang der

Mittellinie einmal gefaltet und erneut genadelt, sodass ein nicht-gewobenes

scheibenformiges Seidenfibroin-Scaffold entstand (Abb. 4).

Abbildung 4: REM-Aufnahmen eines Seidenscaffolds (A): Heterogene Architektur der 3-dimensionalen
Seidenfibroinscaffolds. Faserdicke etwa 50 - 100 um. MaRRstab A: 500 pm; Al: 100 um. Rohvorlage
einer Seidenfibroinmatrix (B).
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2.1.2 Hyaluronsaure-Tyramin-Hydrogel

In dieser Arbeit verwendeten wir ein osmotisch aktives Hydrogel des AO Research
Institute Davos, Schweiz. Das Gel basiert auf Tyramin-modifizierter Hyaluronsaure,
welche mittels HRP und H202 miteinander chemisch verknupft werden. Die HA stammt
von Streptococcus equi (Contipro Biotech S.R.0.) und besitzt ein mittleres
Molekulargewicht von 280 kDa. Als Grundvoraussetzung fur die Herstellung dieses
mechanoresilienten Hydrogels mussen die HA-Strange untereinander quervernetzbar
gemacht werden. Fir diese Modifikation wurde zunachst die Carboxylgruppe der D-
Glucuronsaure, als eine der Basiseinheiten der HA, durch DMTMM (4-(4,6-dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chloride; TDI) gezielt aktiviert und Tyramin,
ein biogenes Amin, unter Abspaltung einer Aminogruppe kovalent gebunden 3. Bei
dieser Reaktion wird jedoch nur ein Teil der vorhandenen Carboxylgruppen aktiviert,
sodass ein molarer Substitutionsgrad des Tyramins von ca. 6 DSmal in % entsteht.
Dieser Grad beschreibt wie viele Mol Tyramin im Durchschnitt an die HA-Einheiten
gebunden wurden. Die vorliegenden Hyaluronsaure-Tyramin (HA-Tyr) Ketten wurden
nun durch sog. crosslinking mit Hilfe einer HRP und H202 (ber
Wasserstoffbriickenbindungen guervernetzt, sodass eine gelantineartige Konsistenz
entstand. Die Viskositat des Gels kann durch Modulation der H202- und HRP-
Konzentration gezielt gesteuert werden wund erlauben eine dynamische
Individualisierung. Im Rahmen dieser Arbeit fihrten wir rheologische Messungen und

Analysen der Zytokompatibilitat zur Biomaterialoptimierung durch.

HA
COOH COOH
-NH, + DMTMM /\(\/\
* )
OH

<) - OX/\/‘M
x
Q.

S ©
OH (0]

HA - TYR /\/\/\

Abbildung 5: Schematischer Ablauf der Hydrogelmodifikation und Vernetzung. NH2 = Aminogruppe;
DMTMM = 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chloride; HA-TYR = Tyramin
versetzte Hyaluronsaure; H202> = Wasserstoffperoxid; HRP = Meerrettichperoxidase (A). Geliertes
Hyaluronsaure-Hydrogel (B) Durchmesser etwa 8 mm, Héhe etwa 3 mm.
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2.2 Kulturmedien und L6ésungen
Name Zusammensetzung

Chondropermissives Kulturmedium HG-DMEM

1 % ITS Liquid Media Supplement (ITS)
0,1 mM MEM-NEAA

50 pg/ml Vitamin C

10.000 U/ml Penicillin G

10 mg/ml Streptomycinsulfat
DMMB-L6sung 16 mg DMMB in 10 ml absolutem Ethanol
2,37 g NaCl

3,04 g Glycin

85 ml 0,1M HCL

895 Aqua dest

PH: 3,0

Dulbecco’'s modified Eagle’s medium | 1,0 g/l Glukose

(DMEM; PAN Biotech, Aidenbach, | L-Glutamine

Germany) Sodium Pyruvat

3,7 g/l NaHCOs3

High glucose Dulbecco’s modified | 4,5 g/l Glukose

Eagle’s medium (HG-DMEM; PAN | L-Glutamin

Biotech, Aidenbach, Germany) Sodium Pyruvat
3,7 g/l NaHCO3
Kulturmedium HG-DMEM

10% Sera Plus

0,1 mM MEM-NEAA

10.000 U/ml Penicillin G

10 mg/ml Streptomycinsulfat
50 pg/ml Vitamin C

2 ng/ml FGF-2

Paraformaldehyd Ldsung PBS
0,1 % (v/v) NaOH
4 % (w/v) Paraformaldehyd

PBE-Stammlosung 0,1 M Na2HPO4
0,01 M Na2 EDTA
pH 6,5
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Tris Pufferlosung (Tris buffered saline;
TBS)

0,1 M HCL
9 % NaCl
pH 7,5

Toluidin-Farbeldsung

2.3 Gebrauchsfertige Kits
Produkt

0,0714 % (w/v) Toluidin-Blau
0,0714 % (w/v) Pyronin G

0,143 % (w/v) Dinatriumtetraborat-
Decahydrat (Borax Na2B407)

Hersteller

Celltiter-Blue-Assay

Promega, USA

cDNA Synthese Kit

Fermentas, St. Leon-Rot, Germany

DNA gquantification kit

Promega, Mannheim, Germany

dNTP-Mix (10 nM)

Qiagen, Hilden, Germany

QuantiTect SYBR Green RT-PCR-Kit

Qiagen, Hilden, Germany

RevertAid RT Reverse Transcription Kit

Thermofisher Scientific, Waltham, USA

RNeasy Kit

Qiagen, Hilden, Germany

RQ1 RNase-Free DNase-Kit

Promega, USA

TagMan® Universal PCR Master-Mix

Thermofisher Scientific, USA

1,9-Dimethylmethylenblau-(DMMB)-

Assays

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany

24 Enzyme
Produkt Hersteller
Pepsin Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany
Pronase Roche, Mannheim, Germany

Proteinase K

Merck, Darmstadt, Germany

Trypsin-EDTA

Lonza, Kdln, Germany

Typ-2-Kollagenase

Worthington, Lakewood, USA
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2.5 Antikorper

Produkt Spezies Bindung | Hersteller
Anti-type-ll-collagen antibody Maus Primar CIIC 1, DSHB,
(monoclonal) lowa, USA

Anti-Maus-lgG (mit HRP konjugiert)

Kaninchen | Sekundéar

Dako, Danemark

Anti-Kaninchen-1gG (mit HRP Ziege Tertiar Dako, Danemark
konjugiert)
2.6 Chemische Substanzen und Lésungen

Produkt Hersteller

Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Aquatex Merck, Darmstadt, Germany
Bisbenzimid Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

Calcein-AM (Fluorexon)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Chondroitinsulfat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

DePex

Merck, Darmstadt, Germany

Diaminobenzidin

Biochrom AG, Darmstadt, Germany

DNase |

Quiagen, Hilden, Germany

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Biochrom AG, Darmstadt, Germany

Dulbecco’s phosphate buffered saline
(PBS)

Biochrom AG, Darmstadt, Germany

Ethanol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

Ethidium-Homodimer-1

Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland

Fibroblastic growth factor-2 (FGF-2)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Glutaraldehyd

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany

ITS Liquid Media Supplement (ITS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Isopropylalkohol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

Mayer’s Hamalaun Losung

Roth, Karlsruhe, Germany

Meerrettichperoxidase

(horseradish peroxidase; HRP)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

B-Merkaptoethanol

Quiagen, Hilden, Germany

Methanol

Roth, Karlsruhe, Germany
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Non-essential Amino Acid Solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

(MEM-NEAA)

Osmium Pasel und Lorei GmbH, Frankfurt,
Germany

Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe, Germany

Paraplast (Paraffin)

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany

Penicillin G

PAA Laboratories, Pasching, Germany

Propanol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

Random Hexamer Primer

Thermofisher Scientific, USA

RDD-Puffer

Quiagen, Hilden, Germany

5x Reaction Buffer

Thermofisher Scientific, USA

RLT Lysispuffer

Quiagen, Hilden, Germany

RPE-Puffer

Quiagen, Hilden, Germany

RQ1 DNase

Promega, USA

RQ1 DNase 10x Reaktionspuffer

Promega, USA

RQ1 DNase Stop Solution

Merck, Darmstadt, Germany

RW 1-Puffer Quiagen, Hilden, Germany

Special processed fetal bovine serum PAN-Biotech, Aidenbach, Germany
(Sera plus)

Stickstoff Air Liquid, Dusseldorf, Germany

Streptomycin

PAA Laboratories, Pasching, Germany

Tissue-Teke O.C.T.m Compound

Sakura Finetek, Staufen, Germany

Transforming growth factor B1 (TGF-

R&D Systems, Minneapolis, USA

B1)
Toluidin-Blau In vitrogen, USA
Vitamin-C Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Wasserstoffperoxid (H202)

Merck, Darmstadt, Germany

Xylol

2.7 Laborgerate
Gerat

Roth, Karlsruhe, Germany

Hersteller

7500 Fast Realtime rtPCR System

Applied Biosystems, USA

ABI Prism 7000

Applied Biosystems, USA

Seite | 16



ApoTom

Zeiss, Wetzlar, Germany

AxioCam Mrm

Zeiss, Wetzlar, Germany

Axiophot Zeiss, Wetzlar, Germany
Axioskop Zeiss, Wetzlar, Germany
Axiovert 200M Zeiss, Wetzlar, Germany

Brutschrank Typ BB 6220

Heraeus, Hanau, Germany

Centrifuge 5415 R

Sarstedt, Nurmbrecht, Germany

Centrifuge 5430

Sarstedt, Nurmbrecht, Germany

Critical Point Dryer 030

Balzers, Schalksmuhle, Germany

F-2000 Fluoreszenzspektrometer

Hitachi, Japan

Flourometer, TECAN reader

Tecan, Mannedorf, Switzerland

Gefrierschrank (-80 °C und -20 °C)

Heraeus, Hanau, Germany

iCycler, Thermocycler

Biorad, USA

Kolbenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg, Germany

Konfokalmikroskop, LSM 510

Zeiss, Wetzlar, Germany

Kryostat, 2800 E Frigocut

Reichert-Jung, Depew, USA

Materialprifmaschine, Instron 5866

Instron Deutschland GmbH, Darmstadt,

Germany

Mikrotom ,RM 2165’

Leica, Wetzlar, Germany

Modular Compact Rheometer (MCR
302)

Anton Paar, Graz, Austria

Multipette® plus

Eppendorf, Hamburg, Germany

pH-Meter MP220

Mettler-Toledo, Giel3en, Germany

Pipetten, Kolbenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg, Germany

Pipette, Direktverdrangungspipette,
Microman 100 — 1000 pl

Gilson, France

Rotationsmischer, Stuart SB2

Merck, Darmstadt, Germany

Sterilbank, HERAsafe

Heraeus, Hanau, Germany

Thermocycler, primus 96’

Peglab Biotechnologie, Erlangen,
Germany

Transmissionselektronenmikroskop,
JSM-IT 200

JEOL GmbH, Freising, Germany

Ultrospec IIE — Photometer

LKB Biochrom, Cambridge UK
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Vakuum-Zentrifuge VR-1

Intermed, Geesthacht, Germany

Vortexer REAX 2000

Omnilab, Leipzig, Germany

Waage

Sautorius, Gottingen, Germany

Warmeplatte

MEDAX Nagel, Kiel, Germany

Wasserbad

2.8 Verbrauchsgegenstande
Produkt

MEDAX Nagel, Kiel, Germany

Hersteller

6-Well-Platte Starstedt, Newton, USA
12-Well-Platte Greiner, Leipzig, Germany
96-Well-Platte Sarstedt, Nurmbrecht, Germany

Adhasions-Objekttrager

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,

Germany

Biopsiestanze 6 mm

Hebu, Tuttlingen, Germany

CryoPure Gefal3 1,6 ml

Eppendorf, Hamburg, Germany

Cutfix Stainless Einmalskalpell

Aesculap, Tattlingen, Germany

Hautstanze 6 mm

Hebu, Tuttlingen, Germany

Objekttrager

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,

Germany

Pipettenspitzen 1000 pl &100 pl

Sarstedt, Nurmbrecht, Germany

Pipettenspitzen 25 ml & 10 ml

Sarstedt, Nurmbrecht, Germany

Skalpellklingen

Bayha, Tuttlingen, Germany

Spritzenfilter 0,2um Porengroéle

Sarstedt, Numbrecht, Germany

T-300-Zellkulturflaschen (300 cm?)

2.9 Computersoftware
Produkt

Starstedt, Numbrecht, Germany

Hersteller

AXxiovision 4.7

Carl Zeiss, Gottingen, Germany

Image J

Wayne Rasband, NIH, USA

Realtime rtPCR: ABI Prism 7000 S

Applied Biosystems, USA

Statistik: Graph Pad Prism 5

Graph Pad Software Inc., USA
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3 Methoden

3.1 Isolierung humaner Chondrozyten

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Chondrozyten (hCh; menschliche
Knorpelzellen) stammen aus Knorpelgewebe von operativ entfernten Femurkdpfen
(Oberschenkelkopf). Diese wurden im Rahmen einer HuUft-TEP in der Klinik far
Orthopéadie und Unfallchirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel
steril entnommen und anschlie3end enzymatisch isoliert. Die Patienten/innen (n = 6;
Alter: 63 £+ 5,8 Jahre) wurden zuvor ausfuhrlich Uber das Vorhaben aufgeklart und
willigten schriftlich ein. Ein Votum der Kieler Ethikkommission lag vor Versuchsbeginn
vor (AZ D558/19; 05. Dezember 2019). Nach der Entnahme wurden die Hiftképfe in
das Zellkulturlabor gebracht und in einem ersten Schritt mit phosphate buffered saline
(PBS; Sigma-Aldrich, Buchs, Swtizerland) + 10 % Penicillin (10.000 U/ml) /
Streptomycin (10 mg/ml) (P/S; PAA Laboratories, Pasching, Germany) gewaschen. Im
nachsten Schritt wurde der hyaline Gelenkknorpel mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt
und in einem mit PBS + 10% P/S gefillten Schraubglas gesammelt. Es wurde
sorgfaltig darauf geachtet, dass der hyaline Gelenkknorpel nur aus makroskopisch
intakten Arealen entnommen und kein subchondrales Knochengewebe mit abgetragen
wurde. Der resezierte Knorpel wurde in ca. 1 mm? groRe Fragmente zerschnitten und
zweimal in je 50 ml PBS + 10% P/S fir 15 min gewaschen.

Anschliel3end erfolgte ein zweistufiger enzymatischer Verdau in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Biochrom, Berlin, Germany) zunéchst mit 0,1 % Pronase
(Roche, Mannheim, Germany), fur 2 h bei 37 °C in einer Atmosphéare von 5 % CO..
Pronase ist eine Suspension aus mehreren nicht-spezifischen Endo- und
Exoproteasen, welche in der Lage sind die meisten Proteine so weit zu verdauen, dass
lediglich einzelne Aminoséauren vorliegen. Nach erneutem Waschen mit PBS + 10%
P/S wurden die Knorpelfragmente in high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (HG-DMEM, Biochrom, Germany) durch eine Typ-2-Kollagenase (600 U/ml;
Worthington, Lakewood, USA), fur 14 h in einer Atmosphére von 5 % CO:2 bei 37 °C
final verdaut. Bei diesem Prozess wurden die Kollagenfasern des Knorpelgewebes
vollstdndig aufgel6st, sodass die hCh isoliert vorlagen. Unverdaute Gewebereste
wurden, durch ein Zellsieb mit einer Maschengrél3e von 40 um von der Zellsuspension
getrennt. Anschlie3end wurden die Proben bei 565 x g fur 7 min zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet zweimalig in DMEM mit 10 % special

processed fetal bovine serum (Sera plus; PAN-Biotech, Aidenbach, Germany)
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gewaschen und letztendlich in einem definierten Volumen in HG-DMEM resuspendiert.

Abschliel3end wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

3.2 Kultivierung und Passagierung humaner Chondrozyten

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die hCh in T-300-Zellkulturflaschen (Flache:
300 cm?) mit einer Dichte von 10.000 Zellen/cm? als Monolayerkultur ausgesat und bei
37 °C in einer Atmosphare mit 5 % CO: kultiviert (P0). Die Zellexpansion fand in jeweils
50 ml HG-DMEM mit 10 % Sera Plus, 1 % P/S, 1 % Vitamin-C (10 mg/ml; Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), 1% Eagle’s minimum essential medium, non-essential Amino
Acid Solution (0,1 mM MEM-NEAA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 2 ng/ml
fibroblastic growth factor-2 (FGF-2; R&D Systems, Minneapolis, USA) statt.

Es wurde die Zellproliferation taglich lichtmikroskopisch begutachtet und alle 3 bis 4
Tage ein Mediumwechsel durchgefiuhrt. Sobald eine etwa 70 %ige Konfluenz der
Flaschenbdden vorlag, wurden die hCh passagiert. Dazu wurde zunachst das Medium
nahezu restlos aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Als nachstes wurde 10 ml Trypsin-EDTA (Lonza, Kdln, Germany)
hinzugegeben, um die bestehenden Adhasionskontakte der hCh vom Flaschenboden
zu losen, sodass die Zellen in Lésung gingen. Um die enzymatische Reaktion zu
stoppen wurden jeweils 20 ml HG-DMEM + 10 % Sera Plus hinzugegeben. Nach
Zentrifugation bei 565 x g fur 7 min wurden die Zellen resuspendiert, Zellzahl bestimmt
und die Zellen erneut mit einer Dichte von 10.000 Zellen/ cm? ausgesat. Nach zwei

Zellpassagen (P2) wurden die hCh fir die weitere In-vitro-Kultivierung geerntet.

3.3 Vorbereitung der Aussaat und Biomaterialien

Zunachst wurden Kammerbdden einer 24-Well-Platte mit steriler 2 %iger Agarose
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) beschichtet. Dies verhindert die Bildung einer
Monolayerkultur in den 24-Well-Platten wahrend der weiteren Kultivierung.

Die Seidenmatrizen wurden mit Hilfe einer Biopsiestanze (Durchmesser: 6 mm, Héhe:
3mm) auf einheitliche Grof3en gestanzt, anschliel3end mittels 70 %igem, unvergelltem
Ethanol sterilisiert, mindestens fiinfmal mit PBS gewaschen und zuletzt unter UV-Licht
steril getrocknet.

Das HA-Tyr Hydrogel wurde wie folgt préapariert. Fir eine Massenkonzentration von
3,5 % (weight/volume) wurden 35 g des HA-Tyr-Pulvers abgewogen, in je ein 2-ml-
Eppendorfcup Uberfihrt und mit gedffnetem Deckel fir mindestens 30 min mit UV-
Licht sterilisiert. Anschliel3end wurde das Pulver in je 973,3 ul PBS gelost und 10 pl
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HRP mit 1,0 U/ml hinzu pipettiert. Nun wurden die Proben fir mindestens 4 h bei 4 °C
in einem Rotationsmischer vermischt, um eine ausreichende Homogenisierung zu

gewahrleisten. Damit war die Gelbasis hergestellt.

3.4 Aussaat der Chondrozyten in die Seidenmatrizen und das Hydrogel

FUr eine aussagekraftige Verifizierung unserer Hypothese, dass sich die Kombination
zweier Biomaterialien, im Vergleich zum einfachen Tragersystem, vorteilhaft auf die
chondrogene Entwicklung auswirkt und gleichzeitiger Testung des Einflusses des
etablierten Wachstumsfaktors TGF-f1, stellten wir folgende Versuchsgruppen auf
(Tab.1).

Versuchsgruppen | Biomaterialien
1. Seidenfibroinmatrix
2 Seidenfibroinmatrix + TGF-31
3. Seidenfibroinmatrix + Hyaluronsaure-Tyramin Hydrogel
4 Seidenfibroinmatrix + Hyaluronsaure-Tyramin Hydrogel +
TGF-31
5. Monolayerkultur (als Kontrollgruppe in der PCR)

Tabelle 1: Ubersicht der Versuchsgruppen.

Fur die Beimpfung wurden die zuvor aufbereiteten SM-Scaffolds (s. 2.2.4) in sterile
Eppendorfcup-Deckel gelegt. Die in Monolayerkulturen expandierten hCh wurden in
ihrer zweiten Zellpassage (P2) mittels Trypsin-EDTA aus ihren Zellkulturflaschen
geldst und gezahlt.

Die hCh wurden mit einer Dichte von 2,5 x 106 hCh/cm? SM ausgesét. Bei einer Flache
der SM-Stanze von 0,283 cm? wurden 0,7075 x 10% hCh in 50 pul HG-DMEM + 10 %
Sera Plus + 1 % Vitamin C + 1 % P/S + 1% MEM-NEAA auf ein SM-Scaffold gegeben.
Diese wurden fir 2 h im Brutschrank bei 37 °C in einer Atmosphéare von 5 % CO:
inkubiert, um den Zellen eine Adh&sion an den Matrizes zu erméglichen. Die Proben
der SM-Gruppen waren damit fertig beimpft.

Die Proben der Kombinationsgruppen wurden wie folgt weiter behandelt. Auf die
beimpften SM-Scaffolds in den Eppendorfcupdeckeln wurde zusatzlich je 150 pl der
bereits mit HRP versetzten HA-Tyr-Suspension pipettiert. Um nun das crosslinking zu
katalysieren und somit die gewulnschte Primarsteifigkeit zu erreichen wurde

anschlieBend jeweils 2,5 yl H202 (Merck, Darmstadt, Germany) hinzugegeben, mit
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einer finalen Konzentration von 0,6 mM B3¢, Nach etwa 5 - 15 min waren die Gele

vollstdndig ausgehartet.

Abbildung 6: Seidenfibroin-HA-Tyr-Hydrogel Hybridscaffold. Durchmesser etwa 8 mm, Hohe etwa 4
mm.

3.5 Kultivierung der beimpften Biomaterialien

Nach der Aussaat der Zellen in die Biomaterialien wurden die Proben aus den
Eppendorfcupdeckeln entnommen und jeweils zwei Tragersysteme derselben Gruppe
in eine Vertiefung der bereits mit Agarose beschichteten 24-Well-Platte (s. 2.2.4)
gegeben. Pro Well wurden 1 ml chondropermissives Kulturmedium (HG-DMEM + 1 %
P/S + 1 % Vitamin C + 0,1 mM MEM-NEAA + 1 % ITS Liquid Media Supplement (ITS;
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hinzugegeben.

Zusatzlich zu dem Vergleich zwischen der SM- und der SMHA-Gruppe wurde der
Einfluss des Wachstumsfaktors TGF-B1 untersucht. Dafir wurde den dafir
vorgesehene Gruppen 10 ng/ml TGF-B1 (R&D Systems, Minneapolis, USA)
hinzugefugt.

Alle Gruppen wurden bei 37 °C in einer Atmosphare von 5 % CO:2 kultiviert. Ein

Mediumwechsel wurde alle 3 Tage durchgefinhrt.

3.6 Optimierung des Hydrogels

3.6.1 Rheologische Untersuchung des HA-Tyr-Hydrogels unter variierender
Zellzahl und Konzentration der Vernetzungsreagenzien

Die Rheologie oder auch FlieRkunde ist die Wissenschaft die das Flie3- und
Verformungsverhalten von Materialien untersucht. Um den Einfluss auf die
viskoelastischen Eigenschaften des Hydrogels unter An- bzw. Abwesenheit von hCh,
sowie unter angepassten Konzentrationen der Vernetzungsreagenzien HRP und H20:2
zu analysieren, fuhrten wir rheologische Messungen mit einem Anton Paar Modular
Compact Rheometer (MCR, Abb. 7) mit 25 mm Parallelplattensystem (CP-25-1, Anton

Paar, Graz, Austria) durch.
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Abbildung 7: Anton Paar Modular Compact Rheometer zur Untersuchung der viskoelastischen
Eigenschaften der Hydrogele unter variierender Zellzahl an hCh und Konzentrationen der
Vernetzungsreagenzien HRP und H20:.

Alle Messungen wurden bei 20°C durchgefuhrt, kontrolliert durch eine Peltier-
Temperatursteuereinheit, und mit einem Probenmessspalt von 0,2 mm. Oszillatorische
Tests (Amplituden- und Zeit-Sweep) wurden fir jede Probe durchgefiihrt. Das
Speichermodul (G') wurde bei einer Dehnung (strain) von 1 % gemessen, die innerhalb
des linearen viskoelastischen Bereichs lag. G' beschreibt die Energie, die in einer
Probe gespeichert wird nachdem eine definierte Kraft auf diese ausgetbt wurde und
die nach Entlastung erneut aus der Probe gewonnen werden kann.

Um den Einfluss von Zellen auf die viskoelastischen Eigenschaften von HA-Tyr zu
untersuchen, wurden zellfreie und zellbeladene Hydrogele (n = 6; jedes mit 3
technischen Replikaten) mit unterschiedlichen H202 (50 - 1200 pmol) und HRP (0,5
und 1 U/ml) Konzentrationen hergestellt. Jede Probe wurde dann mit einem
Gesamtvolumen von 0,5 ml vorbereitet. Zur Herstellung von zellbeladenen Hydrogelen
wurden hCh unter Verwendung von Trypsin-EDTA geerntet. Eine Endkonzentration
von 2,5 x 10% Zellen/ml wurde in 50 pL PBS resuspendiert, welches von der
hydratisierten HA-Tyr-Losung abgezogen wurde. Nach einer Homogenisierung des
Hydrogels Uber Nacht wurde die Zellsuspension in der hydratisierten HA-Tyr-Losung

spiralférmig injiziert, um eine homogene Verteilung der Zellen zu gewahrleisten. Die
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Gelierung der Hydrogele von zellfreien und zellbeladenen Gelen wurde dann durch
Zugabe von unterschiedlichen H202-Konzentrationen (50 - 1200 pumol) eingeleitet.
Jede Probe wurde direkt auf der Messplatte des Rheometers vorbereitet. Um die
homogene Verteilung von Vernetzungsmitteln sicherzustellen, wurden die Proben kurz
geschuttelt und dann gemessen.
3.6.2 Bestimmung des Zytokompatibilitdtsbereiches im Hydrogel mittels
CellTiter-Blue-Assay
Aufgrund der zytotoxischen Wirkung von H202 und HRP als wichtiger Bestandteile des
HA-Tyr-Hydrogels, wurde ein Zytokompatibilitatsbereich mit Hilfe eines CellTiter-blue-
Assays (CTB-Assay) bestimmt. Es musste eine Balance gefunden werden, in der zum
einen ausreichend vitale hCh persistieren und gleichzeitig eine gewinschte
Primarsteifigkeit durch gentigend crosslinking erreicht werden konnte.
Das Prinzip des CTB-Assay beruht auf der Messung der metabolischen Aktivitat einer
Zellpopulation. Vitale Zellen sind in der Lage den Farbstoff Resazurin enzymatisch zu
Resorufin umzuwandeln. Daraus lasst sich ableiten: Je groRBer und vitaler die
Zellpopulation, desto mehr Farbstoff kann umgewandelt werden. Die Quantitat dieser
Indikatorreaktion kann aufgrund unterschiedlicher Extinktionsmaxima des Reaktanten
und Produktes in Form eines Fluoreszenzsignals mit einem Fluorometer gemessen
werden.
Fur die Bestimmung des Zytokompatibilititsbereiches wurden Ansatze mit
variierenden Konzentrationen von H202 (50 - 1200 pumol) und HRP (0,1 - 1 U/ml) mit
hCh aus Monolayernkulturen erstellt. Nach 24 und 96 h Inkubationszeit in
chondropermissivem Medium, bei 37 °C und einer Atmosphéare von 5 % CO2, wurde
ein CTB-Assay durchgefiihrt. Dazu wurde in einer 24-Well-Platte in je eine Vertiefung
fur jede Versuchsgruppe 300 pl HG-DMEM pipettiert und anschlief3end 60 ul CellTiter-
blue-Reagenz hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation fir 1 h im Brutschrank bei 37
°C bei einer Atmosphare von 5 % CO.2. Mit Hilfe des Fluorometers (Tecan, Mannedorf,
Switzerland) wurde folgend die rellative fluorescence unit (RFU) bei 560 nmex und 590
nMem gemessen. Fur jede Versuchsgruppe wurde eine Dreifachbestimmung
durchgeflihrt. Der gemessene Leerwert (HG-DMEM + CellTiter-Blue-Reagenz) wurde

dabei von den gemessenen RFUs subtrahiert.
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3.7 Bestimmung der Zellvitalitat mittels Live/ Dead-Farbung

Bei der Live/Dead-(L/D)-Farbung kdnnen vitale von abgestorbenen Zellen mit Hilfe von
spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen visualisiert werden. Das zum einen verwendete
Calcein-AM (oder auch Fluorexon; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wird von lebenden
Zellen aufgenommen und folgend durch intrazellulare Esterasen aktiviert. Dies flhrt
zu einer sichtbar werdenden, grinen Fluoreszenz unter einem Konfokalmikroskop
(Laser Scanning Microscope) mit einem Extinktionsmaximum bei 494 nm. Zum
anderen wurde ein Ethidium-Homodimer-1 (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland)
verwendet, welcher nur durch geschadigte Zellmembranen nach intrazellular gelangen
kann. Dort bindet er an Nukleins&auren, welche folgend unter einem Konfokalmikroskop
als rote Fluoreszenz mit Extinktionsmaxima bei 300 und 520 nm sichtbar werden.

An Tag 1, 7 und 28 nach Beimpfung wurde eine L/D-Farbung der SM- und SMHA-
Gruppen durchgefiihrt. Nachdem das Kulturmedium abgenommen und die Proben
zweimal in PBS gewaschen wurden, wurde zu jeder Versuchsgruppe 10 pM Calcein-
AM und 5 pM Ethidium-Homodimer-1 in 1 ml HG-DMEM hinzugegeben. Es folgte eine
Inkubation fir 1 h im Brutschrank bei 37 °C bei einer Atmosphare von 5 % CO:z. Die
Proben wurden anschlieBend mit einem Konfokalmikroskop (LSM 510, Carl Zeiss,
Germany) untersucht. Um die vitalen und nicht-vitalen Zellen zu quantifizieren wurden
je drei Aufnahmen von drei reprasentativen Sichtfeldern und mit einem Minimum von
100 Zellen, mit Hilfe der Software Image J (Wayne Rasband, NIH, USA) gezabhit.

3.8 Zellmorphologie und Scaffoldarchitektur im Rasterelektronenmikroskop
Um die Zellmorphologie und Scaffoldarchitektur zu analysieren wurden die SM-Proben
nach 72 h in Kultur tGber Nacht bei 4°C in 3 % Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany)/ PBS inkubiert, folgend fiir 60 min mit 2 % Osmium (OsOa; Pasel
und Lorei GmbH, Frankfurt, Germany) bei Raumtemperatur fixiert und anschlie3end
in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Die Proben wurden getrocknet (Critical
Point Drying; Balzers, Critical Point Dryer 030, Schalksmihle, Germany), aufgesetzt,
mit Gold besputtert (lon Tech LTD, Teddington, UK) und in Aufsicht mit Hilfe eines
Transmissionselektronenmikroskop, JSM-IT 200 (JEOL GmbH, Freising, Germany)
digitalisiert.
3.9 Analyse der Knorpelzelldifferenzierung mittels Echtzeit
Reversetranskriptase Polymerase-Kettenreatkion
Das Ziel der Echtzeit Reversetranskriptase Polymerase-Kettenreatkion (Realtime-

gPCR) ist der Vergleich der Expressionsrate spezifischer Gene der hCh in den
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unterschiedlichen Gruppen, um eine Aussage Uber den Grad der Zelldifferenzierung
treffen zu kdnnen. Dafir wurden die Knorpelzellen zunachst lysiert und die gesamte
messenger Rribonukleinsdure (MRNA) isoliert. Danach wurden die mRNA-Strange in
ihre complementary Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben, da nur DNA-
Sequenzen in einer PCR amplifiziert und quantifiziert werden kénnen. Dies wird mit
Hilfe einer reversen Transkriptase erreicht. Die erhaltenen cDNA-Sequenzen werden
durch Zielgen spezifische Primer in einer gewoOhnlichen PCR kloniert. Fir den
letztendlichen gPCR-Ansatz wir nun zusatzlich ein fluoreszierender Farbstoff
hinzugegeben. Dieser ist in der Lage die neu entstandenen DNA-Doppelstrange, zu
binden und ein in ,Echtzeit* detektierbares Signal zu imitieren.

Die Quantifizierung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der AACt-Methode durchgefihrt.
Diese beruht auf dem Wissen, dass sog. houskeeping Gene unabhéngig vom Zelltyp,
der Zellreife und den extrazellularen Gegebenheiten, stetig mit etwa derselben
Expressionsrate abgelesen werden. Durch diese Gene werden vornamlich essenzielle
Zellfunktionen aufrechterhalten. Typischerweise kodieren sie fir Strukturmolekile und
Enzyme des Grundstoffwechsels. Anhand der Konzentration der komplementaren
MRNA im Zytoplasma kann somit eine Basisexpressionsrate bestimmt werden.
Normalisiert man die Expressionsraten der zu untersuchenden Gene, auf die des
housekeeping Gens und vergleicht diese mit einer Kontrollgruppe, ergibt sich daraus
die jeweilige relative Genexpressionsrate, welche erlaubt, Rickschlisse auf den Grad
der Differenzierung zu schlieen. Die erhobenen Werte wurden jeweils auf die SM-

Gruppe als Kalibrator bezogen.

3.9.1 Zielgene

Fur diese Arbeit wurde das fur Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH)
kodierende Gen als housekeeping Gen ausgewahlt. GAPDH ist ein Enzym welches
eine zentrale Rolle im Kohlenhydrat- und Energiestoffwechsel darstellt.

Zur Beurteilung der Differenzierung wurden die fur Kollagen Typ I, -ll, -X (COL1A1%,;
COL2A1; COL10A1), Aggrecan (ACAN) und SRY -box transcription factor 9 (SOX-9)
kodierende mRNA analysiert. Kollagen Il und ACAN sind wie in Absatz 1.2 bereits
beschrieben, essentielle Bestandteile der im hyalinen Knorpelgewebe enthaltenen
EZM und stellen somit einen wichtigen Marker fur die Auspragung des funktionellen

Phanotyps dar. Das Protein SOX-9 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher von sich
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proliferierenden, nicht hypertrophen hCh gebildet wird und spielt eine eminente Rolle
bei der Differenzierung von Vorlauferzellen zu Knorpelzellen.

Kollagen Typ | ist ein Protein welches meist dickere Fasern bildet und einen
wesentlichen Bestandteil von u.a. Haut, Sehnen, Bandern und Knochen darstellt.
Naturlicher weise kommt es nur zu einem geringen Anteil im hyalinen Knorpel vor.
Synthetisieren die aus dem hyalinen Knorpel isolierten Zellen vermehrt Kollagen |
spricht dies fur eine Dedifferenzierung.

Kollagen X ist ein netzférmiges Protein welches vor allem in der hypertrophen Zone
der Epiphysenfuge (Wachstumsplatte) im Knochen vorkommt. Es wird dort von
hypertrophen Chondrozyten gebildet und stellt somit einen weiteren Marker fur den

Verlust der urspringlichen Funktion dar.

3.9.2 RNA-Isolation

Fur die Isolation der RNA verwendeten wir in dieser Arbeit das RNeasy Kit von Qiagen
(Hilden, Germany). Hierbei wird die mRNA aufgrund ihrer negativen Ladung kovalent
an eine Silikamembran gebunden und mittels S&ulenzentrifugationstechnik
aufbereitet.

Die RNA-Expression wurde nach 24 h und 28 Tagen analysiert. SMHA-Proben wurden
zunachst in einem Kryostat unter Zugabe von flissigem Stickstoff gemorsert und
anschlieBend in 700 pl RLT Lysispuffer (Qiagen, Hilden, Germany) + 1 % B-
Merkaptoethanol (Qiagen, Hilden, Germany) gelost. Die Proben der SM-Gruppe
wurden direkt in jeweils 350 pl RLT Lysispuffer + 1 % B-Merkaptoethanol gegeben.
Um die RNA von groben Zellmatrix- und Biomaterialresten zu trennen, wurden die
Proben auf eine Qiashredder-Saule (Qiagen, Hilden, Germany) gegeben und bei
16.100 x g fur 2 min zentrifugiert. Die S&ulen wurden daraufhin verworfen und dem
entstandenen Lysat dieselbe Menge an bereits vorliegender Suspension (700 pl bei
den SMHA-Proben und 350 pl bei den SM-Proben) an 70%igem Ethanol
hinzugegeben, um diese zu waschen. Die gesamte Suspension wurde dann auf eine
RNeasy-spin-coloumn  (Qiagen, Hilden, Germany) gegeben, welche die
Silikamembran enthélt. AnschlieRend wurden die Proben bei 10.000 x g fur 30 s
zentrifugiert. Die gewlinschte mRNA und ebenfalls enthaltene DNA liegen nun auf der
Membran gebunden vor. AnschlieRend wurde der Durchfluss verworfen und 10 pl
DNase | (Qiagen, Hilden, Germany) + 70 yul RDD-Puffer (Qiagen, Hilden, Germany)
zentral auf die Membran der Saule gegeben, um die DNA-Reste zu verdauen. Nach
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15 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur folgen mehrere Reinigungsschritte.
Zunachst wurden 700 pl RW1-Puffer (Qiagen, Hilden, Germany) auf jede Saule
gegeben und diese bei 8.000 x g fur 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen
und zweimal je 500 pl RPE-Puffer (Qiagen, Hilden, Germany) hinzugegeben und bei
8.000 x g zuerst fur 15 s und beim zweiten Mal fir 2 min zentrifugiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation bei 16.100 x g fir 1 min, um die Proben zu trocknen, liegt
schlief3lich die mRNA isoliert und gebunden vor. Um diese zu ernten wurde die Saule
auf ein 2-ml-collection-tube Uberfihrt, 50 pl RNase freies Wasser mittig auf die
Membran gegeben und bei 8.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Die mRNA liegt nun geldst
im collection-tube vor.

Zuletzt wurde die Konzentration in [ng/ul] photometrisch bestimmt. Dabei wurde eine
potentielle Nukleinsdurenkontamination mittel Spektralphotometrie ausgeschlossen.
Bei einem Quotienten der optischen Dichte (OD)z2s0 zu OD2so von 2,0 wurde eine reine

RNA-L6sung angenommen. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.9.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des RevertAid RT Reverse Transcription Kit von
Thermofisher Scientific (alle Reagenzieren: Waltham, USA) durchgefihrt. Der Ansatz
fur die cDNA-Synthese bei RNA-Mengen von 0,5 — 1 pg/ml besteht pro Reaktion aus
der reversen Transkirptase mit 200 U im Verhaltnis von 1:4 mit 5X Reaction Buffer
verdunnt, aus einem 2 mM dNTP Mix, aus 100 pmol Random Hexamer Primer und
aus RNase freiem H20, um die Suspension pro Reaktion auf insgesamt 20 pl
aufzufillen. Die fertigen Lésungen wurden dann in einen Thermocycler (iCycler,
Biorad, USA) gegeben. Hier erfolgte die cDNA-Synthese in den drei Schritten
Inkubation (10 min bei 25 °C), reverse Transkription (50 min bei 42 °C) und
Denaturierung (10 min bei 70 °C). Die Proben wurden bei -20°C gelagert.

3.9.4 Realtime-gPCR

Fur die Realtime-gPCR wurde mit Qiagen QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) gearbeitet. In einem Ansatz flr eine Reaktion wurden 12,5
ul SYBR Green MasterMix (Qiagen, Hilden, Germany), 0,3 uM sense (Biomers, Ulm,
Germany), 0,3 uM antisense (Biomers, Ulm, Germany) des spezifischen Primers (Tab.
2) und 40 ng cDNA pipettiert. Diese Losung wurde mit RNase freiem H20 auf
insgesamt 25 pl aufgefullt. Fur jede Probe wurde eine Doppelbestimmung angesetzt.
Diese wurden auf eine 96-Well-Platte pipettiert und mit einem 7500 Fast Real-Time
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PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) mit jeweils 40 Zyklen nach
folgendem Schema gemessen: 50 °C fur 30 min, 95 °C fur 15 min und anschliel3end
40 Zyklen 94 °C fur 15 s (Denaturierung), 60 °C fir 30 s (annealing), spezifische
Primer-Schmelztemperatur fr 30 s (extending). Folgende Primer (alle Biomers, Ulm,

Germany) wurden gemessen:

Schmelz-
Primer (human) Sequenz temperatur
[°C]
GAPDH sense GCCTCAAGATCATCAGCAATGC 75
GAPDH antisense TGGTCATGAGTCCTTCCACGAT
Aggrecan sense GAGGCCAGCAGAGAAGATTCTG 77
Aggrecan antisense GACGCCTCGCCTTCTTGAA
Kollagen 2A1 sense CAACACTGCCAACGTCCAGAT 77
Kollagen 2A1 antisense CTGCTTCGTCCAGATAGGCAAT
SOX 9 sense CTCGGAGACTTCTGAACGAGAG 81
SOX 9 antisense CGTTCTTCACCGACTTCCTCC
Kollagen 1A1 sense AATTCCAAGGCCAAGAAGCATG 78,5
Kollagen 1Al antisense GGTAGCCATTTCCTTGGTGGTT
Kollagen 10A1l sense CCCTTTTTGCTGCTAGTATCCTTGA 74
Kollagen 10A1 antisense | AACTGTGTCTTGGTGTTGGGTAGTG

Tabelle 2: Humane sense und antisense Primersequenzen

3.10 1,9-Dimethylmethylenblau-Assay zur Analyse der Glykosaminoglykane
Ziel des 1,9-Dimethylmethylenblau-(DMMB)-Assays (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany) ist eine Quantifizierung der von den hCh gebildeten sulfatierten GAGs
(sGAGSs), als Indikator der EZM-Neosynthese. Die Analyse fand 28 Tagen nach
Beimpfung statt und wurde sowohl in den Biomaterialien selber, als auch im kumulativ
gesammelten Zellmedium bestimmt. Das bei jedem Wechsel abgenommene Medium
wurde hierzu bis zur Untersuchung bei -20 °C eingefroren.

Wenn der Farbstoff DMMB an sGAGs bindet, fuihrt dies zu einer metachromatischen
Reaktion. Die dadurch entstehende Veranderung des Absorbtionsspektrums kann
photometrisch gemessen und quantifiziert werden.

Die Biomaterialproben wurden zuné&chst in einem Kryostat unter Zugabe von
Flussigem Stickstoff gemorsert und anschliel3end in 1 ml deionisiertem Wasser fur 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Verdauung in jeweils 3 mg/ml
Proteinase K (Merck, Darmstadt, Germany) je Probe flr 48 h bei 56 °C. Proteinase K
ist ein Enzym, welches Peptidbindungen von Proteinen sowohl von auf3en als Exo-,

als auch von innen als Endopeptidase relativ unspezifisch spaltet.
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Die kumulativen Mediumproben bendétigten keine weitere Behandlung und konnten
direkt gemessen werden. Der verwendete Standard setzt sich aus Chondroitinsulfat
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) und PBE-Puffer (Konzentrationen: 6,25 pg/ml
— 200 pg/ml) zusammen. Die Proben wurden in einem Verhéltnis von 1:10 mit DMMB-
Lésung (pH = 3,5) verdunnt und anschliel3end als Dreifachbestimmung mit Hilfe eines
Photometers (TECAN Reader) bei einem Absorbtionsmaximum von 525 nm

gemessen.

3.11 DNA-Quantifizierung

Um eine Aussage Uber die GAG-Synthese pro Zellzahl treffen zu kdnnen, missen die
GAG-Konzentrationen [pug/ml] in den Biomaterialien bzw. im Medium auf den DNA-
Gehalt der zugehoérigen Gruppe normalisiert werden. Das Prinzip des hierfur
verwendeten DNA-Quantifizierungs Kit (Promega, Mannheim, Germany) beruht auf
der Bindung von BisBenzimid H33258 (Hoechst 33258) an der AT-Sequenz der DNA-
Doppelstréange. Diese Bindung fuhrt zur Freisetzung eines Fluoreszenzsignals,
welches photometrisch quantifiziert werden kann.

Fur die Vorbereitung wurde eine BisBenzimid-(H33258)-Loésung mit 0,2 pg/mi
angesetzt und der 10X Fluorescence Assay Buffer (Promega, Mannheim, Germany)
im Verhaltnis 1:10 mit deionisiertem Wasser verdinnt. Der Standard des Kit (1 mg/ml
Kéalberthymus-DNA (10 mM Tris HCI, mM EDTA, pH 7,4); Konzentrationen: 10 ng/ml
— 500 ng/ml) wurde 1:100 mit deionisiertem Wasser + 10 % 10X Fluorescence Assay
Buffer verdinnt. Folgend wurden die Standardreihe und jeweils 10 ul Probenvolumen
(jeweils als Dreifachbestimmung) auf einer 96-Well-Platte vorgelegt. Erst kurz vor der
Messung wurden 200 pl der photosensiblen BisBenzimid-Lésung unter lichtarmen
Bedingungen in jedes vorgelegte Well pipettiert. Die Fluoreszenz wurde in einem

TECAN Fluoreszenz-Reader bei 360 nmex und 460 nmem gemessen.

3.12 Histologie

Fur weitere Aufschlisse Uber die Zellmorphologie und EZM-Synthese wurden die
Proben beider Gruppen nach 28 Tagen Kultivierung histologisch aufgearbeitet. Mit
Hilfe einer Toluidin-Blaufarbung kann die Konzentration von sGAGs, als ein Marker fur
die EZM-Neosynthese, visualisiert werden. Ebenfalls wurden Typ Il Kollagene
immunhistochemisch gefarbt. Die Proben wurden anschlieBend unter einem
Lichtmikroskop (Zeiss, Germany) begutachtet und reprasentative Bildausschnitte mit

einander verglichen.
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3.12.1 Toluidin-Blaufarbung

Toluidin-Blau ist ein azidophiler Farbstoff, der selektiv saure Gewebekomponenten,
wie sGAGs farbt, sodass eine Metachromasie von blau zu violett erfolgt. Dabei ist die
Intensitat der Farbung proportional zu der enthaltenen sGAG-Konzentration.

Die Proben fur die Toluidin-Blaufarbung wurden mit Tissue-Teke O.C.T.™ Compound
(Sakura Finetek, Staufen, Germany) eingebettet und bei -20 °C gefroren.
Anschlieend wurden die Proben unter einem Kryostat sagittal in 50 um dicke
Gewebeschnitte top-to-bottom geschnitten und auf Objekttragern fixiert. Danach
wurden die Schnitte fir jeweils 5 min in einer absteigenden Alkoholreihe (100 %iger;
96 %iger; 90 %iger; 80 %iger; 70 %iger und 60 %iger Ethanol) behandelt und fir 1 h
in einem Trockenschrank getrocknet. Folgend wurden die Proben fir 10 min in 70
%igem, vergalltem Ethanol gegeben. Nach vorsichtigem Abspllen mit Aqua dest.
folgte die Farbung mit Toluidin-Blau-Farbelésung fir 5 min. Nach einem weiteren
Waschvorgang mit Aqua dest., um Uberschissige Farbe abzuspilen, wurden die
Proben mit 96%igem Ethanol behandelt. Zuletzt wurden die Schnitte je dreimal fir 3
min in 98%igem Propanol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) und anschlie3end
dreimal fur 5 min in Xylol (Roth, Karlsruhe, Germany) gegeben. Die fertig gefarbten
Proben wurden abschlieRend mit Eindeckmedium DePeX (Merck, Darmstadt,
Germany) gedeckelt und untersucht.

3.12.2 Immunhistochemie Kollagen Typ 2

Zur immunhistologischen Untersuchung wurden bebritete Tragersysteme beider
Gruppen, sowie eine zellfreie Kontrollgruppe mit kombinierten Biomaterialien fir 10
min in 4 %igem Paraformaldehyd (Roth, Germany; in PBS) bei Raumtemperatur
inkubiert, anschlief3end in 2 %iger Agarose eingebettet und in Form eines kleinen
Wairfels aus der Agarose herausgeschnitten. Die Agaroseblocke mit den
eingeschlossenen Proben wurden mit PBS grundlich gewaschen. Es folgte eine
Dehydration in aufsteigender Ethanolreihe, Behandlung in Xylol und schlieflich
Einbettung in Paraplast (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Mittels
Schlittenmikrotom (Leitz, Wetzlar, Germany) wurden 7 mm dicke Schnitte angefertigt
und auf Glasobjekttréager gegeben.

Anschliel3end erfolgte eine Deparaffinierung mit Xylol, absteigender Ethanolreihe und
letztendlich Spilung mit destilliertem Wasser. Folgend wurden die Proben mit Pepsin
(3.9 kU/mI 0,5% acetic acid; Sigma-Aldrich,Deisenhofen, Germany) behandelt und mit
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Tris Pufferlésung (TBS; pH 7,5) gesplilt. Unspezifische Peroxidasen werden durch die
Behandlung mit 0,6 %igem H20:2 in Methanol fir 20 min inaktiviert und anschliel3end
dreimalig mit TBS gewaschen. Der Primarantikorper fur Kollagen 2 (Maus, Anti Typ-II-
Kollagen Antikorper; CIIC1, DSHB, lowa, USA) wurden im Verhéltnis von 1 : 1.000 in
TBS verdunnt und jeweils fur 1 h aufgetragen. Nach erneutem dreimaligem waschen
mit TRIS-NaCl wurde der Sekundarantikérper (Kaninchen, Anti-Maus-lgG, Dako,
Déanemark; 1:200 in TBS) fur 30 min hinzugegeben. Nach einem letzten dreimaligen
Waschdurchgang wurde der finale Tertiarantikrper (Ziege Anti-Kaninchen-IgG mit
HRP konjugiert; 1:100 in TBS) fur 30 min aufgegeben. AbschlieRend folgte eine
Farbung mit Diaminobenzidin (Biochrom AG, Darmstadt, Germany), welches mit der
HRP des Tertidrantikdrpers chromogen reagiert und zu einer Braunfarbung fuhrt. Es
lasst sich also zuriickschliel3en, dass je hoher die Konzentration an Kollagen Il ist,
desto intensiver ist die lichtmikroskopisch zu sehende Farbung.

Zusatzlich wurde eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Meyer's Hamalaun (Roth,
Karlsruhe, Germany) angefertigt. Dieser Farbstoff bindet basophile Strukturen,
insbesondere Nuklei bzw. darin enthaltene DNA (sowie das raue endoplasmatische
Retikulum) und farbt diese blau. Die gefarbten Proben wurden schliel3lich in Aquatex
(Merck, Darmstadt, Germany) eingebettet. Das durchgefiihrte Vorgehen beruht auf

einer in der Arbeitsgruppe etablierten Technik [371138],

3.13 Biomechanische Untersuchung

Die biomechanischen 1-Stufen-Kompressionsversuche zur Ermittlung der
Probensteifigkeit wurden in einer Materialprifmaschine (Instron 5866, Norwood, USA)
durchgeflhrt, die mit einer 10 N Lastzelle (,load cell*) ausgestattet war (Abb. 8). Die
initiale Probenhdhe ho wurde fur jede Probe individuell nach 24 h mit einer digitalen
Schieblehre gemessen und die Proben in eine mit HG-DMEM geflllte Zellkulturschale
gegeben.

Fir den Kompressionstest wurden die Proben durch einen Druckstempel mit flacher
Oberflache (0,02 N Vorlast) mit einer Kompressionsgeschwindigkeit von 0,5 mm/min
belastet, bis eine Kompression von 30 % der Ausgangshohe ho erreicht wurde. Mit
Hilfe der erhaltenen Daten (n = 6) aus dem anfanglich linearen Teil der Spannungs-

Dehnungs-Kurve wurde das Elastizitatsmodul (Young’sches Modul) berechnet.
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Die Spannungsrelaxationszeit ta2) wurde als die Zeit quantifiziert, in welcher der im
Kompressionstest gemessene Peak der Widerstandskraft (Pmax) bei 20 % ho auf die
Halfte dieses Wertes abgefallen war (steady state).

n N

)

= §. A
Abbildung 8: Kompressionstest zur Ermittlung der Gewebeelastizitat (Young's Modulus) mittels Instron
5866 Materialprifmaschine. Hierzu wurden die Proben in einer unbegrenzen (uncontained) Prifkammer
installiert und mit einer konstanten Geschwindigkeit von 2 mm/min bis zu 30 % der Ausgangshdhe der
Probe komprimiert. Die Versuche wurden mit einer Instron 5866 Prifapparatur und einer 10 N Lastzelle
durchgefuhrt.

3.14 Statistik

Alle Daten wurden unter Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalitat
geprift. Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Programms Graph Pad
Prism 5 (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Eine One-way-
ANOVA-Analyse mit Mehrfachvergleich nach Bonferroni wurde verwendet, um die
Mittelwerte zwischen den unabhangigen Versuchsgruppen zu vergleichen. Das
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Quantitative Daten im Text werden als
Mittelwert mit Standardabweichung (SD) dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Viskoelastische Eigenschaften des HA-Tyr-Hydrogels unter variierender
Zellzahl und Konzentration der Vernetzungsreagenzien

Die rheologische Untersuchung des HA-Tyr-Hydrogels wurde bei zellularisierten,
sowie zellfreien Gelen (2,5 x 108 hCH/ml) unter variierender Aktivitaten von HRP (0,5
und 1,0 U/ml) und Konzentrationen von H202 (50 — 1200 pM) durchgefiihrt und G'
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass mit steigender H202-Konzentration bis 1200
MM auch das Speichermodul anstieg (0,5 U/ml HRP und 600 pM H202 ohne Zellen:
1665 + 784,89 Pa; 0,5 U/ml HRP und 1200 pM H202 ohne Zellen: 3300 £ 410,12 Pa;
1,0 U/ml HRP und 600 pM H202 ohne Zellen: 2435 + 332,34 Pa; 1,0 U/ml HRP und
1200 pM H202 ohne Zellen: 3110 + 675,35 Pa; Abb. 9).

Im Vergleich zeigten die HA-Tyr-Hydrogele mit hCh ein signifikant geringeres G' (1,0
U/ml HRP und 1200 pM H202 ohne Zellen: 3110 £+ 675,35 Pa; 1,0 U/ml HRP und 1200
MM H202mit Zellen: 2266,67 £ 680,69 Pa; p = 0,0244; Abb. 9 b).

Die Konzentration von HRP hatte lediglich einen geringen Einfluss auf die
viskoelastischen Eigenschaften. Eine hohere Konzentration fuhrte jedoch zu einer
schnelleren Gelierung des Gels (Daten nicht aufgefthrt).
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Abbildung 9: Viskoelastische Eigenschaften des HA-Tyr-Hydrogels unter An- bzw. Abwesenheit von
Zellen und Konzentration der Vernetzungsreagenzien H202 (50 — 1200 pM) und HRP (0,5 und 1 U/ml).
Rheologische Messungen wurden direkt nach Versteifung des Gels mit (A) 1,0 U/ml HRP und (B) 0,5
U/ml HRP und ohne bzw. mit Beimpfung von 2,5 x 10% hCh/ml durchgefihrt. Signifikante Unterschiede

mit p < 0,05 sind durch ein ,*-Symbol gekennzeichnet. Die Daten sind als Mittelwerte + SD aufgefihrt
(n=6).
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4.2 Bestimmung des Zytokompatibilitatsbereichs von HA-Tyr-
Vernetzungsmitteln

Mit Hilfe der rheologischen Untersuchung (siehe oben) konnten gezeigt werden, dass
eine hohe Konzentration an H202 eminent wichtig ist, um eine hohe Primérsteifigkeit
zu erreichen. Jedoch musste aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften der
Vernetzungsreagenzien ein Zytokompatibilitdtsbereich mittels unterschiedlicher
Konzentrationen von HRP (0,1 — 1 U/ml) und H202 (50 — 1200 pM) ermittelt werden.
Hierfir wurde ein CTB-Assay nach 24 und 96 h durchgefihrt.

Eine Erhohung der H202-Konzentration beeinflusst die metabolische Aktivitat von
Monolayer-hCh signifikant, wobei dieser Effekt durch eine gleichzeitige Erhdhung der
HRP-Konzentration gemildert werden konnte (Abb. 10). Insbesondere im Bereich
hoher H202-Konzentrationen (>1000 uM) fuhrte 1,0 U/ml HRP zu einer deutlichen
Steigerung der metabolischen Zellaktivitat (0,5 U/ml HRP und 1000 pM H202: 12 *
2.,3%; 1,0 U/ml HRP und 1000 puM H202: 37 % 6,32%). Dartiber hinaus zeigte die
Zellaktivitat, dass sich hCh in Gegenwart von > 600 uM H20:2 zeitabhangig, wie nach
96 h zu sehen, erholten. Dieser Effekt zeigte sich bei einer Aktivitat von 1,0 U/ml HRP
am deutlichsten (0,5 U/ml HRP und 1000 pM H202: 49 * 4,25%; 1,0 U/ml HRP und
1000 puM H202: 68 £ 5,78%; Abb. 10 b). Aufgrund der Erkenntnisse aus dieser
Untersuchung und der rheologischen Messungen wurde das HA-Tyr-Hydrogel fur die
Hybridscaffols mit jeweils 1000 uM H202 und 1,0 U/ml HRP angesetzt.
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Abbildung 10: Metabolische Aktivitat der hCh in Abhangigkeit der H202- (50 — 1200 uM) und HRP-
Konzentration (0,1 — 1,0 U/ml) in Monolayerkulturen. Die Metabolische Aktivitat wurde mittels CellTiter-
Blue Assay in einer 2-dimensionalen Monolayerkultur (n = 4) nach 24 h (A) und nach 96 h (B) bestimmt.
Die Aktivitat in Prozent wurde mit Hilfe einer unbehandelten Kontrollgruppe (= 100 %) normalisiert und
zu einer 2-polynomalen Funktionsgleichung, mittels MATLAB r2014 (Bestimmtheitsmaf3 R2 = 0,7),
umgewandelt.
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4.3 Zellvitalitat und -morphologie in 3D Kultur

Die Zellvitalitdt und -morphologie wurde mit Hilfe einer L/D-Féarbung (Abb. 11, 12) und
Rasterelektronenmikroskopie (REM, Abb. 13) nach 1, 7 und 28 Tag/en beurteilt. In der
SM-Gruppe konnte eine stabil bleibende Vitalitdt mit einem Mittelwert von 95,11 %
lebenden hCh Uber die gesamten 28 Tage detektiert werden. Im Vergleich zeigte die
SMHA-Gruppe initial ein signifikant geringeres Uberleben (SM 1 dvs. SMHA 1 d: p =
0,0245) mit 84,33 = 3,1 % vitalen Zellen. Jedoch erholten sich die Zellen im Verlauf
der 7 Tage auf ein Niveau von 90,00 £ 5,3 % und stiegen weiter bis auf >98 % nach
28 Tagen an (SMHA 1 d vs. SMHA 28 d: p = 0,0382), sodass kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen beiden Gruppen festgestellt werden konnte (SM 28 d vs.
SMHA 28 d: p = > 0,9999) (Abb. 11). TGF-31 zeigte keinen Einfluss auf die Zellvitalitat
(Daten nicht aufgefihrt).
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Abbildung 11: Quantifizierung der Zellviabilitat. Quantifizierung der lebenden Zellen in Prozent zu den
total ausgesaten hCh der SM- und SMHA-Gruppe nach 1, 7 und 28 Tag/en in Kultur. Signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 sind durch ein ,*-Symbol gekennzeichnet, ns = not significant. Die Daten
sind als Mittelwerte + SD aufgefihrt (n = 3).

Uber den Beobachtungszeitraum zeigten die hCh in der L/D-Farbung eine deutliche
Adhéasion und Zellproliferation entlang der Fibroinfasern in allen Gruppen (Abb. 12).
Dabei nahmen die Zellen eine ramifizierte Morphologie an. Ein deutlicher Unterschied
zwischen den Gruppen konnte nicht erhoben werden. In den SMHA-Gruppen konnte
lediglich eine geringe Zellmigration in das Hydrogel beobachtet werden.

Im REM sichtbar, schmiegten sich die hCh flach, ahnlich wie in einer Monolayerkultur
an die Seidenfasern an. Zytomorphologisch nahmen die Zellen dabei einen
verzweigten fibroblastenartigen Phanotyp an (Abb. 13, A bis A2). Auch hier zeigte sich
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in der L/D-Farbung kein wesentlicher Unterschied im Gruppenvergleich. Die
Anwesenheit von HA scheint unter den gegebenen Versuchsbedingungen keinen
entscheidenden Einfluss auf die Morphologie und Proliferation zu haben (Abb. 13 B,
C).

Tag 1 Tag 7 Tag 28

/Ethidium homodimer-1

3-D Seidenfibroinmatrix

/Ethidium homodimer-1

Abbildung 12: Live/Dead-Farbung. A - F: Reprasentative Bildausschnitte mit Darstellung von
proliferierenden, vitalen (griin) bzw. apoptotischen (rot) hCh nach 1, 7 und 28 Tag/en in Kultur. Aufgrund
von Autofluoreszenz ebenfalls rot zu sehen sind Seidenfibroinfasern A - C: hCh der SM-Gruppe. D - F:
hCh der SMHA-Gruppe. Mal3stab 150 um.

3-D Seidenfibroinmatrix + HA-Tyr

Abbildung 13: REM-Auf“nahmen der SM-Gruppe (A): Heterogene Architektur der 3-dimensionalen
Seidenfibroinscaffolds (MaRRstab 500um). Faserdicke etwa 50 - 100 um (A1, MalRstab 100 pum). Die hCh
zeigen einen fibroblastenartigen Phanotyp nach 3 Tagen Kultivierung (A2, Maf3stab 20 um). L/D-

Farbung der SM-Gruppe (B) und der SMHA-Gruppe (C). Knorpelzellen zeigen einen ramifizierten
Phéanotyp in beiden Gruppen. Mal3stab (B, C) 25 um.
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4.4 Chondrogene Zelldifferenzierung

Die chondrogene Zelldifferenzierung wurde mittels gqPCR untersucht. Dabei wurden
zum einen chondrogene Marker (COL2A1, ACAN, SOX9) bestimmt, die eine
regelrechte Differenzierung implizieren und zum anderen Dedifferenzierungs-
(COL1A1) und Hypertrophiemarker (COL10Al), welche fir eine mangelnde
Zellentwicklung sprechen. Es wurden Proben nach 1 und 28 Tag/en untersucht.
Zusatzlich wurde der Einfluss des Wachstumsfaktors TGF-31 gepruft.

Im Verlauf des Versuchs konnte in allen Gruppen ein Anstieg der relativen
Genexpression von COL2A1 festgestellt werden (Abb. 14, A). Am starksten
ausgepragt zeigte sich der Effekt in der SMHA + TGF-B1-Gruppe mit signifikantem
Ergebnis (MRNA Expression von COL2A1 in SMHA + TGF-$1 1 d vs. SMHA + TGF-
B1 28 d: p = 0,0018). An Tag 1 zeigte sich in der SMHA-Gruppe eine nicht signifikant
erhohte Expression im Vergleich zur SM-Gruppe. Die Proben mit TGF-1
prasentierten nach einem Tag ein &hnliches Bild. Daruber hinaus zeigte sich an Tag
28 eine signifikant hohere relative Expression in der SMHA + TGF-B1-Gruppe im
Vergleich zur SM- (MRNA Expression von COL2A1 in SMHA + TGF-$1 28 d vs. SM
28 d: p = 0.0016) und SMHA-Gruppe (MRNA Expression von COL2A1 in SMHA +
TGF-B1 28 d vs. SMHA 28 d: p = 0,0030). Bei der relativen ACAN-Expression (Abb.
14, B) konnten keine signifikanten Veranderungen gemessen werden. Jedoch liel3 sich
Uber den Untersuchungszeitraum eine absteigende Tendenz in allen Gruppen
erkennen. Im Vergleich exprimierten die SM-Gruppen mit oder ohne Wachstumsfaktor
gering mehr mRNA, als die korrespondierenden SMHA-Gruppen. TGF-B1 zeigte
hochstens einen marginalen Einfluss. Die Analyse der relativen Expression von SOX9
(Abb. 14, C) ergab keine signifikanten Varianzen, jedoch konnte vor allem in den TGF-
B1-Gruppen eine erhdhte Expression nach 28 d gemessen werden. In der SMHA-
Gruppe wurde nach initial héherer Expression im Vergleich zur SM-Gruppe nach 28
Tagen nur noch eine geringe Menge SOX9 exprimiert. Die relative Expression des
Dedifferenzierungsmarkers COL1A1 lie3 sich durch das HA-Tyr Hydrogel, trotz
marginaler Hochregulation im Verlauf, positiv beeinflussen (Abb. 14, D). Befanden sich
an Tag 1 noch alle Gruppen auf einem ahnlichen Niveau, zeigten die SM-Gruppen
zum Versuchsende einen Anstieg der Expression, wobei dieser unter Anwesenheit
von TGF-B1 signifikant war (MRNA Expression von COL1Al in SM + TGF-1 1d vs.
SM + TGF-B1 28 d: p = 0,0015). Das Markergen der Chondrozytenhypertrophie
COL10Al (Abb.14, E) zeigte in den mit TGF-B1 behandelten Gruppen nach 28 Tagen
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im Vergleich zu Tag 1 eine erhdhte relative Expression, wobei die Zunahme in der
SMHA+TGF-B1-Gruppe signifikant war (MRNA Expression von COL10Al in SMHA +
TGF-1 1 d vs. SMHA + TGF-B1 28 d: p < 0,0001). Jedoch konnte in der
Kombinationsgruppe SMHA im Vergleich zur SM-Gruppe eine deduktive Tendenz an
Tag 28 beobachtet werden.

Die Anwesenheit von TGF-31 zeigte nach 28 Tagen einen vorteilhaften Effekt auf das
Verhéltnis der Expression von COL2A1 zu COL1Al1 (Abb. 14, F), wobei eine
signifikante Verbesserung in der SMHA + TGF-B1-Gruppe beobachtet werden konnte
(mRNA Expression von COL2A1/ COL1Al in SMHA + TGF-B1 1 d vs. SMHA + TGF-
Bl 28 d: p = 0.0414). Durch Hinzugabe von HA-Tyr zeigte sich an beiden
Messzeitpunkten sowohl mit, als auch ohne TGF-B1, eine wenig verbesserte Tendenz
in den jeweiligen SMHA-Gruppen verglichen mit ihren korrespondierenden SM-

Gruppen.
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Abbildung 14: gPCR-Messung der relativen Genexpression chondrogener Marker (A: COL2A1; B:
ACAN; C: SOX9), Markern der Dedifferenzierung (D: COL1Al; E: COL10Al), sowie das
COL2A1/COL1A1 Verhaltnis (F) nach 1 und 28 Tagen nach Einbettung in das jeweilige Biomaterial. Die
relative Genexpression wurde auf das Housekeeping-Gen GAPDH einer unbehandelten Kontrollgruppe
in Monolayerkultur (Expressionslevel = 1) normalisiert. Signifikante Unterschiede werden durch ein ,*“-
Symbol mit * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001 gekennzeichnet. Die Daten sind
als Mittelwerte + SD aufgefihrt (n = 3).

4.5 Chondrogene EZM Neosynthese

Fur die Untersuchung der GAG-Biosynthese wurde die Konzentration an sGAGS in
den Biomaterialien selber (Abb. 15A) und aus den Uberstanden (Abb. 15B), nach 28
Tagen, mittels DMMB-Assay bestimmt und auf ihren DNA-Gehalt normalisiert.
Genauer wurden Proben des Kulturiberstandes zum einen gemittelt (Abb. 15A) und
zum anderen kumulativ gesammelt (Abb. 15B) analysiert.

Die Anwesenheit von HA-Tyr bewirkte ohne Wachstumsfaktor eine etwa 143,97 %
erhdohte sGAG Biosynthese innerhalb des Scaffolds im Vergleich zur alleinigen SM-
Gruppen (SMHA 28 d = 149,085 vs. SM 28 d = 103,551), wobei eine statistische
Signifikanz nicht erreicht wurde. TGF-B1 schien die Akkumulation innerhalb des
Scaffolds hochstens marginal zu beeinflussen (SMHA + TGF-1 28 d = 158,996 vs.
SM + TGF-B1 28 d = 94,2335). Bei der Untersuchung der gemittelten Uberstande lieR
sich ein &hnliches Ergebnis beobachten. Auch hier wiesen beide
Kombinationsgruppen im Vergleich zu ihren SM-Gruppen eine gesteigerte EZM
Synthese Uber den Versuchszeitraum auf. Ebenfalls lie sich kein signifikanter
Einfluss von TGF-B1 nachweisen. Lediglich war eine gering gesteigerte Tendenz in
der SMHA-Gruppe zu verzeichnen (SM 28 d = 207.252 vs. SMHA 28 d = 272,37; SM
+ TGF-B1 28 d = 182,407 vs. SMHA + TGF-1 28 d = 303,029).

Die Ergebnisse der kumulativ gesammelten Uberstande korrelieren ebenfalls mit den
bereits genannten Daten. Die SMHA-Gruppen zeigte eine hohere Tendenz an
freigesetzten sGAGs im Vergleich zu ihren SM-Gruppen auf, wobei der Unterschied
unter Anwesenheit von TGF-B1 signifikant war (SM + TGF-B1 kumulativ 28 d = 777,29
vs. SMHA + TGF-B1 kumulativ 28 d = 1483,44 mit p = 0,0239; Abb. 15B).
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Abbildung 15: Quantifizierung des sGAG-Gehalts und der -Biosynthese im Verhéltnis zur DNA der SM-
und SMHA-Gruppe nach 28 Tagen Kultivierung im Biomaterial (unten) und im Uberstand (oben, hellgrau
hinterlegt) (A). Kumulativer sGAG-Gehalt des Kulturiiberstandes tber 28 Tage (B). Signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 sind durch ein ,,**-Symbol gekennzeichnet. Die Daten sind als Mittelwerte +
SD aufgefuhrt (n = 3).

4.6 Histologie und Immunhistochemie

Fur die histologischen Untersuchung der EZM wurden die Proben mittels Toluidin-Blau
gefarbt. In den représentativen Bildern (Abb. 16) sind Seidenfibroinfasern und
gegebenenfalls Hydrogelreste blau zu erkennen. Durch die azidophile Metachromasie
werden sGAGs lichtmikroskopisch violett sichtbar. Proben der SMHA-Gruppe zeigten
nach 28 Tagen eine starkere Metachromasie und somit eine héhere Konzentration an
GAGs, als ihre korrespondierenden SM-Gruppen. Unter Anwesenheit von TGF-1
zeigte sich dieser Effekt verstarkt (Abb. 16, D2).

Die immunhistochemische Untersuchung der Kollagen Typ 2 Biosynthese ergab ein
ahnliches Resultat (Abb. 17). Eine durch AntikGrperprazipitation intensivere
Braunfarbung und somit erhdhte Kollagen Typ 2 Konzentration konnte in den SMHA-
Gruppen im Vergleich zur ihren SM-Gruppen beobachtet werden. Dabei schienen HA-
Tyr und TGF-B1 einen synergistischen Effekt auf die Kollagen Typ 2 Synthese zu
haben, da sich die Farbung in der SMHA+TGF-B1-Gruppe am prominentesten
prasentierte (Abb. 17, D2). Die Biomaterialien sind hier als teilweise transparente,

violett bis etwas braunliche Schlieren zu erkennen.
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Abbildung 16: Histologische Analyse humaner Chondrozyten. Toluidin-Blau Farbung der sGAGs in der
SM- (A, C) und SMHA-Gruppe (B, D). Den Gruppen C und D wurde jeweils TGF-f1 hinzugegeben.
Reprasentative Bilder der Versuchsgruppen nach 28 Tagen Kultur. Maf3stab A - D 100 um, Al - D1 50
pm und A2 - D2 25 pm.
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Abbildung 17: Immunhistochemie humaner Chondrozyten. Immunohistologische Farbung des
Kollagens Typ 2 (Antikdrperprazipitation = braun) in der SM- (A, C) und SMHA-Gruppe (B, D). Den
Gruppen C und D wurde jeweils TGF-B1 hinzugegeben. Gegenfarbung der Zellkerne mittels Meyer‘s
Hamalaun. Représentative Bilder der Versuchsgruppen nach 28 Tagen Kultur. Die Negativkontrolle (E)
zeigt eine unspezifische Bindung des Kollagens Typ 2 an Agarose, sowie Hamatoxylin-Eosin Farbung
von HA-Tyr. Ma3stab A — D 100 pm, Al - D1 50 um und A2 - D2 25 pm.

4.7 Biomechanische Analyse

Ein uneingeschrankter einstufiger Kompressionstest zeigte eine signifikante Erhéhung
der Geruststeifigkeit durch Hinzufigen von HA-Tyr zur SM (Abb. 18 a). Die
Primarsteifigkeit von SMHA war signifikant hoher im Vergleich zur alleinigen SM (p =
0,0003). Die Anwesenheit von hCh beeinflusste die Steifheit des Biomaterials nach 24
h nicht. Nach 28 Tagen war das Young’s Modul in der SMHA-Gruppe signifikant hoher
im Vergleich zu allen SM-Gruppen und zellfreier SMHA. Die Behandlung mit TGF-31
fuhrte zu einer Erhohung der Probensteifigkeit ohne statistische Signifikanz zu
erreichen. Die Stressrelaxationszeit (t12) unter einer konstanten Belastung von 30 %
wurde durch Zugabe von HA-Tyr zu SM signifikant verlangert (SM 26,38 + 1,77 sec
vs. SMHA 39,12 + 4,76 sec; p = 0.0075, Abb. 18 b).
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Abbildung 18: Biomechanische Analyse der biologischen Tragersysteme. Young’s Modul (A) der SM-
und SMHA-Gruppe mit und ohne eingebettete Zellen nach 1 und 28 Tag/en in Kultur (n = 6).
Spannungsrelaxationszeit (s) tasz) der beimpften SM- und SMHA-Gruppe (B). Es wurde eine
reprasentative Kurve der Stressrelaxation in (b) von n = 3 dargestellt. Signifikante Unterschiede
werden durch ein ,*-Symbol mit ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 und **** p < 0,0001 gekennzeichnet.
Die Daten sind als Mittelwerte + SD aufgefuhrt.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, die zellbiologischen Voraussetzungen fur
zellbasierte Regenerationsverfahren zur Behandlung post-traumatischer, fokaler
Knorpelschaden zu optimieren. Mit dem Fokus auf der Entwicklung eines potenten
Zelltragersystems konnte ein biomimetisches Hybrid-Scaffold aus einer SM und einem
HA-Tyr-Hydrogel etabliert werden. Die zellularisierten SMs zeigten im Vergleich ein
besseres chondrogenes Potential, wenn sie zusatzlich in HA-Tyr eingebettet wurden.
Unter Anwesenheit von HA verbesserten sich, geman der chondrogenen Marker und
der EZM Neosynthese der funktionelle Phanotyp der hCh. Ebenfalls zeigte sich eine
annahernd &quivalente chondro-induktive Potenz wie bei Applikation von TGF-B1.
DarUber hinaus erhohte die Kombination beider Biomaterialien die primaren und
ausgereiften biomechanischen Eigenschaften signifikant, wodurch sie mechanische

Belastung besser aufnehmen konnten.

Einzeln betrachtet stellen SM-Scaffolds und HA-Tyr-Hydrogele Dbereits
vielversprechende Biomaterialien als Tragersysteme in der ACT dar. Seide bietet eine
hervorragende Basis und ein hohes Variationspotential 39, Mit ihrer abstimmbaren
Biokompatibilitat %, geringen Immunogenitat “Y und Anpassungsmdglichkeit des
biologischen Abbaus [“2 besteht eine aussichtsvolle Grundlage fir vitales
Zellwachstum und perspektivisch eine Kklinische Anwendung. Ebenfalls ist
hervorzuheben, dass SMs aufgrund ihrer hohen Hitzestabilitait (je nach
Verarbeitungstechnik bis zu 260 - 292 °C oder 286 — 350 °C 3144 zuganglich flr
Sterilisierungsprozesse wie u.a. Autoklavierung oder UV-Bestrahlung sind, ohne dabei
ihre Struktur zu verlieren M8, womit sich Seide von vielen anderen natirlichen
Biomaterialien unterscheidet. Zudem kodnnen durch vielseitige Adaptation der
Verarbeitung die mechanischen Eigenschaften bestimmt werden 6471 Nicht zu
vernachlassigen ist, dass Seide als Biomaterial nachhaltig, relativ einfach zuganglich
und kosteneffizient hergestellt werden kann 48],

Als zweite Komponente erganzt das HA-Tyr-Hydrogel die SM in ihrer alleinig
unterlegenen mechanischen Belastbarkeit. Durch Anpassung der
Vernetzungsreagenzien konnten in dieser Dissertationsarbeit die mechanoresilienten
Eigenschaften des HA bzw. des SMHA nach Belieben abgestimmt werden 351, Darlber
hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass die Anwesenheit von HA

chondropermissive Wirkungen auf die Zellen hat #9150,
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Es ist jedoch festzustellen, dass das Vorhandensein von Chondrozyten die
viskoelastischen Eigenschaften des Hydrogels, die anhand von Anderungen des
Speichermoduls bewertet wurden, zunachst beeintrachtigt 6. Eine Reduktion der
Zelldichte sollte aber aufgrund der guinstigen Effekte auf die Zelldifferenzierung nicht
angestrebt werden B, Zugleich sollte die Zelldichte ebenfalls nicht reduziert werden,
da aus aktuellen Publikationen hervorgeht, dass eine erhohte Zelldichte (20 - 60 x 106
Zellen/ml) und die damit einhergehende vermehrte Extrazellularmatrixsynthese zu
einer verbesserten knorpelmimetischen Funktion des Biomaterials fuihrt 52531, Dem
Effekt des Verlustes der Primérsteifigkeit kann zudem durch eine Erhéhung der H202-
Konzentration entgegengewirkt werden. Die initiale zytotoxische Wirkung des H20:2
konnte durch den gleichzeitigen Anstieg der HRP-Aktivitdt geringfligig gemildert
werden. Dartber hinaus konnten durch eine Erhéhung der HRP-Konzentration auf 1
U/ml, Uber 4 Tage chondroprotektive Wirkungen festgestellt werden. Demzufolge
wurde eine Aktivitat von 1 U/ml HRP fur weiter Versuche ausgewahlt und durch
einfache Modifizierung des Gels eine erhdhte Steifigkeit erreicht. Um diese nicht zu
beeintrachtigen, aber gleichzeitig zytotoxische Wirkungen zu minimieren, wurden die
SM primar mit Zellen beimpft und erst sekundar in HA-Tyr eingebettet. Dennoch wurde
in der ersten Woche der Kultivierung eine signifikante Abnahme der Zellvitalitat in der
Gruppe des SMHA-Hybridgerustes festgestellt, welches héchstwahrscheinlich auf
direkte zytotoxische Wirkungen des H202 waéhrend der In-situ-Vernetzung
zuriickzufuihren war 54, Jedoch konnten sich die hCh im SMHA Tragersystem im
Verlauf der Kultivierung erholen. Eine vollstéandige Matrixkolonisierung wurde in beiden
Versuchsgruppen nach 28 Tagen beobachtet. Weitere Untersuchungen beztiglich der
Zelladhasion und Vitalitat in der SM wurden von Frauchiger et al. 32 durchgefiihrt.

Ein zuséatzlich potentieller Vorteil der primaren Zellaussaat auf die SM konnte in den
unmittelbaren Wechselwirkungen mit der Zellmatrix bestehen. Interessanterweise
konnte konfokalmikroskopisch keine Zellmigration ausgehend von Seidenfasern in das
Hydrogel beobachtet werden, welches héchstwahrscheinlich auf zu wenig
vorhandene, zellulare Bindungsmotive im HA zurickzufihren ist. Zellproliferation und
-migration traten lediglich entlang der Seidenfasern auf. Dabei kann eine
unterschiedliche Bindungsaffinitdt der hCh eine entscheidende Rolle spielen.
Beispielsweise interagieren Bindungsmotive, einschlielllich RGD-Sequenzen, des
Seidenfibroins mit Bl-enthaltenden Integrinen der Chondrozyten mit einer hohen

Affinitat 153, Wechselwirkungen der Zelloberflache mit HA mittels CD44 konnten flr die
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Zellmigration weniger entscheidend sein, obwohl bekannt ist, dass fokale
Adhasionsfaktoren durch CD44-Bindung moduliert werden B8, Zell-Faser-
Wechselwirkungen besitzen ein hohes Potenzial die Zelldifferenzierung zu
beeinflussen, jedoch scheint in dieser Hinsicht der Faserdurchmesser einen
entscheidenden Faktor zu bilden B, In HA-basierten Hydrogelen kann eine
Zellmigration durch Modulation der Vernetzungsdichte, Chemolockstoff-Cofaktoren,
sowie Modifikationen bewirkt werden. Allerdings ist nach Kenntnis der Autoren noch
nicht bekannt, ob eine frihe und zahlreiche Zellmigration bei Knorpeldefekten
vorteilhaft ist 58], Im Gegensatz dazu konnten die Eigenschaften der in dieser Studie
gewahlten Seidenfasern zu nachteiligen Zell-Faser-Wechselwirkungen gefiihrt haben.
Wahrend ein sphéarischer Phénotyp auf differenzierte Chondrozyten hinweist, zeigten
an SM adharente Zellen eine flache, fibroblastenartige Zellform &hnlich wie in einer
Monolayerkultur. Zuséatzlich hatte die Anwesenheit von HA-Tyr keinen Einfluss auf die
Morphologie, obwohl bekannt ist, dass in Hydrogel eingebettete Chondrozyten eine
kugelformige Morphologie annehmen 591601, Wie kiirzlich von Mohan et al. und Ziadlou
et al. beschrieben, fiuihrt ein zunehmender Anteil an strukturgebender Matrix in
Hydrogelen zu einer fibroblastenartigen De-differenzierung der Chondrozyten [61,
Andererseits haben Nurnberger et al. postuliert, dass die Zelldifferenzierung in
faserbasierten Scaffolds Gber den Durchmesser der Fasern beeinflusst werden kann.
Die Zellen konnten nicht flach auf dem Fasergeriist adhéarent werden, sondern
umschlangen die etwa 10 um dicken Fasern mit ihren physiologisch kugelférmigen
Zellkorpern 7. Daher kann angenommen werden, dass der in dieser
Dissertationsarbeit verwendete Faserdurchmesser von etwa 100 pum zu einer
Entrundung der Zellen beigetragen hat. Aus diesem Grund koénnten dinnere Fasern
zu einer Optimierung der Matrizes vorteilhaft sein. Zudem kann nicht nur auf zellularer
Ebene, sondern auch beziglich mechanischer Eigenschaften das Seiden-Scaffold
weiter optimiert werden. Modernste Verarbeitungstechniken stellen attraktive
Moglichkeiten der Weiterentwicklung eines 3D Zelltragersystems dar. Anstatt eines
wie in den eigenen Versuchen verwendeten homogenen Scaffolds, kann eine dem
physiologischen Knorpel nachempfundene Architektur konstruiert werden. Es wird
postuliert, dass damit die allgemeine Stabilitat und besonders die gegen Scherkrafte
gerichtete Mechanoresilienz verbessert werden kann. Weitere Versuchsansatze

stehen an dieser Stelle jedoch noch aus, in welchen die nattirliche Knorpelarchitektur
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in Form unterschiedlicher Seidenfibroinphasen (layer) nachempfunden wird (sog.
biomimetisches Scaffold, Abb. 19).
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Abbildung 19: Schematische Zeichnung einer
knorpelmimetischen Architektur eines
Seidenfibroin Scaffolds (A). Histologisches
Bild eines hyalinen Gelenkknorpels im Schnitt

(B).

Subchondral
bone

Obwonhl keine Wirkung von HA auf die Zellmorphologie festgestellt wurde, veranderten
sich Genexpressionsmuster und EZM-Synthese signifikant. Dies ist besonders wichtig,
da die Zellexpansion per se bereits eine Dedifferenzierung verursacht. Die
Redifferenzierung und EZM-Neosynthese ist fur die funktionelle Transplantatreifung
und suffiziente Integration des Tragersystems in vivo unerldsslich. Der Verlust des
Phanotyps in Monolayerkulturen ist haufig durch Verschiebungen der Genexpression
von COL2 zu COL1 gekennzeichnet 62:63] |In der eigenen Arbeit wurde beobachtet,
dass das Hybridgertst vorwiegend die COL2-Induktion unterstiitzte, welches unter
Zugabe von TGF-B1 signifikant wurde. In Anwesenheit von HA neigten die
Chondrozyten dazu, die COL2-Expression zu induzieren, welches die positive Wirkung
des Hydrogels auf die Stabilisierung des funktionellen Phanotyps unterstreicht. Beim
Transkriptionsfaktors SOX9 konnte lediglich eine Zunahme in den Gruppen mit TGF-
B1 Uber den Untersuchungszeitraum beobachtet werden. Die initial erhdhte
Expression in der Hybrid-Gruppe konnte ein Hinweis auf einen positiven
Differenzierungseffekt sein, jedoch zeigte sich eine deutliche Runterregulation im
Verlauf. Dazu sei jedoch gesagt, dass zum einen nur mRNA Expression gemessen
wurde und zum anderen SOX9 eine regulierende Funktion aufweist. Es kann also nicht
mit Sicherheit gesagt werden, dass bei einer nicht mehr hochregulierten Expression
nicht trotzdem Stufen der Proteinsynthese pro-chondrogen ablaufen kénnten. Der
Hypertrophiemarker COL10AL1 zeigte sich in beiden TGF-B1-Gruppen nach 28 Tagen
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erhoht, wobei der Vergleich zwischen SM-HA nach 28 Tagen mit beiden TGF-B1-
Gruppen nach einem Tag signifikant war. Dies kdnnte ein Hinweis sein, dass ein
naturlicheres Zellwachstum ohne direkt stimulierende Faktoren einen positiven
Einfluss auf die Differenzierung haben kdnnte.

Chondro-induktive Wirkungen von HA gingen parallel mit der sGAG-Synthese einher,
welches durch den Trend zu einem hdéheren Gehalt in Hybridgertsten ohne
signifikanten Anstieg durch die TGF-B1-Behandlung offenbart wurde. Dartiber hinaus
konnte histologisch eine signifikante Steigerung der sGAG- und COL2-Synthese unter
Anwesenheit von HA gezeigt werden.

Wahrend die chondro-induktiven Wirkungen von TGF-B1 in der Literatur akzeptiert
sind, unterstitzen diese Ergebnisse nachdriicklich die Anwendung von HA in Hybrid-
Scaffolds. HA hat nicht nur einen positiven Einfluss auf das zellulare Verhalten, ihre
Zugabe erhohte zudem signifikant die anfangliche Geruststeifigkeit. Es konnte gezeigt
werden, dass die alleinige Verwendung von Seide bezulglich ihrer biomechanischen
Belastbarkeit dem Hybridsystem signifikant unterliegt. Mit Hilfe der Kombination
konnte eine erhohte Primarsteifigkeit im einstufigen Kompressionstest, ein
verbessertes Young’s Modul, sowie eine bessere Resistenz unter konstanter
Belastung erreicht werden. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die in situ, mittels HA-
Tyr quervernetzten, Seidenfasern zurlickzufiihren. Dartber hinaus lieferte das Hybrid-
Scaffold aus SM und HA-Tyr guinstige biomechanische Eigenschaften in Bezug auf die
gewinschte Stressrelaxation. Lee et al. zeigten eine Stressrelaxationszeit < 63
Sekunden als entscheidenden Parameter fir die Chondrogenese 4. Die im Verlauf
histologisch beobachtete Anreicherung an EZM, ging mit einer erhéhten
Geruststeifigkeit einher, wobei dieser Effekt synergistisch von HA und TGF-f1
verstarkt wurde. In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass
in HA-Tyr eingebettete mesenchymale Signalzellen durch multiaxiale mechanische
Belastung eine gesteigerte endogene TGF-B1-Aktivierung aufweisen, welche
wiederum zu einer Chondrozyten-ahnlichen Differenzierung der Zellen fuhrte und
zusatzlich die EZM-Synthese der Chondrozyten forderte [¢l. Daher ist eine
mechanische Primarsteifigkeit hochst winschenswert, um eine mechanoinduzierte,

chondrogene Reifung zu ermoglichen.
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5.1 Limitationen

Die verwendeten hCh stammten vom hyalinen Gelenkknorpel explantierter
Femurkopfe von Patientiinnen, die eine TEP erhalten hatten und damit bereits
deutliche osteoarthrotische Veranderungen aufwiesen. Trotzt vorsichtiger Praparation
von makroskopisch unversehrten Arealen ist davon auszugehen, dass auf zellularer
Ebene bereits Veranderungen im Vergleich zum gesunden hyalinen Knorpel vorliegen.
Beispielsweise liegen die mRNA Expressionswerte von ACT-Gewebe, welches mit
jungen humanen Chondrozyten beimpft wurde fir Typ 2 Kollagen deutlich Gber den in
dieser Arbeit gemessenen Werten 6],

Die heterogenen Gewebeeigenschaften der unterschiedlichen Spender sowie die
geringe Anzahl limitieren die Generalisierbarkeit der Ergebnisse.

Die Ubertragbarkeit der in dieser Dissertationsschrift gewonnen Erkenntnisse, in die in
vivo Situation ist gleichermaf3en durch zahlreiche Faktoren limitiert. Das verwendete
Kulturmedium unterscheidet sich von dem physiologischen Gelenkmilieu. Es ist
bekannt, dass das den Knorpeldefekt umgebende mitgeschadigte Knorpelgewebe,
das Mikromilieu im Defektbereich beeinflusst. Dieses wurde in vorausgegangenen
Studien der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt %61, Auch die Gelenkschleimhaut (Synovia)
und die hiervon ausgehenden Immunreaktionen fanden in dieser Projektarbeit keine

Beriicksichtigung 671,
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6 Zusammenfassung

Die autologe Chondrozytentransplantation (kdrpereigene Knorpelzelltransplantation)
ist bereits in der klinischen Anwendung seit mehreren Jahren eine etablierte Methode
im Feld der matrixassoziierten knorpelregenerativen Verfahren. Dennoch besteht in
den zur Verfigung stehenden Tragersystemen weiterhin die Problematik ein optimales
Mikromilieu fur humane Chondrozyten (hCh; menschliche Knorpelzellen) zu erzeugen,
welches sowohl eine vitale Proliferation und Differenzierung erméglicht, als auch eine
knorpelmimetische mechanische Belastbarkeit gewahrleistet. Um ein modernes
Biomaterial zu entwickeln sind Kenntnisse Uber die Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen essentiell. Das Ziel dieser Dissertationsschrift war es ein
hochmodifizierbares Hybridscaffold aus einer Seidenfibroinmatrix und einem Hydrogel
auf Hyaluronsaurebasis, als Tragersystem in matrixassoziierten knorpelregenerativen
Verfahren zu entwickeln.

Aus operativ entfernten Huftkopfen stammende, in Monolayerkulturen expandierte
hCh (n = 3) wurden in eine 3D-Matrix aus Seidenfibroin (Faserdurchmesser 50 — 100
um; ITM, TU Dresden) eingebettet und von einem Hyaluronsaure-Tyramin-Hydrogel
(AO Foundation, Davos) umsplilt. Die Zellen wurden in chondropermissivem Medium
mit und ohne TGF-B1 [10 ng/ml] kultiviert. Die Zellvitalitaét und -proliferation wurde
mittels CellTiter-Blue Assay, Live/Dead-Farbung und Rasterelektronenmikroskopie
(REM) bewertet. Die Zytomorphologie wurde ebenfalls mittels REM untersucht. Die
Expression chondrogener Differenzierungs- bzw. Dedifferenzierungsmarker
(COL2A1, COL1A1, COL10Al1l, ACAN und SOX9) wurde anhand einer gPCR
analysiert. Die Zellmatrix Neosynthese wurde mittels DMMB-Assay, Histologie, sowie
Immunhistochemie untersucht. Um die Steifigkeit der Biomaterialien zu untersuchen
fuhrten wir einen Stress-Relaxions-Test mittels unbeschrankter 1-Schritt Kompression
durch.

Uber den Untersuchungszeitraum von 28 Tage konnten wir eine hohe Vitalitat (> 95
%) und homogene Kolonisation in beiden Gruppen, in erster Linie entlang der
Seidenfibroinfasern, beobachten. Die hCh zeigten dabei einen ramifizierten Ph&notyp
und schmiegten sich flach an die Fasern an. Eine Migration in das Hydrogel in der
Hybridgruppe konnte kaum beobachtet werden. Die Kombination mit einem Hydrogel
fuhrte zu einer verbesserten chondrogenen Redifferenzierung der hCh. Die
Anwesenheit von Hyaluronsdure und TGF-B1 steigerten die Expression von

chondrogenen Markern und verbesserte speziell die COL2A/ COL1A ratio signifikant.
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Zusatzlich bat das Hydrogel in sich eine verbesserte Primarsteifigkeit und fuhrte in
Kombination mit der durch sie gesteigerten Matrixsynthese und -retention im

Biomaterial zu einer Uberlegeneren mechanischen Stabilitat.

Wir konnte in dieser Studie ein hochgradig modulierbares zytokompatibles
Hybridgeriist mit chondroinduktiven Eigenschaften entwickeln, welches eine
Einkapselung von langfristig lebensfahigen Chondrozyten ermdglichte, sowie die
mechanische Resistenz verbesserte. Zukiinftige Forschung soll das Wissen uber Zell-
Matrix-Wechselwirkungen unter Berucksichtigung von kleinkalibrigen
Faserdurchmessern vertiefen. Daran anschlieBend stellt ein mehrphasiger
Versuchsaufbau zur biomimetischen Optimierung der Knorpelfaserarchitektur und ein
maoglicher Einfluss einer oberflachlichen Zone auf die Resilienz gegeniber

Scherkraften interessante Folgeuntersuchungen dar.
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