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Abstract

Abstract

In vitro cultured autologous chondrocytes can be used for implantation to support
cartilage repair. For this purpose, a very small number of autologous cells harvested from
a biopsy have to be expanded in monolayer culture. Commercially available polymer
surfaces lead to chondrocyte dedifferentiation. Hence, the demanding need for optimized
polymers and surface topologies supporting chondrocytes’ differentiated phenotype in

vitro arises.

In this study the effect of tailored cell culture plate inserts prepared from polystyrene (PS)
and polyether imide (PEI) exhibiting three different roughness levels (RO, RI, RIl) on
chondrocyte morphology, metabolism and gene expression profile was explored. As a
control, commercially available tissue culture plastic (TCP) dishes were included. Primary
porcine articular chondrocytes were seeded on tailored PS and PEI inserts with three
different roughness levels. The chondrocyte morphology was analyzed by light
microskopically examination after 24 and 48 hours. The metabolic activity of the
chondrocytes was determined for 24 hours using alamar blue assay. Chondrocyte gene
expression profiles (aggrecan, type | and type Il collagen) were monitored after 48 hours
using Real Time Detection (RTD)-PCR.

Chondrocytes cultured on PS and PEI surfaces formed cell clusters after 24 and 48 hours,
which was not observed on TCP. The lack of polymer surface functionalisation might lead
to chondrocyte cluster formation. The metabolic activity of chondrocytes cultured on
PS was in mean lower than of chondrocytes cultured on PEI, but significantly lower than
on TCP. Gene expression analyses revealed a significantly elevated expression of
cartilage-specific aggrecan and a significantly impaired expression of both collagen types

by chondrocytes on smooth PS and PEI surfaces compared with TCP.

In summary, PEI is a biocompatible biomaterial suitable for chondrocyte culturing, which
can be further chemically functionalized in future for generating specific surface

interactions or covalent binding of stimulatory biomolecules.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Autologe Chondrozyten kdnnen in vitro kultiviert werden und zur Defektdeckung von
Knorpelschaden implantiert werden. Daflr muss eine kleine Menge an autologen
Knorpelzellen wahrend einer Biopsie aus dem Gelenk entnommen werden und in einer
Monolayerkultur expandiert werden. Kommerziell erhaltliche Zellkulturplatten rufen dabei
eine Dedifferenzierung der Chondrozyten hervor. Aus diesem Grund steigt die Nachfrage
nach optimierten Kunststoffen und Oberflachenbeschaffenheiten, die die Proliferation

differenzierter Chondrozyten induzieren kénnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von mafRangefertigten Inserts fur Multiwell-
Platten aus Polystyrol (PS) und Polyetherimid (PEI) mit drei verschieden rauen
Oberflachen (RO, RI, RIl) auf die Morphologie, die metabolische Aktivitat und das
Genexpressionsprofil artikularer Chondrozyten untersucht. Als Kontrolle dienten
kommerziell erhaltliche Zellkulturplatten. In die Inserts aus PS und PEI mit den drei
Rauigkeitsstufen wurden primére artikulare Chondrozyten von Hausschweinen ausgesat.
Die Zellmorphologie wurde nach 48 Stunden lichtmikroskopisch untersucht. Die
metabolische Aktivitat der Chondrozyten wurde Uber eine Zeitspanne von 24 Stunden
durch Anwendung des Alamar Blue-Tests bestimmt. Das Genexpressionsprofil der
Chondrozyten (Aggrekan, Kollagen Typ | und Kollagen Typ Il) wurde mithilfe der Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (Real Time Detection [RTD]-PCR) analysiert.

Die Chondrozyten, die auf den Zellkulturoberflachen aus PS und PEI kultiviert wurden,
bildeten, im Gegensatz zu den Zellen auf der Kontrolloberflache, nach 24 und 48 Stunden
Zellcluster. Diese Beobachtung konnte auf die fehlende Funktionalisierung der zu
testenden Inserts zuriickgefuhrt werden, durch die die Anheftung von Zellen erschwert
wird. Die metabolische Aktivitdt der Chondrozyten, die auf PS kultiviert wurden, war im
Mittel niedriger als die Aktivitat derjenigen, die auf PEI kultiviert wurden. In beiden Fallen
war die metabolische Aktivitat der Chondrozyten jedoch signifikant geringer als bei
Anzucht der Chondrozyten auf kommerziell erhaltlichen Zellkulturoberflachen. Im
Vergleich zur Kontrolle war die Genexpression des knorpelspezifischen Aggrekans der
auf glattem PS und PEI kultivierten Chondrozyten signifikant hoher als die derjenigen, die
auf der Kontrolloberflache kultiviert wurden. Die Genexpression beider Kollagen-Typen
war dagegen bei beiden Materialien auf glatter und rauer Oberflache verglichen mit der

Kontrolle signifikant geringer.



Zusammenfassung

Insgesamt scheint PEI ein biokompatibles Material fir die Zellkultur von Chondrozyten
zu sein. Eine zusatzliche chemische Funktionalisierung koénnte zukinftig spezifische
Oberflachen-Interaktionen oder kovalente Bindungen von stimulatorischen Biomolekilen

ermoglichen.
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1 Einleitung
1.1 Gelenkknorpel

Knorpel zahlt zu den Binde- und Stutzgeweben. Im adulten menschlichen Organismus
findet man drei verschiedene Arten von Knorpel: elastischen Knorpel, Faserknorpel und
hyalinen Knorpel (Tabelle 1). Die drei Knorpelarten unterscheiden sich unter anderem
durch die Menge und Art der Fasern, die Anzahl und Anordnung der Knorpelzellen
(Chondrozyten) und die dadurch resultierenden physikalischen Eigenschaften 1 2,
Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel, der im menschlichen Korper am haufigsten

vorkommenden Knorpelart.

Tabelle 1: Vergleich der Knorpelarten [

Elastischer Knorpel

Faserknorpel

Hyaliner Knorpel

Anordnung der

Chondrozyten

Einzeln oder in

kleinen Gruppen

In kleinen Gruppen

Einzeln oder in kleinen
isogenen Gruppen (bis
zu 10 Zellen)

Art der Fasern | Elastische Fasern, Uberwiegend Uberwiegend Kollagen
Kollagen Typ I Kollagen Typ | Typ Il
Eigenschaften | Elastisch Wenig elastisch, Druckelastisch
hohe Reil3festigkeit
Beispiele des Ohrmuschel, Disci Gelenkknorpel,
Vorkommens Epiglottis intervertebrales, Nasenseptumknorpel,
Menisci, Symphyse | Rippenknorpel,

Tracheal- und
Kehlkopfknorpel




1 Einleitung

Der hyaline Knorpelliberzug artikulierender Knochen sorgt durch die Lastverteilung der
mechanisch einwirkenden Krafte und die Bildung einer reibungsarmen Gleitflache fir
eine physiologische Gelenkfunktion und somit fiir eine schmerzfreie Bewegung. Aufgrund
der hohen Druckelastizitat kehrt hyaliner Knorpel nach Reduktion des Drucks in seine
urspriingliche Form zurtick [t 2 3l Es gibt bis heute keinen industriell hergestellten
Werkstoff, der die Materialeigenschaften des Knorpels bezlglich der Kombination von

Festigkeit, Elastizitat und Reibungskoeffizient vergleichbar imitieren kann 5.,

1.1.1 Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau des Gelenkknorpels

Der gesunde hyaline Gelenkknorpel ist makroskopisch ein glattes, glanzendes weil3lich-
gelblich durchscheinendes Gewebe (griechisch “hyalos“ — Glas) (siehe Abbildung 1) 1.
Gelenkknorpel ist weder innerviert noch ist er durch Gefal3e an die Blutversorgung und
das lymphatische System angeschlossen. Die Versorgung der Knorpelzellen erfolgt
daher vor allem durch Diffusion [> 5 6 7. Dabei unterstutzt die zyklische Kompression des
Knorpelgewebes bei der Gelenkbewegung die Diffusion durch eine Art
Pumpmechanismus, durch den auch der Fluss von Stoffwechselprodukten und
Stoffwechselmetaboliten beschleunigt wird I3 19, Das Knorpelgewebe erreicht in groReren

Gelenken, wie beispielsweise dem Kniegelenk, eine Dicke von etwa 0,5 — 4 mm [10],

Abbildung 1: Arthroskopisches Bild eines gesunden Kniegelenks. Femoropatellares Gleitlager
(http://orthoprax.ch; 01.08.2015)

Der einzige Zelltyp des hyalinen Knorpels ist der Chondrozyt. Chondrozyten entwickeln
sich aus undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen und machen weniger als 5 %

des gesamten Knorpelvolumens aus, wahrend 95 % des Knorpelvolumens aus

7
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extrazellularen Matrixbestandteilen bestehen (Abbildung 2) [ 7. Chondrozyten haben
einen primar anaeroben Stoffwechsel und weisen nach Abschluss des Wachstums keine
mitotische Aktivitat mehr auf [’l. Die Deckung des Energiebedarfs erfolgt zum gréRten Teil
uber Glykolyse 8. In vivo sind die Chondrozyten des hyalinen Knorpels durch die sie
umgebende Knorpelmatrix voneinander isoliert. Es besteht also kein direkter Zell-Zell-
Kontakt [, Phanotypisch prasentiert sich der hyaline Gelenk-Chondrozyt als runde oder
polygonale Zelle, mit Ausnahme der Chondrozyten an der Knorpeloberflache, die eine
abgeflachte bis scheibenférmige Gestalt annehmen kénnen (Abbildung 2) & 19,

Abbildung 2: Histologisches Bild eines hyalinen Knorpels (AG Schulze-Tanzil). In der Hamatoxylin-Eosin
Farbung erscheint der hyaline Knorpel als milchig-blauliches Gewebe. Es sind bis zum Knochen vereinzelt
und in isogenen Gruppen liegende Chondrozyten erkennbar. Die Chondrozyten sind von einer basophilen
Matrix, dem Knorpelhof, umgeben. Der Knorpelhof besteht vor allem aus Proteoglykanen. Der Chondrozyt
bildet zusammen mit seinem Knorpelhof und seiner Knorpelzellhdhle (Lakune) ein Chondron. Zwischen
den Chondronen liegt das Interterritorium mit heller Knorpelmatrix. Die Kollagenfasern sind
lichtmikroskopisch nicht erkennbar, da sie von anderen Matrixbestandteilen bedeckt sind. Man spricht

daher auch von ,maskierten” Kollagenfasern.

Intrazellulér zeigt der Chondrozyt typische Bestandteile einer metabolisch aktiven Zelle,
die ein hohes Matrixvolumen produzieren muss: ein gut entwickeltes raues
endoplasmatisches Retikulum, einen groRen Golgi-Apparat, Mitochondrien, Glykogen
und Lipidtropfen (Abbildung 3) [& 111,
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopisches Bild eines typischen Gelenk-Chondrozyten [, Der Chondrozyt
zeigt seine phanotypische runde bis ovale Form. 1 - Zellkern; 2 — raues endoplasmatisches Retikulum;

3 — Mitochondrium; 4 — Lipidtropfen; 5 — Glykogengranula

Chondrozyten sind fur die Synthese und den Katabolismus der extrazellularen
Matrixbestandteile zustandig. Die extrazellulare Matrix des hyalinen Gelenkknorpels
besteht hauptséachlich aus Wasser, Kollagen Typ Il und Proteoglykanen und ist fur die

mechanischen und funktionellen Eigenschaften des Knorpelgewebes verantwortlich 1 2
6,7, 10, 11]

Kollagen Typ Il macht 90-95 % der Kollagene im hyalinen Knorpel aus und ist
Hauptbestandteil der Kollagenfibrilen. Die  Kollagenfibrilen bilden eine
Gitterkonstruktion, durch die das Knorpelgewebe seine Form und Festigkeit erhalt.
Weitere Kollagene, die unter anderem fir die Quervernetzung der Kollagenfibrillen
verantwortlich sind, sind die Kollagene vom Typ V, VI, IX, X und XI 5 10221 |m engen
Kontakt mit der kollagenen Gitterkonstruktion stehen die Proteoglykane. Diese liegen
zwischen den Kollagenfibrillen verteilt und setzen sich aus einem zentralen Protein und
aus daran gebundenen sulfatierten Polysaccharidketten (Glykosaminoglykanen)
zusammen (Abbildung 4). Die Form der Proteoglykane ist mit Flaschenbirsten
vergleichbar. Durch ein ,link protein“ binden die Proteoglykane an Hyaluronsaure.

Hyaluronsaure ist ein langes, verzweigtes Glykosaminoglykan, das aus nicht-sulfatierten



1 Einleitung

Disaccharideinheiten aufgebaut ist. Durch die negative Ladung der Polysaccharidketten
zieht das Aggregat aus Proteoglykanen, Hyaluronsdure und anderen
Glykosaminoglykanen Wassermolekile an und wird somit hydratisiert [2 3 5 10. 11 |m
hyalinen Knorpel kommt vor allem das groRe Proteoglykan Aggrekan vor. Die
Aggrekanmolekile machen 90 % der gesamten extrazellularen Knorpelmatrix aus und
fullen beinahe den gesamten Raum zwischen den Kollagenfibrilen aus [Bl. Die
Wasserbindungsfahigkeit des Aggrekans fuhrt zu der hohen Druck-Elastizitat des
hyalinen Knorpels. Wirkt Druck auf das Gewebe ein, werden die Wassermolekile
teilweise aus ihrer Bindung mit den Polysaccharidketten verdrangt. Die negativen
Ladungen kommen sich bei weiterem Druck ndher und stofR3en sich gegenseitig ab. Einer
weiteren Kompression wird dadurch entgegengewirkt. Mit Nachlassen des Drucks wird
das Wasser erneut von den negativen Ladungen angezogen [?. Aufgrund der raumlichen
Limitation durch das Kollagennetzwerk sind nur 40 — 60 % der Proteoglykane hydratisiert.
Durch die somit dauerhaft vorhandenen Abstol3ungskréafte der freien negativ geladenen
Enden der Polysaccharidketten kommt es zu einem Quellungsdruck, der dafur
verantwortlich ist, auf den Knorpel einwirkende Druckkréafte abzufedern [ 19, Wird das
Kollagennetzwerk beschadigt, fuhrt die ungehinderte Hydratation der Proteoglykane zu

einem Anschwellen und Aufweichen des Knorpelgewebes 19,

Abbildung 4: Extrazellulare Matrix des hyalinen Knorpels (AG Schulze-Tanzil)

Da Kollagen Typ Il und Aggrekan spezifische Bestandteile der extrazellularen Matrix
hyalinen Knorpels sind, gelten diese beiden Makromolekile als Marker fir die

phanotypische Stabilitat von hyalinen Gelenkchondrozyten [,

10



1 Einleitung

Artikularer Gelenkknorpel lasst sich morphologisch in vier Zonen aufteilen, die
kontinuierlich ineinander Ubergehen: die oberflachliche oder tangentiale Zone, die
mittlere Zone, die tiefe Zone und die kalzifizierte Zone 3l. Die verschiedenen Zonen
unterscheiden sich unter anderem durch ihre Dicke, die Anordnung der Chondrozyten
und die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (Abbildung 5). In der
oberflachlichen Zone ist die Zelldichte relativ hoch. Die Chondrozyten sind abgeflacht bis
spindelférmig und kleiner als in den darunterliegenden Schichten. Sie sind, ebenso wie
die Kollagenfasern, parallel zur Knorpeloberflache angeordnet. Die Organisation der
oberflachlichen Zone spiegelt somit ihre funktionale Rolle wieder. Sie ist zwar
komprimierbar, besitzt aber kaum stoRdampfende Wirkung, sondern leitet vor allem
horizontal einwirkende Scherkrafte auf die unteren Schichten weiter [9. Die
Chondrozyten der oberflachlichen Zone verhalten sich deutlich steifer und viskdser als
die Chondrozyten der tieferen Zonen [ 1314151 Qperflachlich gelegene Chondrozyten
sezernieren zudem das Glykoprotein Lubricin, das ein wichtiger Bestandteil der
Synovialflissigkeit ist, die die Reibung im Gelenk reduziert 1°. Dagegen sind die
Synthese von extrazellularen Matrixbestandteilen (beispielsweise Kollagen Typ Il oder
Aggrekan) und die Proliferationsrate herabgesetzt. Die oberflachliche Zone macht etwa
10-20 % der Knorpeldicke aus 3. In der mittleren Zone des hyalinen Knorpels finden
sich im Vergleich zu den anderen Zonen des Gelenkknorpels die Kollagenfibrillen mit
dem grof3ten Durchmesser. Zudem ist hier die Konzentration an Proteoglykanen, wie zum
Beispiel Aggrekan, am hdchsten und die Konzentration an Wasser am niedrigsten. Die
Chondrozyten entsprechen ihrem Phanotyp und sind somit oval bis rundlich. Sie sind in
Saulen senkrecht zur Gelenkoberflache angeordnet. Die Zelldichte ist geringer als in der
oberflachlichen Zone. Die Chondrozyten zeigen einen hohen Umsatz an extrazellularen
Matrixbestandteilen. Die Kollagenfasern verlaufen ohne erkennbare Richtung, auch wenn
die Fasern teilweise der Ausrichtung der einwirkenden mechanischen Kréafte folgen 19,
Die mittlere Zone bildet etwa 10-40 % der Knorpeldicke 5 13 14 yund federt als eine Art
mechanisches Kissen die einwirkenden Krafte ab 9. Auch in der tiefen Zone des
Gelenkknorpels sind die Chondrozyten oval bis rund und in senkrechten Saulen zur
Knorpeloberflache angeordnet. Die Kollagenfasern verlaufen ebenfalls senkrecht und
reichen bis in die ,tidemark®, der Grenze zwischen nicht-kalzifizierter und kalzifizierter
Matrix. Die tiefe Schicht zeichnet sich vor allem durch eine hohe Festigkeit aus. Sie macht
uber 40 % der Knorpeldicke aus [5 10.13. 14,15 Dije kalzifizierte Zone trennt den hyalinen

Knorpel von dem darunterliegenden subchondralen Knorpel . Das Gewebe ist sehr fest

11
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und weist die geringste Zelldichte aller Knorpelzonen auf. Die Chondrozyten sind rund
und metabolisch kaum aktiv. Die Kollagenfasern verlaufen senkrecht. Sie sind mit den
Kollagenfasern des Knochens verbunden und stellen somit eine biomechanische

Verbindung von Knorpel und Knochen her 119,

Oberflache —__

Oberflachliche Zone

Mittlere Zone

Tiefe Zone

Tidemark

Kalzifizierte Zone

Knochen

Abbildung 5: Schematische Zoneneinteilung des Gelenkknorpels [13]

Bereits kleine Veranderungen der zonalen Struktur kénnen die Funktionalitat des
Gelenkknorpels beeinflussen und zu einer progressiven Degeneration der

Gelenkoberflache fuhren 71

1.1.2 Regenerationspotential des Gelenkknorpels

Hyaliner Gelenkknorpel zéhlt zu den bradytrophen Geweben. Der Matrixumsatz der
Chondrozyten ist sehr langsam. Die Halbwertszeit von Kollagen wird beispielsweise auf
mehrere Jahrzehnte geschéatzt 1% Nach dem Schluss der Epiphysenfugen konnen
zudem keine multipotenten Stammzellen mehr in das Knorpelgewebe und in den
Knorpeldefekt wandern. Das Regenerationspotential des Gelenkknorpels ist somit sehr

gering [10. 161,

Durchdringt ein Knorpeldefekt nicht den subchondralen Knochen, so heilt er nicht ab.
Reicht der Defekt allerdings bis in den Markraum des Knochens, gelangen

12



1 Einleitung

mesenchymale Stammzellen in den Defekt. Es entsteht Faserknorpel, der den Defekt
ausfullt (Abbildung 6) 171, Das faserknorpelige Narbengewebe kann auf Dauer den in den

Gelenken auftretenden Driicken jedoch nicht standhalten und degeneriert 15 17, 20, 21],

O Ny

a 7 ‘ . b ' g C ¢ ” . 'V‘ d

Abbildung 6: Verschiedene Knorpelqualitdten in der Knorpelregeneration. a - Hyaliner Knorpel mit
Chondrozyten in phanotypischer runder bis ovaler Form, b — Hyaliner und Faserknorpel mit einer Mischung
von ovalen und spindelférmigen Chondrozyten, ¢ — Faserknorpel mit spindelférmigen Chondrozyten und

sichtbaren Kollagenfaserbiindeln, d — Faserknorpeliges Narbengewebe; Messbalken: 50um 211

1.2 Knorpelschaden

Degenerative und traumatische Gelenkschaden sind wegen ihrer Haufigkeit, der damit
einhergehenden Einschrédnkung der Gelenkfunktionalitat und des Auftretens von
Schmerzen eine bedeutsame Erkrankung 8. Arthrose ist die weltweit am h&ufigsten
vorkommende Gelenkerkrankung 9. Sie ist charakterisiert durch die degenerative
Zerstorung des betroffenen Gelenkknorpels und der an das Gelenk angrenzenden
Knochen, Gelenkkapseln, Muskeln und Bander [0 19 Besonders an den groR3en
Gelenken der unteren Extremitat, wie dem Knie- und dem Hiuftgelenk, wird der
Gelenkknorpel sehr hohen Druckbelastungen ausgesetzt, die Druckspitzen von bis zu
400 kg/cm? erreichen B, Kommt es in diesen Gelenken zu Mikrotraumen oder groReren
Defekten, die nicht oder nur durch minderwertiges faserknorpeliges Narbengewebe
repariert werden koénnen, fihrt das haufig zu arthrotischen Verédnderungen der
Gelenkoberflache. Klinisch kann es zu den typischen Symptomen Schmerz und

Gelenkerguss sowie Gangproblemen kommen [10],

Prinzipiell lassen sich zwei Formen der Arthrose unterscheiden: die primére,
idiopathische Form und die sekundare Form, der eine bekannte Grunderkrankung

zugrunde liegt. Ursachen der sekundaren Form kdnnen unter anderem Fehlbelastungen
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durch Achsfehlstellungen, Ubergewicht, rheumatische Erkrankungen und traumatische
Schadigung sein 1520 Aufgrund der anfanglichen Beschwerdefreiheit kommt es oftmals
erst spat zu einer Diagnosestellung, sodass bereits irreversible Verdnderungen des
Gelenkknorpels vorliegen. Im Endstadium der Arthrose kommt es zum vollstandigen
fokalen Verlust des hyalinen Knorpels, sodass der subchondrale Knochen sichtbar wird
(Abbildung 7). Dieser Zustand wird auch als ,Knorpelglatze“ bezeichnet. Durch den
Verlust des druckelastischen Knorpeliiberzugs kommt es zu einer deutlichen
Verschmalerung des Gelenkspaltes (Abbildung 8). Unter den Druckbelastungen auf den
Knochen kann es zu Knochendeformitaten bis hin zur Versteifung des Gelenkes kommen
[151  Dies kann Uber die Einschrankung der Beweglichkeit zu Behinderungen im

alltaglichen Leben und zum Verlust an Lebensqualitat fuhren.

Abbildung 7: Arthroskopisches Bild eines arthrotisch veranderten Kniegelenkes (Klinik fir Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie Charité Berlin, Campus Benjamin Franklin). Auf der unteren Bildhalfte ist der
subchondrale Knochen durch den Verlust des druckelastischen Knorpelgewebes als ,Knorpelglatze®
sichtbar. Der umgebende Knorpel ist aufgefasert. Dieser Zustand entspricht einer fortgeschrittenen
Gelenkdestruktion.
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Abbildung 8: Rontgenbilder eines arthrotisch veranderten Kniegelenkes. Sichtbar ist eine deutliche
Verschmaélerung des Gelenkspaltes in anterior-posteriorem Strahlengang (a) und lateralem Strahlengang
(b) (Klinik far Unfall- und Wiederherstellungschirurgie Charité Berlin, Campus Benjamin Franklin).

Soziobkonomisch verursacht die Arthrose primar durch inre Behandlungskosten als auch
sekundar durch Arbeitsausfalle und Fruhberentungen hohe Kosten [%, Die
Lebenszeitpravalenz der Arthrose steigt mit dem Lebensalter an. In einer Untersuchung
des Robert-Koch-Institutes im Jahr 2010 betrug die Lebenszeitpravalenz bei Frauen Uber
dem 60. Lebensjahr etwa 50 % und bei Mannern tber dem 60. Lebensjahr etwa 30 %
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Lebenszeitpravalenz der Arthrose 2010 in Deutschland 2%
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Mit dem zunehmenden Anstieg des durchschnittlichen Lebensalters wird es in Zukunft

hypothetisch auch zu einem Anstieg der Arthroseerkrankungen kommen.

1.3 Therapieansatze von Knorpelschaden

Ziele der Therapie von Gelenkknorpelschaden sind die Schmerzreduktion, die
Verbesserung der Funktionalitat des betroffenen Gelenkes und die Verlangsamung oder
Verhinderung einer Arthroseprogression 18 23 |m Spatstadium der Arthrose bleibt
oftmals nur noch der Gelenkersatz durch eine Endoprothese. Fur altere Patienten stellt
die Endoprothetik oftmals eine gute Therapieoption dar. Sie fuhrt zu einer schnellen
Schmerzreduktion und Verbesserung der Gelenkfunktion. Da die Implantate aber eine
beschrankte Lebensdauer haben und jeder Wechsel eines Implantates zu einem
erhohten perioperativen Risiko fuhrt, ist die Endoprothetik fir jungere Patienten keine

zufriedenstellende Therapieoption [,

Géangige Verfahren, die darauf abzielen die Knorpelregeneration anzuregen, sind das
Débridment, die Mikrofrakturierung und die autologe oder allogene osteochondrale
Transplantation [23, Bei der Mikrofrakturierung wird der subchondrale Knochen
angebohrt, wodurch es zu einer Einwanderung von multipotenten Stammzellen kommt.
Es bildet sich faserknorpeliges Narbengewebe, dessen biomechanische Belastbarkeit
auf Dauer schwer vorhersehbar ist. Meist korreliert das Ergebnis mit der Gro3e und dem
Stadium des Knorpeldefektes 18 Je groRer der Defekt, desto groRer ist das mit
Faserknorpel aufgefillte Areal und desto groRRer ist die Gefahr, dass der Ersatzknorpel
den Belastungen des Gelenkes nicht standhalten kann und degeneriert. Bei der
osteochondralen Transplantation von Knochen-Knorpel-Zylindern wird der Defekt zwar
mit hyalinem Knorpel ersetzt, Nachteile sind aber insbesondere die Schwierigkeit die
Transplantate zu fixieren und somit eine kontinuierliche Gelenkoberflache herzustellen,
die Gelenkwélbungen nachzubilden und die limitierte Verfigbarkeit der Transplantate.
Zudem ist mit der Transplantation ein erhdhtes Infektrisiko und ein gehauftes Auftreten

von Entnahmestellenmorbiditaten verbunden [7- 241,

Eine Alternative zu den genannten Therapieoptionen ist die autologe
Knorpelzelltransplantation, die das Ziel hat, eine Regeneration des Knorpelgewebes
durch die Transplantation von Zellen, die ein chondrogenes Potential besitzen, zu
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erreichen 9. Bis heute konnen groRere Knorpelschaden nur durch die autologe

Knorpelzelltransplantation mit hyalinartigem Knorpelgewebe gedeckt werden [16],

Sowohl experimentell als auch in der klinischen Anwendung zeigte die autologe
Knorpelzelltransplantation eine Verbesserung der Heilung von Gelenkknorpeldefekten.
2003 untersuchten Peterson et al. 58 Patienten mit Osteochondrosis dissecans, die eine
autologe Knorpelzelltransplantation erhalten hatten. Bei 93 % der Patienten trat eine
verbesserte Heilung des hyalinen Gelenkknorpels auf. Dabei konnte keine Korrelation

zwischen der DefektgréRe und dem Therapieergebnis festgestellt werden [26. 27 28, 29],

Die Indikationen und Voraussetzungen fir eine autologe Knorpelzelltransplantation
wurden in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie (DGU) und der
Deutschen Gesellschaft fur Orthopadie und Orthopadischer Chirurgie (DGOOC) definiert

und sind aktuell unter anderem gegeben bei

Knorpelschaden Grad 3 und 4 nach ICRS mit einer DefektgréR3e von 3-10 cm?,

— tragfahigem Umgebungsknorpel,

— intakter korrespondierender Gelenkflache (Schadigung bis maximal Grad 2 nach
ICRS),

— intaktem Meniskus (Teilresektion bis maximal ein Drittel des Gesamtvolumens),

— maximal zwei unabhangigen Defekten, die aber nicht miteinander korrespondieren
darfen,

— physiologischer oder korrigierter Beinachse,

— suffizienter Bandfuhrung,

— freier Gelenkbeweglichkeit,

— Lebensalter bis 50 Jahre [29],

Die Indikation fur die Durchfuhrung einer Knorpelzelltransplantation wird in einer
arthroskopischen Voruntersuchung Uberprift. Liegen die genannten Voraussetzungen
vor, werden aus einem unbelastetem Teil des Gelenks ein bis zwei Knorpel-Stanzzylinder
entnommen und unter sterilen Bedingungen in speziellen Transportgefal3en zu einem
Zelllabor transportiert. Dort werden die Chondrozyten enzymatisch aus der sie
umgebenden Knorpelmatrix isoliert und in einer Zellkulturflasche kultiviert. Die
Chondrozyten vermehren sich in der Zellkulturflasche in einem sogenannten Monolayer,

also in einer zweidimensionalen Umgebung. Im Anschluss werden die Zellen in eine
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dreidimensionale Kulturumgebung tberfuihrt. Um einen Knorpelschaden, der 1 cm? grof3
ist, decken zu kénnen, sind etwa eine Million Chondrozyten erforderlich 31, Ist die fiir die
Deckung des Knorpelschadens bendtigte Zellzahl erreicht, werden die Zellen einigen
Qualitatskontrollen unterzogen. Neben Infektionskontrollen werden die Zellen unter
anderem hinsichtlich ihres morphologischen Phéanotyps, ihrer Transkription
knorpelspezifischer Matrixproteine (Kollagen Typ II, Aggrekan), ihrer Vitalitat und ihrer
absoluten Zellzahl im Transplantat Uberprift 16 31, Sind die Qualitatsanforderungen
erfullt, werden die Zellen zur Transplantation freigegeben. Die Transplantation der Zellen
erfolgt in einem zweiten operativen Schritt. Die implantierten Chondrozyten produzieren
Knorpelmatrix, die den Knorpeldefekt nach und nach auffillt. Der schematische Ablauf

einer Knorpelzelltransplantation ist in der Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Schematischer Ablauf einer Knorpelzelltransplantation [321

1.4 Chondrozyten in der Zellkultur

Die arthroskopisch gewonnene Menge an Chondrozyten ist zu gering, um den
Knorpeldefekt zu decken. Daher missen die Chondrozyten in vitro kultiviert und
expandiert werden. Die Expansion von Chondrozyten erfolgt in einer Monolayer-Kultur,
das heil3t in einem zweidimensionalen Kultursystem in Zellkulturflaschen, also auf einer
Oberflache aus synthetischen Polymeren. Die Kultivierung von Chondrozyten in einem
Monolayer ist 6konomisch und technisch simpel und macht die Gewinnung einer hohen
Zellzahl moglich M, Zweidimensionale Kultursysteme fordern also die Proliferation der

Chondrozyten, flihren bei langerer Kultivierung jedoch zu einem Verlust des spezifischen
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Phanotyps der Zellen sowie zu einer Anderung des Gen- und Expressionsprofils der

Chondrozyten. Man spricht von einer Dedifferenzierung der Zellen [® 11. 17, 20, 33],

Im Zuge der Dedifferenzierung andert sich die runde oder polygonale Zellform der
Chondrozyten in eine flache, langliche Form, die dem Phanotypen fibroblastischer Zellen
entspricht  (Abbildung 11). Die Synthese der gelenkknorpelspezifischen
Matrixbestandteile, wie Kollagen Typ Il oder Aggrekan, wird reduziert. Im Gegenzug
erhoht sich die Expression gelenkknorpelunspezifischer Matrixbestandteile, wie Kollagen
Typ | 3],

Dedifferenzierte Chondrozyten produzieren also keine gelenkknorpelspezifischen
Matrixbestandteile mehr und sind daher zur Deckung eines Gelenkknorpeldefektes

ungeeignet.

Dedifferenzierte Zellen konnen in dreidimensionalen (3D) Kultursystemen wieder zu
ihrem urspriinglichen Phanotyp zurtickgefihrt werden [10. 11 17. 20 Viele dieser
Zellkulturtechniken nutzen Biomaterialien, wie Agarosegel, Alginat und Fibrin, um diese

dreidimensionale Umgebung zu erzeugen [11.17. 23],
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Abbildung 11: Humane Gelenkchondrozyten in einer Monolayer-Kultur nach einer Kultivierungszeit von
24 Stunden (24 h) und 5 Tagen (5 d). Die Zellen veréandern ihre runde oder polygonale Form zu einem
fibroblastendhnlichen Phanotyp mit l&anglichen, flachen Zellen [33].

1.5 Zielstellung

Die autologe Knorpelzelltransplantation hat in den letzten Jahren in der Therapie von
Gelenkknorpeldefekten Erfolge gezeigt [18 26. 28 311 Die Vermehrung der autologen
Chondrozyten auf kommerziell erhéltlichen polymeren Oberflachen flihrt jedoch zu einer

Dedifferenzierung der Zellen. Aus diesem Grund steigt die Nachfrage nach optimierten
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polymeren Oberflachen, die den differenzierten Phanotyp der artikularen Chondrozyten

erhalten und womaglich als medizinisches Produkt anwendbar sind.

Die Veranderung der Oberflachenbeschaffenheit der Polystyrol-Zellkulturgefal3e fur eine
Monolayer-Kultur oder die Verwendung neuer Polymere kénnten den Phanotyp und das
Expressionsprofil der Chondrozyten beeinflussen. Zurzeit gibt es aber kaum
Untersuchungen, die diesen moglichen Einfluss auf die Kultivierung artikulérer

Chondrozyten beschreiben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Polymere Polyetherimid (PEI) und Polystyrol (PS)

als Oberflachen fur die Kultivierung artikularer Chondrozyten untersucht.

PEI ist als Material fur Medizinprodukte von grol3em Interesse, da es nicht leitend ist und
gegenuber Hitze, mechanischen und chemischen Einflissen sehr stabil ist. Somit kann
PEI dampfsterilisiert werden [B4. Ein weiterer Vorteil hinsichtlich des Einsatzes im
medizinischen Bereich besteht darin, dass PEI chemisch leicht mit biologisch aktiven
Liganden modifiziert werden kann [35 36. 37. 381 pE| hat wahrend der Zellkultur keine
zytotoxischen Auswirkungen auf die Zellen 9. In vorangegangenen Studien wurden
porcine Gelenkchondrozyten auf Geristen aus PEI -Fasern kultiviert. Dabei zeigte sich
das Material als biokompatibel und erlaubte die Anlagerung und das Wachstum von

Chondrozyten. Zudem konnte die Synthese von Kollagen Typ Il nachgewiesen werden
[40],

Neben der Auswahl des geeigneten Polymers gibt es in der vorliegenden Arbeit eine
weitere Variable, um den Phanotyp der Chondrozyten wahrend der Expansion zu
stabilisieren. Durch ein Anrauen der Oberflache in verschiedenen Rauigkeitsstufen soll
die natdrliche 3D Umgebung der Chondrozyten, wie sie im Gelenk vorliegt, imitiert
werden und somit moglicherweise eine Dedifferenzierung der Zellen verhindert werden.
Zudem soll die angeraute Oberflache den Zellen viele Adhasionspunkte bieten und somit
die Anlagerung der Zellen an die Oberflache des Polymers verbessern.

Es wurde bereits nachgewiesen, dass der Phanotyp und die Proliferation von
Chondrozyten durch das Wachstum auf verschieden angerauten Titanoberflachen

beeinflusst wird 41 42],

Bei der Testung des Einflusses neuer Biomaterialien auf die Zellen wird gewdhnlich eine

Scheibe des zu testenden Materials in die Vertiefungen einer Multiwell-Platte gelegt, auf
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der die Zellen wachsen. Der Nachteil eines solchen Vorgehens ist, dass eine
Unterscheidung zwischen den Effekten, die durch das Material der Multiwell-Platte und
den Effekten, die durch das zu testende Material hervorgerufen werden, nicht
vollkommen moglich ist. Aus diesem Grund wurden fur die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit Zellkulturinserts aus PEI und PS mittels Spritzguss hergestellt. So
wurde sichergestellt, dass die Zellen wahrend der Kultur ausschlief3lich Kontakt mit dem

Zu testenden Material haben.

Gepruft wurden die Anlagerung der Chondrozyten an die Zellkultur-Oberflache, das
Wachstum und die Vitalitit der Zellen sowie die Genexpression der
gelenkknorpelspezifischen Matrixproteine Kollagen Typ Il und Aggrekan. Als Marker fur
eine Dedifferenzierung der Zellen diente die Untersuchung der Genexpression des

Kollagen Typ I.

Als Kontroll-Oberflache dienten kommerziell erhaltliche 24-Well- und 96-Well-Zellkultur-

Kunststoffplatten aus PS mit glatter Oberflache.
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2 Material
2.1 Inserts

In dieser Arbeit wurden speziell fur 24-Well- und 96-Well-Platten angefertigte Inserts aus
PElI und PS mit je drei verschiedenen Rauigkeitsstufen der Oberflache (Tabelle 2,
Abbildung 12) verwendet.

Das fur die Anfertigung der Inserts verwendete PEI stammte von ,General Electric”
(ULTEM ® 1000, General Electric, New York, USA), das PS von BASF (Type 158K,
BASF, Ludwigshafen, Deutschland). Beide Polymere wurden unverandert fir die

weiteren Produktionsschritte genutzt.

Die Inserts wurden mit je drei verschiedenen Rauigkeitsstufen mittels Spritzguss durch
eine Spritzguss-Maschine (Alrounder 270U, Arburg Corp., Minsingen, Schweiz)
angefertigt. Das Spritzgussverfahren wird vor allem in der Verarbeitung von Polymeren
angewendet. Dabei wird das Polymer zu einer viskosen Flussigkeit geschmolzen und
unter Druck in eine Form gepresst. Die Form und Oberflachenstruktur kénnen dabei
beinahe frei gewahlt werden. Bereits nach wenigen Sekunden erfolgt die Abkuhlung unter
Aufrechterhaltung des Drucks zu einer festen Form. Durch dieses Verfahren ist es

maoglich eine groRe Stiickzahl schnell und kostenguinstig herzustellen 31,

In der vorliegenden Arbeit wurden maRgefertigte Gussformen von ,Dreuco Formenbau
GmbH* aus Berlin verwendet. Der obere AuRendurchmesser der 24-Well-Inserts betrug
12,4 mm, der untere AulRendurchmesser 10,5 mm, die Hohe des Inserts 15 mm und die
Wanddicke 1 mm. Der obere Aul3endurchmesser der 96-Well-Inserts betrug 6,5 mm, der
untere Auf3endurchmesser 5,5 mm, die H6he des Inserts 11 mm und die Wanddicke 0,5

mm.

Die drei Rauigkeitsstufen der Inserts (Tabelle 2, Abbildung 12) wurden durch die
Verwendung von verschieden strukturierten Zylindern erzeugt. Dabei diente eine polierte
Kontaktflache der Herstellung der Oberflachen der Rauigkeitsstufe RO (glatt). Zwei nach
DIN 16747 mikrostrukturierte Oberflachen, M 30 und M 45, dienten der Produktion der

Oberflachen der Rauigkeitsstufen RI (mittelrau) und RII (rau) 14 451,
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Tabelle 2: Rauigkeitsstufen der Polystyrol- und Polyetherimid-Zellkulturinserts

Muster-Nummer Rauigkeitsstufe Rq [um]
PS24R0 RO 0,29 + 0,07
PS24RI RI 3,47 £0,28
PS24RlI RII 22,16 £ 0,64
PEI24R0 RO 0,23 + 0,07
PEI24RI RI 3,92 £ 0,20
PEI24RII RII 22,65 + 0,80
PS96R0 RO 0,12+ 0,04
PS96RI RI 3,52 +0,26
PS96RII RII 16,04 £ 1,24
PEI96RO RO 0,14 + 0,05
PEI96RI RI 4,14 + 0,32
PEI96RII RII 13,38 £ 0,79
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Abbildung 12: Mal3gefertigte PS- (A) und PEl-Inserts (B). Der Boden mit den unterschiedlichen

Rauigkeitsstufen zeigt nach oben.
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Das PS wurde wahrend des Gussverfahrens auf Temperaturen zwischen 210 °C und 230
°C, das PEI auf Temperaturen zwischen 320 °C und 380 °C erhitzt. Alle Inserts wurden
vor ihrer Verwendung sterilisiert. Die PS-Inserts wurden unter Verwendung des Gases
Ethylenoxid sterilisiert (10 % Ethylenoxid, 54 °C, 65 % relative Luftfeuchtigkeit, 1,7 bar, 3
Stunden Gasexposition, 21 Stunden Belilftungsphase). Die Sterilisation der PEI-Inserts
erfolgte durch 121 °C heiRen Dampf bei 2 bar fir 20 Minuten unter Verwendung des
Systec Autoklaven D-65 (Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland) 441,

Die chemische Struktur der Kunststoffe ist in Abbildung 13 dargestellt.

Abbildung 13: Chemische Strukturen von Polystyrol (A) und Polyetherimid (B) ¢!

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Versuchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien und

Versuchsmaterialien sind in den Tabellen 3 und 4 aufgelistet.
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz / Enzym

Firma

Alamar Blue® Farbeldsung

Invitrogen™ USA

Alcianblau 8GX, 1 %

Carl Roth GmbH, DE

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, USA

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Biochrom AG, DE

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Carl Roth GmbH, DE

Eselserum (Donkey-Serum)

Chemicon, USA

Essentielle Aminosauren, 50x MEM-AS

Biochrom AG, DE

Essigsaure, 96 %

Merck KGaA, DE

Ethanol, 70 %

Merck KGaA, DE

Ethidiumbromidlésung, 10 mg/ml

Carl Roth GmbH, DE

Fetales Kalberserum (FKS)

Biochrom AG, DE

Fluoresceindiacetat

Sigma-Aldrich, USA

Fluoromount

Southern Biotech, USA

Gentamycin

Biochrom AG, DE

Ham’s F12

Biochrom AG, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, DE

Paraformaldehyd, 4 %

Carl Roth GmbH, DE

Partricin, 50 pg/ml

Biochrom AG, DE

Penicillin, 10 mg/ml

Biochrom AG, DE

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochrom AG, DE

Roticlear

Carl Roth GmbH, DE

Streptomycin, 10 mg/ml

Biochrom AG, DE

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)

Merck KGaA, DE

Triton X-100

Sigma-Aldrich, USA

Trypanblau, 1 %

Biochrom AG, DE

Trypsin / EDTA

Biochrom AG, DE

Vitamin C (Ascorbinséure, 25 mg/ml)

Sigma-Aldrich, DE
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Tabelle 4: Verwendetes Versuchsmaterial

Versuchsmaterial

Firma

BD Falcon 15/25 ml

BD Biosciences, USA

Eppendorfcup 0,5/1,5/2 ml

Eppendorf AG, DE

Eppendorf-Pipetten

Eppendorf AG, DE

Glasplattchen VWR, DE
Insulinspritze 10 ml BD, USA
Serologische Pipetten Eppendorf AG, DE
Scraper 24 cm TPP, CH

Spritzen Plastipak und Kanulen 22G BD, ES

Sterile Pinzetten Aesculap, DE
Objekttrager und Deckglaser Menzel, DE
Zahlkammer VWR, DE

Zellkulturflasche Cell plus T175

Sarstedt AG, DE

Zellkulturflasche Cell plus T75

Sarstedt AG, DE

Zellkulturplatte Cell plus 6-Well

Sarstedt AG, DE

Zellkulturplatte Cell plus 24-Well

Sarstedt AG, DE

Zellkulturplatte Cell plus 96-Well

Sarstedt AG, DE

2.3 Medien und Puffer

Die Zusammensetzung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Medien und Puffer ist

in den Tabellen 5 und 6 aufgelistet.
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Tabelle 5: Verwendete Medien in der Zellkultur

Medium Zusammensetzung
DMEM / Ham's- 48 % Ham’s F12 (Biochrom AG, DE)
Medium 48 % DMEM (Biochrom AG, DE)

1 % essentielle Aminosauren (Biochrom AG, DE)
1 % Partricin (Biochrom AG, DE)

1 % Penicillin / Streptomycin (Biochrom AG, DE)
1 % Vitamin C (Biochrom AG, DE)

2 mM L-Glutamin (Biochrom AG, DE)

Kulturmedium

90 % DMEM / Ham's-Medium
10 % FKS (Biochrom AG, DE)

Einfriermedium

90 % FKS (Biochrom AG, DE)
10 % DMSO (Carl Roth GmbH, DE)

Poly-L-Lysin-Losung

99 % PBS (Biochrom AG, DE)
1 % Poly-L-Lysin (Biochrom AG, DE)

Tabelle 6: Weitere verwendete Medien und Puffer

Medium / Puffer

Farbeldsung (FDA)-Stammldsung
(=3 mg FDAin 1 ml
Aceton)

— Ethidiumbromid
(EtBr)-1%
Stammldsung

— 1 ml 1xPBS

(Resazurin)

Zusammensetzung

Alamar Blue Lebend-Tot-Farbung cDNA-Synthese Puffer
— Alamar — 3 mg/ml — gDNA Wipeout
Blue® Fluoresceindiacetat Puffer

— Quantiscript RT
Puffer

— Reverse
Transkriptase

— RNase freies
Wasser

— RT Primer Mix

— Template-RNA
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2.4 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer sind in der Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Primer Firma 5-3‘-Primesequenz Assay-ID Genreferenz Ampli-
(mMRNA) fikat-
GroRe
(bp)
Humanes | ABI * Hs00264 | NM_033150.2 124
CoL2A1 051 m
Sus ABI * Ss03374 | NM_00116465 60
Scrofa 823 mil
ACAN
Sus ABI * Ss03376 | AK237086.1 77
Scrofa 081 ul
ACTB
Maus Qiagen | TGGGACGACATGGAGAA 241014 | NM_007393 147
ACTB (F) GAAGGTCT-
CAAACATGATCTGG
(R) GCCCCCCT-
GAACCCTAA (P)
Humanes | Qiagen | GGCAACGATGGTGCTAA 241462 | NM_000088 138
COL1A1 (F) GACCAGCATCAC-
CTCTGTC (R)
AATGCCTGGT-
GAACGTG (P)

* Vom Hersteller nicht verdffentlicht
F = Forward Primer, R = Reverse Primer, P = Probe, bp = Basenpaare, ABI = Applied Biosystems by Life
Technologies Ltd (Darmstadt, DE), Qiagen = Qiagen GmbH (Hilden, DE)

2.5 Kits

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kits sind in der Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: Verwendete Kits

Verfahren

Kit/Firma

RNA-Isolation

RNeasy Mini Kit, Qiagen, DE

cDNA-Synthese

Quantitec Reverse Transcription Kit, Qiagen, DE

PCR
USA

TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems,

Quantitec Gene Expression Assay, Qiagen, DE

2.6 Gerate

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate sind in der Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Gerate

Laborgerate

Firma

CO2-Brutschrank, 37 °C, 5 % CO2

Thermo scientific, DE

Eppendorf Zentrifuge 5415D

Eppendorf, DE

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40

Carl Zeiss AG, DE

Gradienteneinfriergefald

BIOSAFE®, Cryotherm

Invertmikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss AG, DE

Kamera Color View I

Olympus Europa Holding GmbH, DE

Kryostat

Microm, DE

Mastercycler

Eppendorf, DE

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo scientific, DE

Opticon | — Real Time Cycler

Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

Sterilbank, Holten Laminair

Thermo scientific, DE

Tisch-Zentrifuge 5415 D

Eppendorf, DE

Tecan SpectraFluor Microplate Reader

Tecan Trading AG, CH

Thermo-Cycler

Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

Thermomixer comfort

Eppendorf, DE

Wasserbad

Thermo scientific, DE

Zentrifuge Multifuge 1S

Heraeus, UK
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2.7 Software
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Software ist in der Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Verwendete Software

Verfahren Software/Firma
Graphen und Statistik Graphpad Prism 5, GraphPad Software, Inc., USA
Mikroskopie CellD Imaging Software, Olympus Europa Holding GmbH,

DE

PCR Opticon Monitor 3.1, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA
RNA — Nano-Drop ND-1000 V 3.7.0, Thermo scientific, DE
Konzentrationsmessung
Tabellenkalkulation Microsoft Office Excel, Microsoft Corporation, USA
Textverarbeitung Microsoft Office Word, Microsoft Corporation, USA
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3 Methodik

Um den Einfluss der Kunststoffe PEI und PS sowie der unterschiedlichen Rauigkeit der
Oberflache zu testen, wurden porcine Gelenkchondrozyten auf den unterschiedlich
angerauten Oberflachen der Kunststoffinserts aus PEI und PS kultiviert. Die kultivierten
Zellen wurden im Anschluss vier verschiedenen Tests unterzogen: einer
lichtmikroskopischen Analyse zur Kontrolle der Morphologie und Adharenz der Zellen,
einem Alamar-Blue-Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat der Zellen, einer
Lebend-Tot-Farbung zur Uberpriifung der Vitalitit der Zellen und einer PCR zur
Untersuchung der Genexpression der Zellen. Alle Tests wurden als Kontrolle ebenfalls
mit Chondrozyten durchgefuhrt, die auf kommerziell erhaltlichen 24-Well- und 96-Well-
Zellkultur-Kunststoffplatten kultiviert worden sind. Fir die Auswertung der Lebend-Tot-
Farbung dienten Glasplattchen als Kontrolloberflache.

Im Folgenden werden alle Arbeitsschritte der Zellkultur sowie der durchgefuhrten

Versuche beschrieben.
3.1 Zellkultur

Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche wurden porcine
Gelenkchondrozyten von zwdlf Hausschweinen (3 — 6 Monate alte Hybrid-Schweine)
verwendet. Der Knorpel wurde postmortal aus dem femoropatellaren Gleitlager, den
Femurkondylen des Kniegelenks sowie von der Rickseite der Patella (Facies posterior)
entnommen. Der gewonnene Knorpel wurde anschlieend im Transportmedium (PBS mit

1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % Gentamycin) in das Labor transportiert.

In der Tabelle 11 sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Spender aufgelistet.
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Tabelle 11: Verwendete Spender

Spender, Lichtmikroskopische | Alamar Blue Test LT-Farbung PCR
Passage Fotodokumentation
PGC2 P3 Kontrolle, Kontrolle, Kontrolle,
PS RO -PSRII, PS RO PS RO - PS RII,
PEI RO — PEI RII PEI RO — PEI RII
PGC6 P3 | Nach 48h Zellkultur,
Kontrolle,
PS RO - PS RII,
PEI RO — PEI RII
PGC27 P2 | Nach 72h Zellkultur,
Kontrolle,
PS RO - PS RII,
PEI RO — PEI RII
PGC32 P2 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO - PS RII, PS RO - PS RII,
PEI RO PEI RO — PEI RII
PGC34 P3 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO - PS RII, PS RO
PEI RO PEI RO — PEI RII
PGC38 P2 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO - PS RII, PS RO
PEI RO — PEI RII
PGC40 P2 | Nach 48h Zellkultur, Kontrolle, Kontrolle,
Kontrolle, PS RO -PSRII, PS RO - PS RII,
PS RO - PS RII, PEI RO PEI RO — PEI RII
PEI RO — PEI RII
PGC42 P3 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO, PS RO, PEI
PEI RO RO
PGC48 P3 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO, PS RO, PEI
PEI RO RO
PGC51 P3 Kontrolle, Kontrolle,
PS RO - PS RII, PEI RO — PEI RII
PEI RO
PGC52 P2 | Nach 72h Zellkultur,
Kontrolle,
PS RO - PS RII,
PEI RO — PEI RII
PGC54 P3 Kontrolle, Kontrolle, Kontrolle,
PS RO - PS RII, PS RO PS RO - PS RII,
PEI RO — PEI RII PEI RO — PEI RII
Gesamt PS RO: 4x PS RO: 9x PS RO: 5x PS RO: 5x
PS RI: 4x PS RI: 7x PSRI: - PS RI: 4x
PS RIl: 4x PS RIl: 7x PS RII: - PS RIl: 4x
PEI RO: 4x PEI RO: 9x PEI RO: 2x PEI RO: 6x
PEI RI: 4x PEI RI: 3x PEIRI: - PEI RI: 6x
PEI RII: 4x PEI RII: 3x PEI RII: - PEI RII: 6x

pGC: porcine Gelenkchondrozyten
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Alle Arbeitsschritte der Zellkultur wurden unter einer sterilen Werkbank durchgeftuhrt. Die
verwendeten Arbeitsmaterialien (Glaswaren, Pinzetten etc.) wurden vor ihrer Nutzung in

einem Autoklaven sterilisiert oder waren steril verpackte Einmalartikel (z.B. Pipetten).

3.1.1 Chondrozytenisolierung

Das aus den Kniegelenken der Hausschweine entnommene Knorpelmaterial wurde mit
einem Skalpell in ca. 1 mm grof3e Stiicke zerkleinert und mit PBS gespult. Anschlie3end
folgte der enzymatische Verdau der Knorpelfragmente mit 2 % Pronase (7 U-mg™?), 1:1
verdinnt mit DMEM / Ham's-Medium flr eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank auf dem
Rotationsmischer. Im Anschluss erfolgte der Verdau mit 0,1 % (w/v) Kollagenase (0.1
U-mg?) verdinnt mit Wachstumsmedium, 25 pg-mlt Ascorbinsaure, 50 IU-ml?
Streptomycin, 50 IU-ml* Penicillin, 0,5 pg-ml? Partricin, und essentiellen Aminoséauren
fur 16 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Die isolierten Chondrozyten wurden in
Wachstumsmedium resuspendiert, das mit 10 % FKS erganzt wurde. Darauf folgte die
Aussaat der Chondrozyten in Zellkulturflaschen (2,8 x 10* Zellen-cm?) und die
Kultivierung der Zellen bei 37 °C und 5 % CO2zim Inkubator.

3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen der Chondrozyten

Um die Chondrozyten nach der Isolation auch noch zu einem spéateren Zeitpunkt fir die
Versuche zu erhalten, wurden sie in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff bei -196 °C
kryokonserviert. Zuvor wurden die adharenten Zellen in den Zellkulturflaschen mit PBS
gespult und anschliel3end mithilfe von Trypsin (0,1 % Trypsin in PBS) vom Boden der
Zellkulturflasche gelost. Nach 3 Minuten Einwirkzeit wurde die Wirkung des Trypsin durch
Zugabe von 10 % FKS in DMEM/Ham’s-Medium (Tabelle 5) aufgehoben. Anschliel3end
wurde die Zellsuspension 5 min lang bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellen wurden in 1,8 ml Einfriermedium (Tabelle 5) in Kryordhrchen
gefullt, welche schonend mittels eines Gradienten-Einfriergefaldes um ein Grad Celsius

pro Minute innerhalb von 24 Stunden abgekuthlt wurden.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen 90 Sekunden lang in ein 36 °C
warmes Wasserbad gelegt. Die aufgetauten Zellen wurden anschliel3end in eine mit 20

ml Kulturmedium (Tabelle 5) befiillte und fir einige Minuten im Brutschrank vorgewarmte
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sterile Zellkulturflasche (T175) gegeben. Die Zellkulturflasche wurde zur Kultivierung der
Chondrozyten im Anschluss wieder in den Brutschrank gelegt. Die Kultivierung der
Chondrozyten erfolgte bei 37 °C und 5 % COa.

3.1.3 Expansion der Chondrozyten

Die kultivierten Chondrozyten wurden taglich lichtmikroskopisch beurteilt. Jeden zweiten
Tag wurde das Kulturmedium gewechselt. Bei einer Konfluenz von 80 — 90 %, also einer
beinahe vollstandigen Bedeckung des Zellkulturflaschenbodens mit adharenten
Chondrozyten, wurden das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespult und
anschlieBend trypsiniert. Nach 5 Minuten Einwirkzeit wurde die Wirkung des Trypsin
lichtmikroskopisch beurteilt und nach Ablosen des Zellrasens von der Zellkulturflasche
durch Zugabe von 5 ml 10 % FKS in DMEM/Ham’s-Medium (Tabelle 5) aufgehoben. Die
Zellsuspension wurde in einem Falcon 5 Minuten lang bei 400 g zentrifugiert. Das
Medium Uber dem durch die Zentrifugation entstandenen Zellpellet wurde abgesaugt und
die Zellen wurden unter Zugabe von neuem Kulturmedium auf zwei sterile
Zellkulturflaschen aufgeteilt. Diesen Vorgang nennt man ,Passagierung“ oder
,Umsetzen®. Die kultivierten Chondrozyten erhalten je nach Anzahl der Passagierungen

die Zusatzbezeichnung mit der entsprechenden Passagennummer P(x).

3.1.4 Zellzéhlung

Die vitalen Chondrozyten wurden nach ihrer Farbung mit Trypanblau in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Dazu wurden die Zellen mithilfe von Trypsin von der
Zellkulturflasche abgelodst. Nach Zugabe von 5 ml 10 % FKS in DMEM/Ham’s-Medium
wurde die Zellsuspension 5 Minuten lang bei 400 g zentrifugiert. Das so entstandene
Zellpellet wurde mit 1 ml DMEM/Ham’s-Medium resuspendiert. 10 pl dieser
Zellsuspension wurden mit 20 ul Trypanblau vermischt und im Anschluss auf die
Neubauer-Zellkammer aufgetragen. Vitale Zellen sind in der Lage, Trypanblau
auszuschliel3en. Sie erscheinen unter dem Lichtmikroskop hell. Tote Zellen hingegen
nehmen den Farbstoff auf und sind daher tiefblau gefarbt. Gezéahlt werden nur die hellen,

vitalen Zellen. Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel verwendet:
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Zellanzahl/ml = Mittelwert der Zellzahlung x 3 x Verdiinnungsfaktor x 10*

3.1.5 Aussaat der Chondrozyten in die Inserts

Bei Erreichen einer ausreichenden Zellzahl in der Zellzahlung wurden 6,0 x 104 Zellen
pro cm? der zuvor in den Zellkulturflaschen kultivierten porcinen Gelenkchondrozyten
(Passagen 1 — 3) in die 24-Well-Inserts pipettiert und 24 — 72 Stunden lang kultiviert. Je
Spender wurden drei bis vier Zellkulturinserts pro Muster sowie die entsprechende
Anzahl an Wells der kommerziell erhéltlichen 24-Well-Platte als Kontrolle mit Zellen
bestlickt (Abbildung 14). Die Zellen der 24-Well-Platte wurden im weiteren Verlauf fir die
lichtmikroskopischen Fotodokumentation, die Lebend-Tot-Farbung und/oder die

Genexpressionsanalyse verwendet.

36



3 Methodik

1 2 3 4 5 6

A PEI RO PEI RO PEI RO PEI RI PE! RI PEI RI
B PEI RII PEI RII PEI RII PS RO PS RO PS RO
C PS RI PS RI PS RI PS RII PS RII PS RII
D Kontrolle Kontrolle Kontrolle

A

B

C

D

Abbildung 14: Zellkulturschema der 24-Well-Platten. Schema einer kommerziell erhaltlichen 24-Well-
Platte mit je drei Zellkulturinserts pro Material und Rauigkeitsstufe sowie drei Wells ohne Insert als Kontrolle

(oben) und Foto einer dem oberen Schema entsprechenden 24-Well-Platte ohne Zellen (unten).

Fiur den Alamar Blue-Test wurden 2,8 x 10* Zellen pro cm? in die 96-Well-Inserts
ausgesat. Pro Material und Rauigkeitsstufe wurden drei Inserts sowie drei Wells ohne
Inserts mit Zellen bestickt (Abbildung 15). Die Zellen wurden 24 Stunden lang kultiviert.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20
B H20 AB+M Ko PS RO PS RII SDS AB+M AB+M M H20

PS RI PSRO | PSRII PS RI

C H20 AB+M Ko PSRO | PSRI SDS AB+M AB+M M H20
PS RI PSRO | PSRII PS RI

D H20 AB+M Ko PSRO | PSRI SDS AB+M AB+M M H20
PS RI PSRO | PSRII PS RI

E H20 M SDS PS RI SDS SDS AB+M M M H20
PSRO | PSRII PS RI PSRO | PSRII

F H20 M SDS PS RI SDS SDS AB+M M M H20
PSRO | PSRII PS RI PSRO | PSRII

G H20 M SDS PS RI SDS SDS AB+M M M H20
PSRO | PSRII PS RI PSRO | PSRII

H H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20
B H20 AB+M Ko PEIRO | PEIRII SDS AB+M AB+M M H20

PEIRI | PEIRO | PEIRII | PEIRI

C H20 AB+M Ko PEIRO | PEIRII SDS AB+M AB+M M H20
PEIRI | PEIRO | PEIRII | PEIRI

D H20 AB+M Ko PEIRO | PEIRII SDS AB+M AB+M M H20
PEIRI | PEIRO | PEIRII | PEIRI

E H20 M SDS PEI RI SDS SDS AB+M M M H20
PEIRO | PEIRIl | PEIRI | PEIRO | PEIRII

F H20 M SDS PEI RI SDS SDS AB+M M M H20
PEIRO | PEIRIl | PEIRI | PEIRO | PEIRII

G H20 M SDS PEI RI SDS SDS AB+M M M H20
PEIRO | PEIRIl | PEIRI | PEIRO | PEIRII

H H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20

Abbildung 15: Schemata der 96-Well-Platten fur den Alamar Blue-Test. H2O = steriles Wasser, AB =
Alamar Blue-Ldsung, M = Kulturmedium, Ko = Kontrolle, SDS = Natriumdodecylsulfat, PS = Polystyrol, PEI
= Polyetherimid, RO = glatte Oberflache, RI = mittelraue Oberflache, RIl = raue Oberflache, gelb hinterlegt
= Inserts mit Zellen. Aus Griinden der Ubersicht wurden die leeren Reihen 11 und 12 der 96-Well-Platte im

Schema nicht beriicksichtigt.
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3.2 Nachweis der Morphologie und Adhdrenz der Chondrozyten mittels

lichtmikroskopischer Analyse

Die Morphologie und Adharenz der auf den beiden verschiedenen Kunststoffen mit ihren
unterschiedlichen Rauigkeitsstufen sowie der auf den kommerziell erhaltlichen Wells
kultivierten Chondrozyten wurde nach 48 Stunden lichtmikroskopisch untersucht und
fotodokumentiert. Die GroRRe der Zellcluster wurde von zwei verschiedenen Spendern
nach 48 Stunden Zellkultur und von zwei weiteren Spendern nach 72 Stunden Zellkultur
mithilfe der Software Cell D in drei verschiedenen Sichtfeldern gemessen und verglichen.

3.3 Kontrolle der metabolischen Aktivitat der Chondrozyten mittels Alamar Blue Assay

Die Zytotoxizitat der Zellkulturinserts wurde anhand der Analyse der metabolischen
Aktivitat der in den 96-Well-Inserts kultivierten porcinen Gelenkchondrozyten (2,8 x 104
Zellen pro cm?) beurteilt. Als Kontrolle dienten die Chondrozyten, die in den Wells der

kommerziell erhaltlichen 96-Well-Platte kultiviert wurden.

Zur Kontrolle der Zellvitalitat wurde das Alamar Blue Assay genutzt. Alamar Blue ist ein
Reagenz, das zur Quantifizierung metabolischer Aktivitat von Zellen verwendet wird. Es
besteht aus dem nicht-fluoreszierenden blauen Molekil Resazurin. Resazurin ist nicht
zytotoxisch und wird unter anderem durch mitochondriale Enzyme vitaler Zellen reduziert
und so in das hoch-fluoreszierende rote Resorufin umgewandelt (Abbildung 16). Der
Farbwechsel und der Wechsel der Fluoreszenz erlauben durch Absorptions- oder
Fluoreszenzmessungen im Tecan SpectraFluor Microplate Reader die direkte
Bestimmung der metabolischen Aktivitat der zu untersuchenden Zellen. Durch die Héhe
der metabolischen Aktivitat der Zellen kdnnen Riickschliisse auf die Konzentration vitaler
Zellen einer Probe gezogen werden 471,
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Reduktion, z.B. durch

/I\/Milim%/lihi mitochondriale Enzyme M e
Madr ~ o~ e HH{: e ™ ._cifJ' .-.-*'#L’“ : l

Resazurin (Rz) Resorufin (Rf)

Abbildung 16: Reduktion von Resazurin zu Resorufin.

Das Alamar Blue Assay wurde in der vorliegenden Arbeit mit insgesamt neun
verschiedenen Spendern durchgefihrt, wobei neunmal PS-Inserts mit glatter Oberflache,
siebenmal PS-Inserts mit mittelrauer und siebenmal PS-Inserts mit rauer Oberflache
sowie neunmal PEI-Inserts mit glatter Oberflache, dreimal PEI-Inserts mit mittelrauer und

siebenmal PEI-Inserts mit rauer Oberflache getestet wurden (Tabelle 11).

Es wurden 2,8 x 10* Zellen pro cm?in die 96-Well-Inserts ausgesat und 24 Stunden lang
im Brutschrank inkubiert (bei 37 °C und 5 % CO2). Pro Material und Rauigkeitsstufe
wurden drei Inserts sowie als Kontrolle drei Wells ohne Inserts mit Zellen und
Kulturmedium mit 10 % Alamar Blue-Losung bestlickt. Als Negativkontrolle dienten
jeweils drei Wells mit Zellen, denen 103 mol/L Natriumdodecylsulfat (SDS) hinzugeftigt
wurde (Abbildung 15 und Abbildung 17). Das SDS induzierte in diesen Wells den Zelltod.
Die Platten wurden stundlich Uber 5 — 8 Stunden und nach 24, 25 und 26 Stunden durch
den Tecan SpectraFluor Microplate Reader bei einer Wellenlange von 570 nm und einer

Referenz-Wellenlange von 595 nm ausgelesen.

Abbildung 17: Foto einer 96-
Well-Platte fur den Alamar Blue-
Test mit Polystyrol-Inserts nach
- dem in Abbildung 14 dargestellten

Schema.
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3.4 Ermittlung der Vitalitdt der Chondrozyten durch Lebend-Tot-Farbung

Die Vitalitat der auf den Zellkulturinserts kultivierten porcinen Gelenkchondrozyten wurde

mithilfe der Lebend-Tot-Farbung fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Die Lebend-Tot-Farbung ist eine Doppel-Farbemethode, bei der die vitalen und toten
Zellen einer Probe gleichzeitig durch zwei verschiedene Reagenzien angefarbt werden.
Dabei reagieren lebende Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceindiacetat (FDA)
und nehmen eine leuchtend grine Farbe an. Tote oder beschadigte Zellen werden durch
den rot fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt 8, FDA ist ein
unpolarer und somit membrandurchgangiger Farbstoff, der zunachst nicht fluoresziert.
Nach Durchdringen der Zellmembran stoffwechselaktiver Zellen werden die Acetyl-Reste
des Farbstoffes durch eine Esterase enzymatisch abgespaltet (Abbildung 18). Das so
entstandene Fluorescein ist nun polar und kann die intakte Zellmembran nicht mehr
passieren. Es verbleibt somit im Inneren der Zelle. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
erscheint das Fluorescein (Exmax 495 nm/ Emmax 525 nm) leuchtend griin und markiert
somit alle stoffwechselaktiven Zellen.

)
E CJ
sterase 0
HO @) OH

Fluoresceindiacetat (FDA) Fluorescein

Abbildung 18: Enzymatische Spaltung des nicht fluoreszierenden Farbstoffes Fluoresceindiacetat zum
grun fluoreszierenden Fluorescein.

EtBr kann die Zellmembran lebender Zellen nicht passieren. Die beschadigte
Zellmembran toter Zellen kann es dagegen durchdringen. Im Zellinneren lagert sich das
EtBr an die DNA der Zelle an. Es wird durch UV-Licht (254 nm) angeregt und fluoresziert
orange-rot (Emmax 605 nm).

Die Lebend-Tot-Farbung wurde in der vorliegenden Arbeit mit insgesamt finf Spendern
durchgefuihrt (Tabelle 11). Um die Betrachtung der Zellen unter dem
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Fluoreszenzmikroskop zu ermdéglichen, wurden die Zellen fur die Lebend-Tot-Farbung
auf Zellkulturinserts mit abnehmbarem Boden kultiviert (Abbildung 19). Als

Kontrolloberflache dienten Glasplattchen.

Abbildung 19: Zellkulturinsert mit abnehmbarem Boden fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung.

Mit abnehmbarem Boden standen nur Inserts mit glatter Oberflache zur Verfigung (PS
RO, PEI R0O). Nachdem bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Zellen der
ersten beiden Spender eine erhebliche Eigenfluoreszenz des PEI festgestellt wurde,

wurden fur die darauffolgenden Farbungen nur noch Zellen auf PS kultiviert.

Je nach zur Verfugung stehender Zellzahl wurden je zwei Inserts und Glasplattchen mit
40.000 bis 100.000 Zellen bestickt (Abbildung 20). Dabei wurden pro Spender jeweils
zwei verschiedene Mengen an Zellen eingesetzt, um bei zu geringem oder zu dichtem

Zellwachstum dennoch ein verwendbares Bild zu erhalten.

Die Zellen wurden 48 Stunden lang im Brutschrank inkubiert (bei 37 °C und 5 % CO2).
Nach Spilen eines Wells mit PBS erfolgte die Zugabe von 200 ul der Lebend-Tot-
Farbeldsung. Nach einer Einwirkzeit von einer Minute wurde das Glasplattchen bzw. der
Insertboden mit einer Pinzette entnommen und erneut vorsichtig mit PBS gespult. Im
Anschluss erfolgte die sofortige Untersuchung der Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit Fotodokumentation. Die Fluoreszenz des EtBr bzw. des FDA
wurden dabei mit entsprechenden Filtern im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Diese

Arbeitsschritte wurden nacheinander mit allen Inserts bzw. Glasplattchen wiederholt.
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1 2 3 4 5 6
A Ko PS RO PEI RO
z.B. 80.000 z.B. 80.000 z.B. 80.000
Zellen Zellen Zellen
B Ko PS RO PEI RO
z.B. 100.000 | z.B.100.000 | z.B.100.000
Zellen Zellen Zellen

Abbildung 20: Schema der 24-Well-Platten fur die Lebend-Tot-Farbung. 24-Well-Platte mit je zwei
Zellkulturinserts pro Material sowie zwei Wells mit Glasplattchen (Kontrolle) mit jeweils unterschiedlicher
Zellzahl.

3.5 Genexpressionsanalyse mittels RTD-PCR

RTD-PCR steht fur ,Real-Time Detection Polymerase Chain Reaction® (,Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion®), auch bekannt als ,quantitative Polymerase Chain
Reaction“ (,quantitative Polymerase-Kettenreaktion“, gqPCR). Die RTD-PCR ermdoglicht
Uber die Messung von Fluoreszenzsignalen die Beobachtung der quantitativen Zunahme
der cDNA-Amplifikation in Echtzeit. Dazu wird die RNA in jeder Probe in cDNA
umgeschrieben und die Proben nach Amplifizierung mit Fluorophor-gekoppelten Primern
in einem Thermocycler angeleuchtet und deren Fluoreszenz bestimmt. Die
Fluoreszenzsignale werden dabei von fluoreszenzgekoppelten Primern wahrend ihrer
Bindung an die cDNA emittiert. Je grol3er das Fluoreszenzsignal ist, desto grof3er ist die
Menge der zu untersuchenden cDNA.

In der vorliegenden Arbeit wurde die RTD-PCR genutzt, um die Genexpression der
gelenkknorpelspezifischen Matrixproteine Kollagen Typ Il und Aggrekan sowie, als
Marker fur eine Dedifferenzierung, die Genexpression des Kollagen Typ | zu messen.
Untersucht wurden porcine Gelenkchondrozyten der Passage 2 — 3, die fur 48 Stunden

in 24-Well-Inserts kultiviert wurden. Es wurden insgesamt sechs verschiedene Spender
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untersucht, wobei funfmal PS-Inserts mit glatter Oberflache, viermal PS-Inserts mit
mittelrauer und viermal PS-Inserts mit rauer Oberflache sowie sechsmal PEI-Inserts mit
glatter Oberflache, sechsmal PEI-Inserts mit mittelrauer und sechsmal PEI-Inserts mit
rauer Oberflache getestet wurden (Tabelle 11). Die unterschiedlichen Versuchszahlen
resultierten daraus, dass aus den Chondrozyten, die auf PS kultiviert wurden, teilweise
nur wenig suffiziente RNA isoliert werden konnte. Aus diesem Grund wurden bei
unzureichender Zellzahl die Zellen nur in den PEl-Inserts ausgesat. Als
Kontrolloberflache dienten kommerziell erhaltliche 24-Well-Zellkultur-Kunststoffplatten

aus PS mit glatter Oberflache.

In Vorbereitung auf die RTD-PCR wurde die RNA aus den artikularen Chondrozyten
isoliert, deren Konzentration bestimmt und mittels der reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben. Diese Schritte werden im Folgenden naher beschrieben.

3.5.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit® der Firma Qiagen. In allen
Arbeitsschritten wurden RNAse-freie Gefal3e verwendet sowie alle Arbeitsflachen und
Handschuhe mit ,RNAse-Away*“ (Carl Roth GmbH, Deutschland) gereinigt.

Zuerst wurde das Kulturmedium vorsichtig mit einer sterilen Pipette abgesaugt. Im
Anschluss wurden die Zellen einmal mit PBS gespilt, um sie von den Resten des
Mediums zu befreien. Die Knorpelzellen wurden daraufhin mittels des RLT-Lysepuffers
lysiert. Dabei wurde der Lysepuffer pro 1 ml mit 10 pl Beta-Mercaptoethanol versetzt. 200
pl des Lysepuffers wurden pro Well auf die Zellen gegeben. Nach einer Einwirkzeit von 5
Minuten wurde die Losung mit einer sterilen Pipette resuspendiert und die Zellen vom
Boden des Kulturgefal3es abgekratzt. Der Inhalt der jeweils drei gleichen Inserts bzw.
Wells wurde in ein Eppendorf-Rdhrchen tberfuhrt. Um sicher zu gehen, dass alle Zellen
lysiert sind, wurde die Zellsuspension im Anschluss vorsichtig zehn Mal mithilfe einer
sterilen 1 ml Insulinspritze mit einer 22G Kanile homogenisiert. Zu der Zellsuspension
wurden je Eppendorf-Roéhrchen 600 ul 70 % Ethanol in DEPC-H20 zugegeben und gut
vermischt. 600 pl der Zellsuspension jedes Eppendorf-Réhrchen wurden anschliel3end
auf je eine Filtrationssaule mit Silikatmembran aufgetragen und fir 15 Sekunden bei 8000
X g zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Filtration der restlichen 600 pl der
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Zellsuspension auf dieselbe Weise. Durch die Zugabe des Ethanols werden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der RNA und der Silikatmembran gebildet,
wodurch die RNA an die Silikatmembran gebunden wird. Um Verunreinigungen durch
Proteine und andere Bestandteile der Zellsuspension aus der Membran zu entfernen,
wurden als Waschpuffer 350 ul RW1-Puffer auf die Saulen gegeben und die Saulen fir
30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Nun folgte der DNAse-Verdau durch Zugabe von
10 pl DNAse (Qiagen) und 70 pl RDD-Puffer auf jede Saule mit einer Einwirkzeit von 15
Minuten. Nach der erneuten Waschung der Saulen durch Zugabe von 350 pl RW1-Puffer
und Zentrifugation bei 8000 x g fur 15 Sekunden wurden 500 pl RPE-Puffer auf jede
Saule aufgetragen und bei 8000 x g 30 Sekunden lang zentrifugiert. Im Anschluss
erfolgten die erneute Zugabe von 500 ul RPE-Puffer und die Zentrifugation fir 2 Minuten
bei 8000 x g. Alle Saulen wurden auf neue 2 ml Eppendorf-Réhrchen gesetzt und fir eine
Minute bei 16110 x g zentrifugiert. AbschlieBend wurden die Saulen auf RNAse-freie 1,5
ml Eppendorf-Réhrchen gesetzt, 23 ul RNAse-freies Wasser aufgetragen und fur eine
Minute bei 8000 x g zentrifugiert. Durch das RNAse-freie Wasser werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der RNA und der Silikatmembran gel6st und die
RNA im Eppendorf-Réhrchen aufgefangen. Dieser Schritt wurde nochmals mit dem eben
durchgelaufenen Filtrat wiederholt, bevor die Konzentration und Reinheit der so
gewonnen RNA mithilfe des NanoDrop 1000 Spectrophotometer gemessen wurde. Die
restiche RNA wurde bei -80 °C im Eppendorf-Réhrchen fur weitere Arbeitsschritte

gelagert.

3.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration und -Reinheit wurde aus jeweils 1 pl der RNA-L6sung mithilfe
des NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt. Dabei werden die Nukleinséduren
spektralphotometrisch gemessen. Nukleinsduren haben ein Absorptionsmaximum bei
260 nm, wohingegen Proteine und andere Verunreinigungen bei ca. 280 nm absorbieren.
Aus dem Verhaltnis zwischen der Absorption der Nukleinsduren und der Absorption der
Proteine (260 nm/280 nm) kann auf die Reinheit der RNA geschlossen werden. Der
Quotient einer reinen RNA-L6sung liegt bei ca. 2. Das NanoDrop-Spektrophotometer
besitzt zusatzlich die Funktion einer graphischen Darstellung des Absorptionsspektrums
der Wellenlangen von 220 nm bis 350 nm (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Beispiel eines RNA-Absorptionsspektrums. RNA-Absorptionsspektrum der Probe PGC 40
P2, gemessen durch das NanoDrop 1000 Spectrophotometer aus 1 pl der RNA-L6sung. Die X-Achse zeigt
den Bereich der Wellenlangen in nm, die Y-Achse die 10 mm Absorption. Ausgewahlt sind die Daten der

Kontrollprobe (PGC 40 P2 - Ko), die am rechten Bildausschnitt angezeigt werden.

Die durch das NanoDrop-Spektrophotometer gemessenen RNA-Konzentrationen

dienten als Berechnungsgrundlage fiir die reverse Transkription.

3.5.3 Reverse Transkription

Durch die reverse Transkription wurde die im vorigen Schritt gewonnene RNA in cDNA
umgeschrieben. Es wurde nur diejenige RNA umgeschrieben, die hinsichtlich der
Konzentration und des Reinheitsgrades geeignet war. FiUr die reverse Transkription
wurde das QuantiTec Reverse Transcription Kit® der Firma Qiagen genutzt. Alle Arbeiten
erfolgten auf Eis, um eine Degradation der RNA zu vermeiden. Im ersten Schritt wurde
die genomische DNA, die zu Stérungen der DNA-Amplifikation wéhrend der PCR fuhren
kann, entfernt. Dazu wurden 500 ng RNA jeder Probe mit 2 ul gDNA Wipeout-Buffer
versehen und anschlieBend mit RNAse-freiem Wasser zu einer Probenmenge von 14 pl

erganzt. Die Proben wurden nun flr 2 Minuten bei 42 °C inkubiert und im Anschluss 3
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Minuten lang auf Eis abgekuhlt. Im zweiten Arbeitsschritt wurde die cDNA synthetisiert.
Hierfir wurde zunachst der RT-Mastermix aus 4 pl Quantiscript RT-Puffer, 1 ul RT-
Primermix und 1 pl reverser Transkriptase hergestellt. Der Mastermix wurde auf jede
Probe gegeben, sodass das Volumen der Probe nun jeweils 20 pl betrug. Die cDNA-
Synthese erfolgte durch Inkubation der Proben fur 15 Minuten bei 42 °C. Anschlie3end
wurde die reverse Transkriptase durch Erhitzung der Proben fir 3 Minuten auf 95 °C
inaktiviert. Es folgte die Abkihlung der Proben auf 4 °C und die Ergdnzung der Proben
mit DNAse freiem Wasser auf ein Probenvolumen von 30 pul, sodass eine cDNA-
Konzentration von 16,67 ng/ul vorlag. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert, um sie spater

in der der RTD-PCR zu analysieren.

3.5.4 Real Time Detection Polymerase Chain Reaction

Die Genexpression der Matrixproteine Kollagen Typ Il, Aggrekan und Kollagen Typ |
wurde mittels RTD-PCR (Real Time Detection Polymerase Chain Reaction) gemessen.
Fur die Genexpressionsanalyse von Kollagen Typ Il und Aggrekan wurde das ,TagMan
Gene Expression Assay“ von Applied Biosystems (ABl) genutzt. Fur die
Genexpressionsanalyse von Kollagen Typ | kam das ,,Quantitec Gene Expression Assay*“
von Qiagen zum Einsatz. Um die Zielgenexpression relativ quantifizieren zu kénnen und
Schwankungen in der Gesamt-cDNA-Konzentration auszugleichen, wurde die
Expression von Referenzgenen ermittelt, mit deren Expression die Zielgenexpression
verglichen wurde. Als Referenzgen fir die Zielgene Kollagen Typ Il und Aggrekan wurde
Beta-Actin (B-Actin) der Firma ABI und fur das Zielgen Kollagen Typ | Beta-Actin (B-Actin)
der Firma Qiagen eingesetzt. Je Probe wurden jeweils drei Wells einer 96-Well-PCR-
Platte mit Mastermix, RNAse-freiem Wasser, dem genspezifischen Primer und 1 pl cDNA
(16,7 ng) versehen. Die Mengenverhdltnisse variieren entsprechend der
Herstellerempfehlungen (ABI und Qiagen). Die genauen Mengenverhaltnisse der
Ansatze sind in Tabelle 12 aufgefihrt. In der Auswertung erfolgte die Mittelwertbildung
der drei gleichen Proben (Triplikate) Uber die CT-Werte. Der CT-Wert bezeichnet den
Wert der Fluoreszenz, der erstmals einen Wert Uber dem Niveau der
Hintergrundfluoreszenz anzeigt und somit den Anfang der Steigerung der

Fluoreszenzintensitat markiert.
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Tabelle 12: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes der Firmen ABI und Qiagen

ABI Qiagen
Mastermix 10 pl 10 pl
RNAse freies Wasser 8 ul 7u
Primer 1ul 2u
cDNA 1pl 1pl

Fur jeden Primer wurden zusatzlich drei Wells mit allen Bestandteilen, aber ohne cDNA
versehen. Diese Wells dienten als sogenannte ,Blanks“ (,no template control) als
Kontrollwert, um die spezifische Bindung der Primer an die cDNA zu zeigen. Das Schema
der 96-Well-PCR-Platte fur die RTD-PCR ist in Abbildung 22 dargestellt.

Abschliel3end wurde die Platte mit einer durchsichtigen Folie abgedeckt, bevor die

Genexpressionsanalyse im Opticon | — Real Time Cycler beginnen konnte.

Das PCR-Protokoll der Firma ABI besteht aus sechs Arbeitsschritten (Tabelle 13). Zuerst
werden die Proben bei 50 °C fir zwei Minuten inkubiert, um den Verdau von PCR-
Produkten, die eventuell von zuvor amplifizierten Proben zurtickgeblieben sind, durch die
Uracil-DNA-Glykosylase zu initileren. Im Anschluss wird die 96-Well-PCR-Platte fir zehn
Minuten auf 95 °C erhitzt, wodurch die DNA-Polymerase aktiviert und die Uracil-DNA-
Glykosylase deaktiviert wird. Nach diesen beiden ersten Schritten beginnen in den
darauffolgenden Schritten die Amplifikation der cDNA sowie die Messung der
Fluoreszenzsignale. Diese im Folgenden beschriebenen Schritte werden fiir insgesamt
vierzig Zyklen wiederholt. Zunéchst wird die doppelstrangige DNA 15 Sekunden lang bei
95 °C zu den zwei Einzelstrangen denaturiert. Es folgt im vierten Schritt die Anlagerung
der Primer an die cDNA-Strange (Annealing) und die Elongation der Strange durch die
DNA-Polymerase innerhalb einer Minute bei 60 °C. Im vorletzten Schritt wird in jedem
Zyklus die Fluoreszenzintensitat jeder Probe gemessen, wobei nur diejenigen Primer
fluoreszieren, die an DNA gebunden sind. Abschlielend wird die Platte zur

Aufbewahrung auf 4 °C heruntergekihlt.
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1123 4 5 6 7 18| 9 |10]11]12
SS SS SS SS SS SS Col2 | Col2 | Col2
Ko A BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
B SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PEI 00 BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
C SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PEI 30 BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PEI 45 D BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PS 00 E BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
F SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PS 30 BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
PS 45 G BAC | BAC | BAC | ACAN ACAN | ACAN
H SS SS SS SS sS SS Col2 | Col2 | Col2
Blank BAC | BAC | BAC | ACAN | ACAN | ACAN
mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
Ko A
B mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
PEI 00
C mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
PEI 30
D mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
PEI 45
E mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
PS 00
PS 30 F mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
PS 45 G mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
mBac | mBac | mBac | Coll | Coll | Coll
Blank H

Abbildung 22: Schemata der 96-Well-PCR-Platten fur die RTD-PCR. Oben: Schema fir die
Genexpressionsanalyse der Gene Kollagen Typ Il (Col2) und Aggrekan (ssACAN) sowie des Referenzgens
B-Actin (ssBAC) der Firma ABI, Unten: Schema fiir die Genexpressionsanalyse der Gene Kollagen Typ |
(Coll) sowie des Referenzgens B-Actin (mMBAC) der Firma Qiagen.
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Tabelle 13: PCR-Protokoll fir Primer der Firma ABI

Schritt | Dauer und Temperatur Vorgang
1 50 °C fur 2 Minuten Aktivierung der Uracil-DNA-Glykosylase
2 95 °C fiur 10 Minuten Aktivierung der DNA-Polymerase, Inaktivierung der

Uracil-DNA-Glykosylase
95 °C fur 15 Sekunden | Denaturierung der cDNA

4 60 °C fur 1 Minute Anlagerung der Primer, Elongation der cDNA-

Einzelstrange

5 Fluoreszenzintensitatsmessung

Wiederholen der Schritte 3 — 5 fiir 40 Zyklen

6 4 °C bis Probenentnahme | Herunterkiihlung der Platte zur Aufbewahrung

Das PCR-Protokoll der Firma Qiagen ist in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: PCR-Protokoll fur Primer der Firma Qiagen

Schritt | Dauer und Temperatur Vorgang

1 95 °C fir 15 Minuten Aktivierung der DNA-Polymerase

2 94 °C fur 15 Sekunden | Denaturierung der cDNA

3 56 °C fur 30 Sekunden | Anlagerung der Primer

4 Fluoreszenzintensitatsmessung

5 76 °C fur 30 Sekunden | Elongation der cDNA-Einzelstrange
Wiederholen der Schritte 3 — 5 fiir 45 Zyklen

6 4 °C bis Probenentnahme | Herunterkiihlung der Platte zur Aufbewahrung

Zur Berechnung der relativen Genexpression der Zielgene wurde die mathematische

Auswertung nach Pfaffl mittels folgender Formel angewandt 9I;

.. ACT 7i
EflelenZZielgen T Zielgen

i 71 AC
EfleLenZReferenzgen T'Referenzgen

Ratio =
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Die Ratio beschreibt das Verhéltnis der relativen Genexpression von der Kontrolle und
der Probe, normalisiert in Bezug auf ein Referenzgen. Der ACT-Wert berechnet sich aus
der Differenz der Ct-Werte fur das Zielgen bzw. Referenzgen der Kontrollprobe und aus
der Differenz der Crt-Werte fur das Zielgen bzw. Referenzgen der Probe. Die
Effizienzbestimmungen der verwendeten Primer fur die Ziel- und Referenzgene wurden
im Vorfeld von der Arbeitsgruppe ermittelt und zur Verfiigung gestellt. Die Effizienzen der

in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 15 aufgelistet.

Tabelle 15: Primereffizienzen

Primer Effizienz
Humanes CoL2A1 2,06
Sus Scrofa ACAN 1,88
Sus Scrofa ACTB 1,86
Maus ACTB 1,85
Humanes COL1A1 1,96

3.6 Statistische Analysen

Die statistischen Berechnungen wurden mit der Software GraphPad Prism 5.0
durchgefuhrt. Alle Werte sind als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung
dargestellt. Die Daten wurden durch Anwendung des gepaarten Student-t-Tests
analysiert oder wie in den Legenden der einzelnen Graphiken angegeben. Die Gauldsche
Normalverteilung der Parameter, als Voraussetzung fur den Student-t-Test, wurde durch
den Kolmogorov-Smirnov-Test getestet. Der F-Test diente zur Uberprufung der
Homogenitat der Varianzen bei nicht-normalisierten Daten. Bei Inhomogenitat der
Varianzen wurden die t-Werte nach Welch korrigiert. Ein p-Wert von < 0,05 galt als
signifikant. Ausreil3er wurden mithilfe des GRUBB-Test identifiziert. Ein Stern innerhalb
des Bildes weist auf statistisch signifikante Unterschiede gegeniiber der Kontrolle hin.
Die Kennzeichnung mit einem Stern entspricht einem p-Wert von 0,01 bis 0,05, mit zwel
Sternen einem p-Wert von 0,001 bis 0,01 und mit drei Sternen einem p-Wert kleiner als
0,001.
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3.7 Richtlinien

Die experimentellen Arbeiten erfolgten nach den Grundsatzen der Charité zur Sicherung

guter wissenschaftlicher Praxis.
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte von PS und PEI auf die Morphologie der Chondrozyten

Porcine Gelenkchondrozyten vier verschiedener Spender wurden in den Inserts aus PS
und PEI mit drei verschiedenen Rauigkeitsstufen der Oberflache (RO, RI und RII; Tabelle
2) und als Kontrolle auf einer kommerziell erhaltlichen 24-Well-Platte kultiviert. Je zwei
Spender wurden 48 Stunden lang und 72 Stunden lang auf den beiden Polymeren
kultiviert. Die Morphologie und Adharenz der Chondrozyten wurde im Anschluss mithilfe
des Axiovert 25 lichtmikroskopisch untersucht und fotodokumentiert. Die Chondrozyten
zeigten nach der Kultivierung tber 48 und 72 Stunden auf den beiden zu testenden
Materialien PEI und PS in allen drei Rauigkeitsstufen eine deutliche Clusterbildung
(Abbildung 23 B1-C3). Die ClustergroRen unterschieden sich dabei nicht signifikant
zwischen den beiden Materialien und den verschiedenen Rauigkeitsstufen (Abbildung
24). Die Chondrozyten wiesen in den Clustern eine runde Form auf, die weitgehend
einem chondrozytaren Phanotyp entspricht. Auf der kommerziell erhaltlichen 24-Well-
Zellkultur-Kunststoffplatte aus PS mit glatter Oberflache wuchsen die Chondrozyten
gleichmalfiig verteilt und hatten eine flache bis fibroblastenahnliche Form. Dartber hinaus
zeigten die Chondrozyten der Kontrolle eine deutliche Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
Uber Filopodien und Lamellopodien (Abbildung 23 A). Die Cluster auf den Materialien PS
und PEI schienen weniger fest an die Zellkulturoberflache angeheftet zu sein als die
Zellen auf der Kontrolloberflache. Diese Beobachtung konnte unter dem Lichtmikroskop
bei starkeren Bewegungen der Zellkulturplatte in verschiedene Richtungen gemacht
werden, bei der sich die Cluster zwar nicht verschoben, aber teilweise mit der
Bewegungsrichtung mitschwankten, wahrend die Zellen der Kontrolle Gberwiegend fest
an die Zellkulturoberflache angeheftet waren. Ein Unterschied in der Anheftung zwischen

den verschiedenen Rauigkeitsstufen konnte nicht beobachtet werden.
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Kontrolle

PS

PEI

Abbildung 23: Lichtmikroskopische Fotodokumentation der Chondrozyten. Fotodokumentation von
Chondrozyten nach 48-stindiger Kultivierung auf den Polymeren PS (B1-B3) und PEI (C1-C3) mit den drei
Rauigkeitsstufen glatt (RO), mittelrau (RI) und rau (RIl). Als Kontrolle (A) diente eine kommerziell erhaltliche
Zellkulturplatte aus Polystyrol mit glatter Oberflache. Pro Oberflache ist ein représentatives Bild gezeigt.
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Abbildung 24: Clustergréf3en. GroRenmessung der Cluster von Chondrozyten nach Kultivierung auf den
Polymeren PS und PEI mit den drei Rauigkeitsstufen glatt (R0), mittelrau (RI) und rau (RIl). Gemessen
wurden die Clustergréf3en von insgesamt vier unterschiedlichen Spendern, von denen zwei nach 48
Stunden Zellkultur und zwei nach 72 Stunden Zellkultur in jeweils drei verschiedenen Sichtfeldern pro

Material und Rauigkeitsstufe gemessen wurden.
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4.2 Effekte von PS und PEI auf die metabolische Aktivitat der Chondrozyten

Die metabolische Aktivitat der porcinen Gelenkchondrozyten wurde unter Anwendung
des Alamar Blue-Tests bestimmt. Insgesamt wurde die metabolische Aktivitat von
porcinen Gelenkchondrozyten neun verschiedener Spender getestet, die in den Inserts
aus PS und PEI mit drei verschiedenen Rauigkeitsstufen der Oberflache (RO, Rl und RII;
Tabelle 2) fur 24 Stunden kultiviert wurden. Die Fluoreszenz der Alamar Blue-Ldsung
wurde stundlich Gber 5 — 8 Stunden und nach 24, 25 und 26 Stunden durch den Tecan
SpectraFluor Microplate Reader gemessen. Bei allen Chondrozyten, die auf den zu
untersuchenden Inserts und der Kontroll-Zellkulturplatte kultiviert wurden, war
makroskopisch ein deutlicher Farbwechsel der Alamar Blue-L6sung von blau zu rosarot
zu erkennen. Wie zu erwarten zeigte die Alamar Blue-Ldsung der Negativkontrollen und
der Inserts bzw. Wells ohne Zellen keinen Farbumschlag (Abbildung 25). Die Messung
des Fluoreszenzwechsels ergab, dass die auf den Zellkulturinserts aus PS und PEI
kultivierten Zellen verglichen mit den Zellen, die auf der kommerziell erhaltlichen
Zellkulturplatte aus PS kultiviert wurden, weniger metabolisch aktiv waren. Besonders
signifikant war dieser Unterschied bei den jeweils glatten Oberflachen (R0). Die
Unterschiede zwischen den Rauigkeitsstufen Rl und RIl waren nicht signifikant. Dennoch
scheint eine hohere Rauigkeitsstufe der Zellkulturoberflache mit einer leichten Erhéhung
der metabolischen Aktivitat der Zellen einherzugehen. Insgesamt zeigten die Zellen, die
auf den PEI-Inserts kultiviert wurden, tendenziell eine hohere metabolische Aktivitat als

die Zellen, die auf den PS-Inserts kultiviert wurden (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Farbwechsel der Alamar Blue-Losung. Fotoaufnahmen einer 96-Well-Platte mit PS-Inserts
wahrend des Alamar Blue-Tests nach einer Zellkultur-Dauer von 0 Stunden (A) und 24 Stunden (B). Die
96-Well-Platte wurde nach dem in Abbildung 14 gezeigten Schema bestiickt. Nach 24 Stunden
andauernder Zellkultur zeigen alle Alamar Blue-Lésungen einen deutlichen Farbwechsel von blau zu rosa,
mit Ausnahme der Negativkontrollen und der Inserts ohne Zellen.

Metabolische Aktivitéit (96-Well-Inserts)
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Abbildung 26: Metabolische Aktivitat von Chondrozyten. Die Chondrozyten wurden 24 Stunden lang auf
den Polymeren PS und PEI mit den drei Rauigkeitsstufen glatt (R0), mittelrau (RI) und rau (RII) kultiviert.
Die Messung der metabolischen Aktivitat erfolgte durch den Alamar Blue-Test. Insgesamt wurden
Chondrozyten von neun verschiedenen Spendern getestet, wobei neunmal Polystyrol-Inserts mit glatter
Oberflache, siebenmal Polystyrol-Inserts mit mittelrauer und siebenmal Polystyrol-Inserts mit rauer
Oberflache sowie neunmal Polyetherimid-Inserts mit glatter Oberflache, dreimal Polyetherimid-Inserts mit
mittelrauer und siebenmal Polyetherimid-Inserts mit rauer Oberflache verwendet wurden. Als Kontrolle
diente eine kommerziell erhaltliche Zellkulturplatte aus Polystyrol mit glatter Oberflache. Die Kontrolle
wurde auf 100 % normiert. * p-Wert = 0,01 bis 0,05; ** p-Wert = 0,001 bis 0,01; *** p-Wert < 0,001.
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4.3 Effekte von PS und PEI auf die Vitalitat der Chondrozyten

Die Vitalitat der porcinen Gelenkchondrozyten wurde mithilfe der Lebend-Tot-Farbung
beurteilt. Insgesamt wurden die Chondrozyten finf unterschiedlicher Spender angefarbt.
Die Inserts mit abnehmbarem Boden standen nur mit glatter Oberflache (RO) zur
Verfigung. Funf Spender wurden auf PS kultiviert, zwei Spender auf PEI, das eine
erhebliche Eigenfluoreszenz aufwies. Als Kontrolloberflache dienten Glasplattchen, die
in den Wells der kommerziell erhaltlichen Zellkulturplatte aus PS platziert wurden. Die
stoffwechselaktiven Zellen werden in der Lebend-Tot-Farbung grin, die toten Zellen rot
angefarbt. Die Anzahl der lebenden und toten Chondrozyten, die fir 48 Stunden in den
Inserts aus PS und PEI sowie auf Glasplattchen kultiviert wurden, ist ahnlich hoch. Die
Anzahl der lebenden Chondrozyten Uberwiegt bei allen Spendern und auf allen
Oberflachen (Abbildung 27). Auffallend war, dass auf den Oberflachen aus PEI und PS
aul3erhalb der Zellcluster kaum lebende Zellen zu finden waren. Dieser Effekt war auf der
Oberflache aus PS ausgepragter als auf der Oberflache aus PEI (Abbildung 27, B1-C1,
B2-C2). Auf der Kontrolloberflache waren tberall verteilt lebende und tote Zellen sichtbar
(Abbildung 27 A1, A2).

Kontrolle PEI

PS
A1 e i e
. C2 s

Abbildung 27: Lebend-Tot-Farbung der Chondrozyten. Lebend-Tot-Féarbung von Chondrozyten nach 48-

20x vergroBert 10x vergroBert

stuindiger Kultivierung auf den Polymeren PS (B1,B2) und PEI (C1,C2) mit glatter Oberflache sowie auf
einem Glasplattchen als Kontrolle (A1,A2). Die Fotos wurden in verschiedenen Sichtfeldern in 100facher
(A1-C1) und 200facher (A2-C2) VergrofRerung aufgenommen. Lebende Zellen sind griin angeféarbt, tote
Chondrozyten erscheinen rot. Pro Oberflache und Vergroerung ist ein reprasentatives Bild gezeigt.
Messbalken A1-C1: 100 um; Messbalken A2-C2: 50 um.
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4.4 Effekte von PS und PEI auf die Genexpression der Chondrozyten

Um die Differenzierung der Chondrozyten zu untersuchen, wurde eine
Genexpressionsanalyse mithilfe der RTD-PCR durchgefiihrt. Es wurden insgesamt sechs
verschiedene Spender in den Inserts aus PS und PEI mit drei verschiedenen
Rauigkeitsstufen der Oberflache (RO, RI und RIl; Tabelle 2) kultiviert. Als
Kontrolloberflache dienten kommerziell erhaltliche 24-Well-Zellkultur-Kunststoffplatten
aus PS mit glatter Oberflache. Die Dauer der Zellkultur betrug 48 Stunden. Untersucht
wurde die relative Genexpression der gelenkknorpelspezifischen Matrixproteine Kollagen
Typ Il und Aggrekan als Marker fur eine Differenzierung der Knorpelzellen sowie, als
Marker  fur eine  Dedifferenzierung, die relative  Genexpression des
gelenkknorpelunspezifischen Kollagen Typ |. Die Genexpressionsanalyse der
Chondrozyten, die auf den Polymeren PS und PEI kultiviert wurden, ergab im Vergleich
zur Kontrolle eine erhohte Expression des knorpelspezifischen Gens Aggrekan.
Signifikant waren dabei die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Kontrolle und
den Mittelwerten der glatten Oberflachen beider Materialien (PElI RO und PS RO) sowie
der mittelrauen Oberflache des PS (PS RI) (Abbildung 28). Der Vergleich der Mittelwerte
der Aggrekan-Genexpression der beiden Polymere PS und PEIl ergab keinen
signifikanten Unterschied, wobei die Chondrozyten, die auf PS kultiviert wurden, im Mittel
mehr Aggrekan exprimierten (Abbildung 28).
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Aggrekan-Genexpression

Relative Genexpression
o

o‘ |"|—|

&
o4 o
tee

ot S
TR

1.0 ome- o 9% .

0.5

0-0 L) ) L] ) L) L) L)
NI S SR

~1~oo'~*° FECELLE

Abbildung 28: Relative Aggrekan-Genexpression. Relative Genexpression von Aggrekan in porcinen
Gelenkchondrozyten nach 48-stindiger Kultivierung auf den Polymeren PS und PEI mit den drei
Rauigkeitsstufen glatt (R0), mittelrau (RI) und rau (RIl) sowie auf einer kommerziell erhéaltlichen
Zellkulturplatte aus Polystyrol mit glatter Oberflache als Kontrolle. Die Genexpression wurde durch RTD-
PCR bestimmt. Die Genexpression der Kontrolle wurde auf 1,0 normalisiert. Chondrozyten von sechs
unterschiedlichen Spendern wurden auf dem Polymer PEI getestet, von vier bis funf unterschiedlichen
Spendern auf dem Polymer PS. Die Testung erfolgte in unabhéngigen Versuchen. * p-Wert = 0,01 bis 0,05.

Die Genexpressionsanalyse der Gelenkknorpelzellen, die auf den Polymeren PS und PEI
kultiviert wurden, zeigte im Vergleich mit der Kontrolle darliber hinaus eine niedrigere
Expression des gelenkknorpelunspezifischen Gens Kollagen Typ |. Dabei waren die
Unterschiede verglichen mit der Kontrolle bei der niedrigsten Rauigkeitsstufe (RO) beider
Polymere und bei der hochsten Rauigkeitsstufe (RIl) des PS signifikant (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Kollagen Typ I-Genexpression. Relative Genexpression von Kollagen Typ | in porcinen
Gelenkchondrozyten nach 48-stiindiger Kultivierung auf den Polymeren PS und PEI mit den drei
Rauigkeitsstufen glatt (R0), mittelrau (RI) und rau (RIl) sowie auf einer kommerziell erhdltlichen
Zellkulturplatte aus PS mit glatter Oberflache als Kontrolle. Die Genexpression wurde durch RTD-PCR
bestimmt. Die Genexpression der Kontrolle wurde auf 1,0 normalisiert. Chondrozyten von sechs
unterschiedlichen Spendern wurden auf dem Polymer PEI getestet, von vier bis funf unterschiedlichen
Spendern auf dem Polymer PS. Die Testung erfolgte in unabhéngigen Versuchen. * p-Wert = 0,01 bis 0,05;
** p-Wert = 0,001 bis 0,01.

Aber auch die relative Genexpression des gelenkknorpelspezifischen Kollagen Typ Il
wurde von den Chondrozyten auf den beiden Polymeren PS und PEI im Vergleich zur
Kontrolle unterdriickt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle zeigten sich bei den
Rauigkeitsstufen RO und RII beider Materialien (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Kollagen Typ lI-Genexpression. Relative Genexpression von Kollagen Typ Il in porcinen
Gelenkchondrozyten nach 48-stindiger Kultivierung auf den Polymeren PS und PEI mit den drei
Rauigkeitsstufen glatt (R0), mittelrau (RI) und rau (RIl) sowie auf einer kommerziell erhaltlichen
Zellkulturplatte aus Polystyrol mit glatter Oberflache als Kontrolle. Die Genexpression wurde durch RTD-
PCR bestimmt. Die Genexpression der Kontrolle wurde auf 1,0 normalisiert. Chondrozyten von sechs
unterschiedlichen Spendern wurden auf dem Polymer PEI getestet, von drei bis finf unterschiedlichen
Spendern auf dem Polymer PS. Die Testung erfolgte in unabhangigen Versuchen. * p-Wert = 0,01 bis 0,05;
** p-Wert = 0,001 bis 0,01; *** p-Wert < 0,001.

Die drei verschiedenen Rauigkeitsstufen beider Polymere verursachten im
Genexpressionsprofil der Chondrozyten keine signifikanten Unterschiede. Auch die
Unterschiede der Genexpressionsprofile der beiden Kollagen-Typen waren beim
Vergleich beider Polymere untereinander nicht signifikant. Dennoch lagen die Mittelwerte
der relativen Genexpression der Chondrozyten, die auf der glatten (R0O) und der
mittelrauen (RII) Oberflache des Polymers PEI kultiviert wurden, niedriger als die

Mittelwerte der relativen Genexpression der Chondrozyten, die auf PS kultiviert wurden.
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Chondrozyten sind der einzige Zelltyp des hyalinen Gelenkknorpels. Sie sind zustandig
fur die Produktion der extrazellularen Matrix, die das Knorpelgewebe so widerstandsféahig
gegeniiber mechanischen Einwirkungen macht [I- 2 3. 10. 11 Das Regenerationspotential
von Knorpelgewebe ist sehr gering. GréRere Defekte, die mit anderen Methoden nicht
behandelt  werden kénnen, werden daher haufig durch autologe
Knorpelzelltransplantation gedeckt. Fur die autologe Knorpelzelltransplantation ist es
notwendig, Chondrozyten aus unbelasteten Regionen des Gelenks zu entnehmen und
diese in vitro zu expandieren, bis geniigend Zellen zur Verfigung stehen, um den Defekt
zu decken [26. 27, 29,30, 311 Dabei werden die Chondrozyten in der Regel zuerst in einem
Monolayer kultiviert. Monolayer bieten die Mdglichkeit, Chondrozyten schnell und relativ
kostengunstig zu vermehren. Nachteilig ist, dass eine langere Kultivierung der
Chondrozyten in einem Monolayer zu ihrer Dedifferenzierung, also zum Verlust des
spezifischen Phanotyps der Zellen sowie zu der Anderung ihres Gen- und
Expressionsprofils fuhrt 33l Dedifferenzierte Chondrozyten sind nicht fur die Deckung
eines  Knorpeldefektes geeignet, da sie keine gelenkknorpelspezifischen
Matrixbestandteile mehr produzieren und somit auch kein widerstandsfahiges
Knorpelgewebe entstehen kann.

Bereits 1982 erkannten Benya und Shaffer in ihrer Studie das Problem der
Dedifferenzierung von Chondrozyten wahrend ihrer Kultivierung in Monolayern in Form
einer herabgesetzten Kollagen Typ II-Expression [*9. Sie beobachteten aber auch, dass
der differenzierte Phanotyp der Chondrozyten bei einer anschlieenden Kultivierung in
einer dreidimensionalen Agarose-Gel-Kultur wieder hergestellt werden konnte. Diesen
Effekt nennt man Redifferenzierung. Seitdem wurden viele dreidimensionale
Kulturtechniken entwickelt, die auf die gleiche Wirkung abzielen. Viele dieser Techniken
beruhen auf der Nutzung von Biomaterialien, wie zum Beispiel das bereits genannte
Agarose-Gel, Alginat, Kollagen oder Fibrin [11. 17, 23, 51, 52, 53, 541 ' Dje Kultivierung von
Chondrozyten auf diesen Biomaterialien ist sehr aufwendig und teuer. Zudem ist es bei
manchen Biomaterialien schwierig, die Chondrozyten im Anschluss wieder von dem
Material zu l6sen, wie es beispielweise beim Agarose-Gel der Fall ist oder es kommt
wieder zu einer Dedifferenzierung der Zellen, wenn sich das Biomaterial auflfst,
beispielsweise zu beobachten bei der Fibrin-Kultur 14, Die Biomaterialien konnen

dariiber hinaus das Syntheseverhalten der Chondrozyten beeinflussen, wie es bei der

62



5 Diskussion

Kultur in einer Kollagenmatrix in Form einer erhohten Kollagensynthese der Fall ist 591,
Des Weiteren konnen Biomaterialien biochemische Analyseverfahren zur Beurteilung der
Knorpelqualitat behindern.

Dreidimensionale Kulturtechniken werden also schon seit vielen Jahren angewandt, um
Chondrozyten fur die autologe Knorpelzelltransplantation zu kultivieren 1. 17, 20, 23,50, 53, 54,
55,561 Das ideale Material fuir die Kultivierung von Chondrozyten sollte biokompatibel sein,
die Anheftung, Migration und Proliferation der Zellen erlauben und ihren differenzierten
Phanotyp erhalten. Aufl3erdem sollte das Material in verschiedenen Formen und Gré3en
fabriziert werden konnen 561, Neben der Auswahl eines geeigneten Materials hangt der
Erfolg der Kultivierung differenzierter Chondrozyten aber auch von den biochemischen
und mechanischen Kulturbedingungen ab. So konnte nachgewiesen werden, dass eine
mechanische Beanspruchung, beispielsweise in Form zyklischen hydrostatischen Drucks
[66. 67, 68, 691 und ein niedriger Sauerstoffpartialdruck [ 70 71 die Redifferenzierung von
Chondrozyten zusatzlich stimulieren kénnen. Auch die Wahl der Chondrozyten kann den
Erfolg der Zellkultur beeinflussen. Je nach Knorpelzone weisen die Chondrozyten
unterschiedliche Proteoglykan- und Kollagengehalte sowie Unterschiede in den
mechanischen Eigenschaften auf [ 10. 13, 14, 151 Djese Eigenschaften behalten die
Chondrozyten selbst nach Expansion und anschlieBender Kultur in einem
dreidimensionalen Kultursystem. Zellen der mittleren und tiefen Zone haben eine héhere
Produktion an Proteoglykanen und Kollagen als die Zellen der Oberflachenzone 72,

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der Polymere PS und PEI als
Kulturoberflachen auf die Morphologie, metabolische Aktivitait und das
Genexpressionsprofil artikularer Chondrozyten untersucht. Die Kultivierung erfolgte bei
37 °Cund 5 % COa.

PS ist der meist verbreitetste Kunststoff fur die Herstellung von Zellkulturoberflachen.
Normalerweise wird die PS-Oberflache fur die Kultivierung von Chondrozyten und
anderen adharenten Zellen vom Hersteller funktionalisiert (zum Beispiel durch ionisiertes
Gas), da es fur die Adh&asion von Zellen unbehandelt zu hydrophob ist. Kommerziell
erhéltliche Zellkulturflachen aus funktionalisierten PS wurden in der vorliegenden Arbeit
als Kontrolle verwendet. Fir die Testung der Einflisse von PS- und PEI-
Zellkulturoberflachen auf die Eigenschaften von artikularen Chondrozyten wurden Inserts
mit unterschiedlichen Rauigkeitsstufen speziell fir 24-Well- und 96-Well-Platten durch

Spritzguss angefertigt. Diese Inserts bestanden aus reinen, nicht funktionalisierten
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Kunststoffen. In einer Studie von 2012 wurden Inserts, die auf die gleiche Art hergestellt
wurden, immunologisch und auf mikrobielle Kontamination untersucht 4, Da keine
mikrobielle Kontamination gefunden wurde, kann man von einem sterilen
Herstellungsprozess der Inserts ausgehen. Des Weiteren konnte keine immunologische
Reaktion nachgewiesen werden, als die Inserts mit menschlichem Vollblut getestet
wurden.

Die fehlende Funktionalisierung der Oberflachen konnte aufgrund der hohen
Hydrophobie zu der licht- und fluoreszenzmikroskopisch beobachteten Clusterbildung
gefuhrt haben, die bei allen Zellkulturexperimenten auf den beiden Polymeren PS und
PEI aufgetreten sind. Die hydrophobe Oberflache erschwert nicht nur die Anheftung der
Zellen, sondern verhindert auch ihre Verteilung. Dadurch proliferieren die Chondrozyten
nur an den Stellen, an denen sich einige Zellen anheften konnten und bilden dort mehrere
Zellschichten in Form von Zellhaufen. Dieses Phanomen ist vergleichbar mit der
physiologischen Reaktion bei partiellen Gelenkknorpeldefekten. Hier steigert sich nach
initialer Nekrose der Chondrozyten die mitotische und metabolische Aktivitat der
Chondrozyten am Defektrand und es bilden sich Zellcluster, da die Chondrozyten durch
die Knorpelmatrix ortsgebunden sind 57 581, Kuettner et al. kultivierten Chondrozyten
bewusst in mehreren Zellschichten, indem sie die Zellen in einem Monolayer in einer
deutlich hoheren Zelldichte aussaten als tblich ist (2 x 105 Chondrozyten/cm? statt 5 x
103 bis 16 x 10% Chondrozyten/cm?) 5%, Somit entstand ein sogenannter ,Multilayer®. Die
Chondrozyten synthetisierten noch nach zwei Wochen in Zellkultur Aggrekan und
Kollagen Typ Il. Diesen Effekt fuhrten die Autoren auf die durch die Schichten
entstandene dreidimensionale Umgebung zurick, die die Gegebenheiten in vivo imitiert.
Leider sank die Zellzahl aber mit zunehmender Kultivierungsdauer.

Die Grole und Morphologie der Zellcluster ist ein indirektes Zeichen fir das
Zellwachstum und die Synthese von extrazellularer Matrix. Hier konnten keine
signifikanten  Unterschiede zwischen den verschiedenen Materialien und
Rauigkeitsstufen gefunden werden.

Neben der Clusterbildung fiel im Unterschied zu den Chondrozyten auf der
Kontrolloberflache auch eine niedrigere metabolische Aktivitat der Chondrozyten auf, die
auf den beiden Polymeren PS und PEI kultiviert wurden. Auch dieser Effekt konnte an
der fehlenden Funktionalisierung der beiden zu testenden Kunststoffe und der damit
verbundenen erschwerten Adhasion der Chondrozyten liegen. Auch wenn Kkeine

signifikanten Unterschiede in den Werten gefunden werden konnten, konnte von den
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Zellen, die auf PEI kultiviert wurden, im Vergleich zu denjenigen, die auf PS kultiviert
wurden, eine hohere metabolische Aktivitat gemessen werden. Auch die Rauigkeitsstufe
der Oberflache schien einen Einfluss auf die metabolische Aktivitat zu haben. So stieg
die metabolische Aktivitat mit Zunahme der Rauigkeit, also mit zunehmend
dreidimensionaler Umgebung, leicht an. Auch diese Werte waren allerdings nicht
signifikant. Einen vergleichbaren Effekt beobachteten Balasundaram et al. 2014 bei der
Kultivierung von Chondrozyten auf den Polymeren Polyurethan und Polycaprolacton,
deren Oberflache im Nanometerbereich angeraut worden war [73l, Die Zellzahl sowie die
intrazellulare Synthese von Proteinen und die Kollagensekretion der Chondrozyten
stiegen im Vergleich zur glatten Kontrolloberflache signifikant an.

Dass die Mehrzahl aller Zellen, unabhangig von der Zellkulturoberflache, vital war, zeigte
der Vergleich der Lebend-Tot-Farbungen der Chondrozyten nach 48-stiindiger
Kultivierung. Insgesamt konnte hinsichtlich der Zellvitalitat kein grof3erer Unterschied
zwischen den beiden Testmaterialien und der Kontrolle gefunden werden, mit Ausnahme
von der Beobachtung, dass auf PS die Mehrzahl der Zellen, die auf3erhalb der Zellcluster
lagen, tot war. Die Zellen in Clustern blieben grof3tenteils vital. Die Zellen aufRerhalb der
Cluster haben keine Zell-Zell-Kontakte ausgebildet, was vermutlich ebenfalls auf die
fehlende Funktionalisierung der Oberflache zurtickgefuhrt werden kann. Man kénnte also
vermuten, dass Chondrozyten, die keine Zell-Zell-Kontakte ausbilden kénnen, eher zum
Zelltod neigen. Die Zellen in den Clustern nahmen eine runde Form an, die weitgehend
einem chondrozytaren Phanotyp entspricht. So kénnten die Zellen zur Ausbildung
kortikaler Aktin-Netzwerke und multipler Zell-Zell-Kontakte innerhalb der Cluster angeregt
worden sein 9], Das Zytoskelett der Chondrozyten wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Kultivierung von Chondrozyten in der
vorliegenden Arbeit, waren Mausefibroblasten der Linie L929 6% und mesenchymale
Stammzellen der Maus 81 fahig, auf der Oberflache der PEl-Inserts zu adharieren. Ein
Wachstum in Zellclustern war nicht zu beobachten. Die unterschiedlichen
Beobachtungen konnten dafiir sprechen, dass diese Zellen weniger abhangig von den
physikalischen Eigenschaften der Zellkulturoberflache sind als Chondrozyten aufgrund
der unterschiedlichen Oberflachen-Rezeptor-Profile. Auch in anderen wissenschatftlichen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Anheften und das Wachstum verschiedener
Zelltypen auf Zellkulturoberflachen aus PEI moglich sind 3% 61621, 2012 wurde in einer
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Arbeit von Schneider et al. beobachtet, dass sich artikulare Chondrozyten an gebtindelte
und ungeordnete elektogesponnene PEI-Fasern anlagern kdnnen [63],

Die beiden hoheren Rauigkeitsstufen der Zellkultur-Inserts erzeugten eine
OberflachenvergroRerung und imitierten zudem die dreidimensionale natirliche
Umgebung der Chondrozyten im Kniegelenk. Glatte Zellkulturoberflachen kdnnen, wie
bereits erwahnt, eine Dedifferenzierung der Chondrozyten induzieren und zudem die
Ausbildung von Stressfasern begunstigen 4 65 Der zytoskeletale Aufbau der
Chondrozyten steht in einem engen Zusammenhang mit inrem Genexpressionsprofil 641,
Die Anordnung der Chondrozyten in Zellclustern auf den beiden Polymeren PS und PEI
hat die Ausbildung ihrer phanotypischen runden Form verstarkt. Da die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Mikroporen der Polymere mit den Rauigkeitsstufen
mittelrau (RI) und rau (RIl) aber in ihrer Tiefe und Breite irreguléar waren (Tabelle 2), ist
nicht klar, welche PorengroRe und —form am besten fir die Zellkultur artikuléarer
Chondrozyten geeignet ware, um zu der beobachteten Ausbildung einer stabilen
phanotypischen Form der Chondrozyten zu fuhren. Zu beachten ist, dass sich die
Rauigkeitsstufen RI und RIl aufgrund der Materialeigenschaften und der
Herstellungsschritte leicht zwischen den beiden Materialien PS und PEI unterschieden
(Tabelle 2).

Die Genexpressionsanalyse der Chondrozyten wurde mithilfe der RTD-PCR
durchgefuhrt. Die Analyse ergab eine Erhdhung der Aggrekansynthese und eine
herabgesetzte Synthese der beiden getesteten Kollagen-Typen (Kollagen Typ | und
Kollagen Typ II) im Vergleich zur Kontrolle. Aggrekan ist ein gelenkknorpelspezifscher
Marker. Die Erh6hung spricht daher fur die Differenzierung der Knorpelzellen, die auf den
Materialen PS und PEI kultiviert wurden. Auch die herabgesetzte Synthese des
knorpelunspezifischen Kollagen Typ | stutzt diese Annahme. Auf der anderen Seite ist
eine herabgesetzte Kollagen Typ lI-Synthese normalerweise mit einer Dedifferenzierung
von Chondrozyten assoziiert 33, Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Genexpressionsprofil der Chondrozyten, die auf PS und PEI kultiviert wurden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten dadurch eingeschrankt worden sein,
dass die Chondrozyten vor der Aussaat in die zu untersuchenden Inserts zwei bis drei
Passagen lang in kommerziell erhaltlichen Zellkulturflaschen aus funktionalisiertem PS
expandiert wurden. Es standen keine Zellkulturflaschen aus PEI oder nicht

funktionalisiertem PS zur Verfligung.
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Die Kunststoffinserts aus PEI besal3en eine gelbliche Farbe (Abbildung 12), die einige
unspezifische  Fluoreszenzsignale erzeugte, wodurch die Messung der
Fluoreszenzsignale im Rahmen des Alamar Blue-Tests oder die Beurteilung der Zellen
bei der Lebend-Tot-Farbung beeinflusst worden sein kdnnte. Zuletzt kbnnte die weniger
starke Adhéasion der Zellcluster an die Zellkulturoberflichen aus PEI und PS zu einem

Verlust an Zellen wahrend der Spulschritte mit PBS gefuhrt haben.
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6 Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass sowohl die Art des Kunststoffes
(PEI oder PS) also auch seine Oberflachenbeschaffenheit Einfluss auf die Morphologie,
die metabolische Aktivitat und das Expressionsprofil artikularer Chondrozyten haben.

Die erhohte Aggrekan-Genexpression lasst vermuten, dass die Bildung von Zellclustern,
die auf beiden zu testenden Materialien beobachtet wurde, durch die Erzeugung einer
dreidimensionalen Umgebung die gelenkknorpelspezifische Genexpression der
Chondrozyten unterstitzt haben konnte. PEI scheint fur die Kultivierung artikularer
Chondrozyten etwas geeigneter zu sein, da es im Vergleich zu PS eine etwas hdhere

metabolische Aktivitdt der Chondrozyten induziert hat.

Zukunftig sollten Zellkulturoberflachen aus PEI beispielsweise durch Hydrophilisation
funktionalisiert werden und erneut als Kulturoberflache flr artikulare Chondrozyten
getestet werden. Die Funktionalisierung kénnte zu einer besseren Adharenz der
Chondrozyten und somit zu einer starkeren Auspragung der positiven Effekte auf die
knorpelspezifische Genexpression fihren. Aul3erdem wirde somit das Risiko sinken,
einen Teil der Zellen wahrend der Spulschritte, die Teil der Zellkultur aber auch einiger
Analyseverfahren sind, zu verlieren. Neben dem Tragermaterial sind aber auch die
biochemischen und mechanischen Kulturbedingungen sowie die Herkunft der
Chondrozyten entscheidend fur den Erfolg der Knorpelzellkultivierung. In weiteren
Versuchen konnten also die Kulturbedingungen, die in anderen Arbeiten als positive
Stimuli fur die Redifferenzierung der Knorpelzellen beschrieben wurden, auch wéahrend
der Zellkultur auf PEI eingesetzt werden, um die Proliferation differenzierter
Chondrozyten zu unterstitzen. Zudem kénnte man erwagen, vor allem Zellen aus der
mittleren und tiefen Zone des Gelenkknorpels fur die Kultivierung zu nutzen, um eine

hohere Synthese an Proteoglykanen und Kollagen Typ Il hervorzurufen [72],

Die Vorteile einer erfolgreichen Kultivierung differenzierter artikularer Chondrozyten auf
einem Kunststoff, beispielsweise aus PEI, lagen in der kostenginstigen sowie
O0konomisch und technisch einfachen Alternative zu den teuren und aufwendigen 3D-
Kulturtechniken, die zurzeit fir die Knorpelzellkultivierung gangig sind. Ideal ware die
Kombination der hohen Proliferationsrate, wie sie in kommerziell erhaltlichen Monolayern

beobachtet werden kann, mit der Erhaltung des chondrozytaren Phanotyps. Eine reine
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6 Fazit

Zell-Matrix-Kultur ohne die Einbindung von Fremdstoffen wirde auch biochemische

Analyseverfahren zur Beurteilung der Knorpelqualitat erleichtern.

Die malRangefertigten Zellkulturinserts fir 24- und 96-Well-Platten haben eine
Untersuchung der Chondrozyten erméglicht, ohne dass sie Kontakt mit der umgebenen
Multiwell-Platte hatten. Somit konnten die nachgewiesenen Effekte eindeutig auf das zu
testende Material und nicht etwa auf eine Mischung der Effekte des Test- und
Kontrollmaterials zurickgefihrt werden. AufRerdem konnten durch das einfache
Einsetzen und Herausnehmen der Inserts mehrere Kunststoffe und Rauigkeitsstufen
gleichzeitig auf einer Multiwell-Platte getestet werden. Dadurch konnten Zeit und Material

gespart werden.
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