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1 Einleitung

1.1 Ursachen, Inzidenz, Diagnostik von Gelenkinfektionen

Die septische Arthritis oder bakterielle Arthritis kommt in der Allgemeinbevdlkerung mit
einer Haufigkeit von 2 bis 5 auf 100 000 Einwohner pro Jahr vor (1). Unter dem
klinischen Bild der plotzlich aufgetretenen schmerzhaften Gelenkschwellung nimmt sie
einen Anteil von 8 % ein. Damit ist die Inzidenz zwar im Allgemeinen nicht sehr hoch,
die Erkrankung tritt aber bei Hochrisikopatienten mit z.B. rheumatoider Arthritis etwa
zehnmal haufiger auf (2).

Definitionsgemal ist die septische Arthritis eine durch bakterielle Erreger ausgelOste
Infektion der Gelenkhohle. Kommt es im Verlauf zur Bildung von Pus entsteht ein
Empyem.

Der haufigste Pathomechanismus der bakteriellen Arthritis ist die hamatogene Streuung
von pyogenen Erregern im Rahmen einer entzindlichen Grunderkrankung (3). An
zweiter Stelle stehen iatrogene Ubertragungswege durch Gelenkpunktionen oder lokale
Kortikoidinjektion (4). Hier sind vor allem Knie- und Huftgelenke betroffen (5). Das
Risiko einer Infektion durch Arthroskopien ist nach Angaben in der Literatur eher gering.
Rein diagnostische Arthroskopien haben eine Infektionsrate von 0,14 % (6) bis 0,42 %
(7), die der operativen Eingriffe wahrend einer Arthroskopie ist mit 0,23 % im Mittel
sogar noch geringer (8). Mit zukunftig steigender Anzahl der Eingriffe wird diese
Komponente eine groliere Rolle einnehmen.

Individuelle Risikofaktoren konnen die Entstehung eines Gelenkinfekts beglnstigen.
Dazu zahlen vor allem Vorerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus,
Nikotinabusus und Adipositas, aber auch vorangegangene Behandlung mit
Kortikosteroiden und anderen Immunsuppressiva (9).

Obwohl jede Art von Bakterium als Ausloser fur das Krankheitsbild in Betracht kommt,
sind die haufigsten Vertreter Staphylokokken und Streptokokken. In vielen Studien wird
mehr als die Halfte der Gelenkinfekte durch Staphylococcus aureus ausgelost (10, 11).
Die Angaben reichen von 49,4 % (12) bis zu 80 % der Falle, wobei die angegebene
Haufigkeit vom Alter der untersuchten Patientengruppe abhangig ist (13). Die
Infektionswahrscheinlichkeit mit Staph. aureus nimmt mit dem Lebensalter zu. Am
zweithaufigsten wurde Staphylococcus epidermidis nachgewiesen (1, 14). Weitaus
seltener ist der Nachweis von gramnegativen Erregern und Mykobakterien (15). Nicht

immer kann bei dem Verdacht auf einen Gelenkinfekt ein Erreger nachgewiesen



werden, die Literaturangaben schwanken hier zwischen 63 % und 100 % (16, 17).
Falsch negative Ergebnisse ereignen sich besonders dann, wenn schon vor der
Probenentnahme mit einer antibiotischen Therapie begonnen wurde (18).

Die Klinik des Gelenkinfekts aulert sich typischerweise mit den Zeichen einer
Entzindungsreaktion: periartikulare Roétung, Hyperthermie, schmerzhafte
Bewegungseinschrankung und Schwellung des betroffenen Gelenks sind haufig. Fieber
kann zu Beginn vorhanden sein oder im Verlauf auftreten. Bei Gelenken mit
ausgepragtem Weichteilmantel wie dem Huft- oder Schultergelenk kann das klinische
Erscheinungsbild weniger ausgepragt sein. Die oben genannten Symptome sind zwar
typisch fur die septische Arthritis, aber nicht sehr spezifisch. Differentialdiagnostisch
kommen Erkrankungen wie der akute Gichtanfall, die rheumatoide Arthritis oder eine
reaktive Arthritis sowie andere nicht infektiose Gelenkbeschwerden in Betracht (19, 20).
Zu diagnostischen und Verlaufszwecken sollten CRP, Leukozytenzahl,
Blutsenkungsgeschwindigkeit und Procalcitonin im Blut bestimmt und Blutkulturen
angelegt werden (13). Da die Erhdhung dieser Parameter ebenfalls nicht spezifisch ist,
sollte eine sterile Gelenkpunktion mit Versuch der Erregerbestimmung erfolgen.
Gleichzeitig kann die Synovialflussigkeit visuell beurteilt werden, je nach Stadium der
Erkrankung kann sie trube, flockig oder eitrig sein. Auch hier sollten die Leukozyten
bestimmt werden, Werte von uber 35 000/ml gelten als stark verdachtig fur einen Infekt
(21). Bildgebende Verfahren konnen das Ausmall des Infektes und eine eventuelle
Beteiligung benachbarter Gelenkstrukturen dokumentieren. Als diagnostisches Mittel
sind Rontgen, Sonographie oder MRT eher ungeeignet, denn mit Hilfe dieser Verfahren
ist der Nachweis eines septischen Geschehens nicht zu erbringen. Daher ist der
Keimnachweis das sicherste differentialdiagnostische Mittel zur Diagnose der
bakteriellen Arthritis. Nach dem erstellten Resistogramm richtet sich nach der
chirurgischen auch die gezielte Antibiotikatherapie. Wie oben schon erwahnt, Iasst sich
in einigen Fallen trotz bestehenden bakteriellen Geschehens kein Erreger anzichten.
Dennoch sollte unverzigliche mit der Therapie begonnen werden, da wegen der
Schwere der Erkrankung ein abwartendes Verhalten nicht zu vertreten ist.

1.2  Einteilung und stadiengerechte Therapie
Nach dem =zeitlichen Auftreten der Gelenkinfektion infolge operativer MalRnahmen
lassen sich drei Stadien in die akute, subakute und chronische Arthritis unterscheiden.



Der Fruhinfekt tritt innerhalb der ersten drei Monate postoperativ auf und stellt den
geringeren Anteil der Infekte dar. Treten erste klinische Zeichen nach mehr als zwolf
Monaten postoperativ auf, spricht man von einer chronischen Entzindung. Fur die
Ursache des Spatinfekts kommen Keime mit geringer Virulenz und eine spate
hamatogene Aussaat in Frage (21).

Zu therapeutischen Zwecken existieren fur die septische Arthritis Einteilungen nach
dem Fortschreiten der Infektion. Eine derzeit gangige Klassifikation ist die Einteilung
nach Gachter. Anhand des arthroskopisch festgestellten Gelenkschadens ist sie in vier
Schweregrade unterteilt (22):

Stadium |:  trGbe Synovia, Rétung der Synovialmembran, evt. petechiale Blutungen,
keine radiologischen Veranderungen

Stadium Il: schwere Entzindung mit Fibrinablagerungen, Empyem, keine
radiologischen Veranderungen

Stadium Ill:  Verdickung der Synovialmembran, Kompartmentformation
(Badeschwamm  ahnliches  Bild), noch keine radiologischen
Veranderungen

Stadium IV: aggressive Pannusbildung mit Infiltration und evt. Unterminierung des
Knorpels, radiologisch subchondrale Osteolysen, kndcherne Erosionen-
und Zystenbildung

Andere Autoren treffen klinisch oder laborchemisch orientierte Differenzierungen:

- Kuner: | Synovialis purulenta, Il Gelenkempyem, Il Panarthritis, IV chronische Arthritis
(23)

- Pfeiffenberger und Meiss: | milde Infektion (24h-5d), Il maRige Infektion (5-10d), Il
schwere Infektion (>10d) mit Nekrosen (A) oder ohne Nekrosen (B) (24).

Da die bakterielle Arthritis die aggressivste Form der Gelenkentzindung darstellt und
schon nach sehr kurzem Verlauf zu erheblichen Knorpeldestruktionen fuhrt, sollte
schnellstmoglich die Infektsanierung erfolgen. Dabei hat sich gezeigt, dass die Chancen
der komplikationslosen Ausheilung stark vom Stadium der Erkrankung abhangen (25,
26). Die Mortalitat ist auch heute noch, trotz weitreichender Moglichkeiten wie
intraartikularer Antibiotikagabe und grof3zugiger arthroskopischer Gelenkspulung mit 11
% vergleichsweise hoch (27), bei alteren Patienten mit Vorerkrankungen sogar
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zwischen 19 bis 33 % (1, 28). Auch das Ausmal therapeutischer MalRnahmen richtet
sich nach der Stadieneinteilung. Bereits bei dem Verdacht auf eine Gelenkinfektion
sollte nach erfolgter Probenentnahme zum Keimnachweis die systemische Gabe eines
Breitspektrumantibiotikums erfolgen. Grundsatzlich ist eine antibiotische Therapie in
jedem Stadium indiziert und sollte vier bis sechs Wochen fortgesetzt werden (22, 29).
Entsprechend des Antibiogramms muss die Antibiotikatherapie im Verlauf angepasst
werden. Ein akuter Gelenkinfekt stellt aber immer eine Indikation zur chirurgischen
Therapie dar. Eine Orientierung bietet die oben genannte Einteilung nach Gachter.

Im Stadium | steht die Druckentlastung des Gelenks, mit bestmoglicher Drainage
purulenter Gelenkflussigkeit im Vordergrund. In der Vergangenheit gab es
uneinheitliche Meinungen, ob die alleinige Nadelaspiration oder die Arthroskopie hierzu
ein adaquates Mittel darstellen (30). Eine ausreichende Drainage des Gelenks ist aber
mit alleiniger Aspiration zu bezweifeln (1, 16, 31). Bis heute hat sich die ausgepragte
arthroskopische Lavage aller Gelenkkompartimente weithin durchgesetzt, sie ist
effektiver als die Nadelaspiration und auch das funktionelle Outcome ist besser (32, 33).
Zum Spulen kdnnen ein bis zwei Liter Ringerldsung oder NaCl ohne Zusatze verwendet
werden. Bei anhaltenden klinischen und laborchemischen Zeichen muss die Lavage
innerhalb weniger Tage wiederholt werden (16). Revisionen im Stadium | sind im
Vergleich zu fortgeschritteneren Stadien aber seltener (34).

Die Therapie im Stadium Il ist ahnlich der des Stadium |. Die arthroskopische Spulung
sollte hier in jedem Fall in den Folgetagen wiederholt werden. Ein intraoperatives
Débridement kann vorgenommen werden, eventuelle Fibrinbelage sollten entfernt
werden. Das intraartikulare Einlegen lokal applizierbarer Antibiotika in Form von
resorbierbaren Schwammen, Ketten oder Kollagenvlies wird ebenfalls differenziert
betrachtet, da es Untersuchungen gibt, die nach systemischer Gabe einen genugend
hohen Antibiotikaspiegel im Gelenk nachweisen (16). Der Therapieerfolg kann anhand
der Entzindungswerte (CRP, Leukozyten) im Blut kontrolliert werden.

Im Stadium Il kann bei ausgepragter Synovialitis eine Synovialektomie vorgenommen
werden. Manche Autoren sprechen sich allerdings dafur aus, dass die
Synovialmembran als physiologische Barriere gegen die Infektionsausbreitung intakt
bleiben sollte (22, 30). Dagegen spricht, nach Meinung anderer Autoren, dass bei Erhalt
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der Synovialis mit einem Fortbestehen der Infektion bzw. einem Rezidiv gerechnet
werden muss (35). Einige Operateure finden einen Kompromiss im Entfernen der
bestehenden Fibrinbelage und Eiterherde im Bereich der Synovialis ohne komplette
Synovektomie (16).

Bei grollen Gelenken wie dem Kniegelenk sollte die intraoperative Menge an

Spulflussigkeit mindestens funf Liter, besser noch 10 bis 15 Liter betragen.

FUr das Stadium |V ist ein rein arthroskopisches Vorgehen, je nach Erfahrung des
Operateurs, meist nicht ausreichend. Empfohlen wird die Arthrotomie zur offenen
Synovialektomie. Neben den im Stadium Ill durchgefuhrten MaRRnahmen sollte
zusatzlich eine sorgfaltige Entfernung aller nekrotischen Knochen- und Knorpelanteile
erfolgen (16). Hierbei ist es wichtig, auch die schwer zuganglichen Gelenkanteile von
Synovialis zu befreien (35). AnschlieBend muss das Gelenk wiederum ausfuhrlich

gespult werden.

Die stadiengerechte Therapie mit arthroskopischer Spulung in Verbindung mit
systemischer Antibiotikagabe erzielte in der Vergangenheit gute Ergebnisse mit
Heilungschancen von 90 bis 100 %, wobei der Therapieerfolg vom Stadium der
Erkrankung abhangig war (30, 36). Entscheidend wirkt sich aul3erdem die aggressive
postoperative Mobilisierung aus, die Gelenkversteifung und Muskelatrophie verhindern
soll. Hier gilt es, zwischen Ruhigstellung zur Infektausheilung und Bewegung des

Gelenks abzuwagen.

Die Prognose der septischen Arthritis ist stark davon abhangig, in welchem Stadium die
Diagnose gestellt wird und in welchem Ausmal® die Therapiemoglichkeiten
ausgeschopft werden. Dabei ist das oberste Ziel, die Gelenkentziindung so schnell wie
moglich zu beseitigen. In frihen Stadien kann eine konsequente Therapie zu sehr guten
Ergebnissen fuhren.

Dauert die Entzindung an, wird eine Beeintrachtigung der Knorpelschicht
wahrscheinlicher. Keime wie der haufig vorkommende Staphylococcus aureus fuhren
schon nach 24 Stunden zu einer erhohten Freisetzung von knorpelspezifischen
Proteoglykanen aus der Matrix (37, 38), was sukzessive zu einem Verlust der
Knorpelmatrix von Uber 40 % fuhren kann (39, 40). Versuche in vitro zeigten, dass

Staphylococcus aureus und Escherichia coli nach 48stindigem Kontakt zum Untergang
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von Chondrozyten fuhrten (41). Somit kann verzogertes Therapiemanagement zu einer
Zunahme der Morbiditat von 25 bis 50 % fuhren. Es sind Falle von Destruktionen von
Knorpel und Knochen, sowie pathologischen Dislokationen und Versteifungen von
Gelenken beschrieben (42). In der Konsequenz erhoht sich ebenfalls die Mortalitat auf
10 bis 15 % (43).

1.3  Miko- und Makroanatomie des hyalinen Knorpels

Gelenkknorpel ist ein komplexes Gewebe aus hyalinem Knorpel, welches als wenige
Millimeter messende Schicht die Oberflachen von kndchernen Gelenkstrukturen
uberzieht. Er gewahrleistet eine gleichmallige Verteilung der Spannungen auf die
Gelenkflachen und den darunter liegenden Knochen. Er dient der einheitlichen
Kraftibertragung, fungiert als StolRdampfer, reduziert Scherkrafte und bietet dem
subchondralen Gewebe mechanischen Schutz. So konnen Krafte, die beim Laufen
entstehen und mitunter das 500fache des Korpergewichts betragen, gleichmallig auf
die knochernen Gelenkanteile Ubertragen werden. Mithilfe der Gelenkkapsel und dem
angrenzenden Band- und Muskelapparat ermdglicht er eine stabile Gelenkfihrung.
Durch die Synovia, die Gelenkflussigkeit, wiederum, wird der Knorpel mit Nahrstoffen
versorgt, behalt seine Elastizitat und Festigkeit und vermindert zusammen mit ihr die
Scherkrafte, die beim Gleiten der Gelenkflachen aufeinander entstehen, ohne hohe
energetische Verluste (44, 45).

Knorpelgewebe entsteht durch die Differenzierung von pluripotenten mesenchymalen
Stammzellen zu Chondroblasten, den Knorpelbildnern. Diese Vorlauferzellen
produzieren die Knorpelmatrix und wachsen zu ausgereiften Knorpelzellen, den
Chondrozyten, heran (46).

Hyaliner Knorpel ist, mit Ausnahme des Gelenkknorpels, von einer Knorpelhaut, dem
Perichondrium, umgeben. Die innere Schicht des Perichondriums (Stratum
chondrogenicum) enthalt noch undifferenzierte mesenchymale Zellen, die sich bei
Bedarf in Chondroblasten umwandeln und eine gewisse Zellregeneration mdglich
machen konnen. Aulerdem enthalt sie Gefalle, mittels derer die Versorgung des
Knorpels durch Diffusion gewahrleistet wird (47).

Der hyaline Knorpel im Gelenk besitzt kein Perichondrium. Seine Ernahrung findet im
Wachstum noch durch im Knochen befindliche, subchondrale Gefalle statt. Mit der

Reifung der Knorpelzellen kommt es jedoch zu Verkalkungen im Knorpelgewebe und
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eine Versorgung des Knorpels ist nur noch durch die Synovialflussigkeit im Gelenkspalt
moglich. Der adulte Gelenkknorpel ist also gefal¥frei und nicht innerviert (48, 49). Die
postmitotischen Chondrozyten sind nicht mehr teilungsfahig und konnen sich nicht
regenerieren, durch die fehlende Durchblutung ist eine Einwanderung von neuen
Stammzellen nicht moglich. Deshalb hat Knorpelgewebe eine nur geringe
Heilungstendenz.
Die Chondrozyten sind umgeben von einer extrazellularen Matrix (EZM). Der Anteil der
Zellen an der gesamten Knorpelmasse betragt nur etwa 10 %. Die Chondroblasten
synthetisieren die Matrixbestandteile und geben sie in ihre Umgebung ab (50). Reife
Knorpelzellen sind fur den standigen Umsatz der EZM verantwortlich. Sie bauen
Matrixbestandteile ab und resynthetisieren sie nach Bedarf. Die Hauptkomponenten der
EZM sind Proteoglykane und Kollagene.
Proteoglykane besitzen ein Kernprotein, an welches lange modifizierte
Kohlenhydratketten, die Glykosaminoglykane (GAG), kovalent gebunden sind. Im
Gelenkknorpel ist Aggrekan das  vorherrschende  Proteoglykan, seine
Kohlenhydratseitenketten bestehen aus Chondroitin- und Keratansulfat (51). Das
Kernprotein interagiert mit einem weiteren GAG, der Hyaluronsaure und formt so die
komplexen Makromolekule des Aggrekans.
Die Proteoglykane vernetzen sich mit den Kollagenfibrillen und verleihen dem Knorpel
seine Druckelastizitat, indem sie, ahnlich einem Schwamm, Wasser binden. Die
Vernetzung mit Kollagen schutzt das Knorpelgewebe jedoch vor dem Aufquellen durch
zuviel Flussigkeit und davor, dass sich die Proteoglykane durch ihre negativen
Ladungen gegenseitig abstolen (52).
Die Kollagenfibrillen des hyalinen Knorpelgewebes bestehen Uberwiegend aus Kollagen
des Typs Il und zu kleineren Anteilen aus Kollagen Typ VI, IX, X und XI und sind
verantwortlich fur die hohe Zugfestigkeit des Knorpels. Die Kollagenfibrillen des
Gelenkknorpels sind mit 50-100 nm kraftiger als im Gbrigem hyalinen Knorpel (15-20
nm) und arkadenformig angeordnet. Aufgrund dieser Struktur lasst sich von der
Oberflache zum subchondralen Knochen eine histologische Einteilung in vier Schichten
vornehmen (53):

I Tangentialzone

I Ubergangszone

I Radiarzone

v Zone des mineralisierten Knorpels
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Abb. 1 Aufbau des hyalinen Knorpels in H.E. Farbung. Gut zu
erkennen sind die unterschiedlichen Knorpelschichten (modifiziert

nach (54)).

In der oberflachlichen Tangentialzone sind die Kollagenfibrillen trajektoriell ausgerichtet,
d.h. in Richtung der groRten Zugspannung, und verlaufen tangential zur Oberflache. Die
Chondrozyten liegen parallel zum Kollagen und sind spindelformig, der Gehalt an
Proteoglykanen ist gering.

In der Ubergangszone, auch Transitionszone, liegen die Knorpelzellen in kleineren
Gruppen, sogenannten Chondronen, zusammen. Die Konzentration an Proteoglykanen
ist hier im Vergleich zur Tangentialzone hoher.

Die dritte, die Radiarzone, ist die breiteste Schicht. Hier ordnen sich die, jetzt ellipsoid
geformten, Chondrozyten saulenartig entlang der Kollagenfasern an und stehen

senkrecht zur Oberflache. Es findet sich der hochste Gehalt an Proteoglykanen. Die

13



Radiarzone wird nach unten von der tide mark, einer basophilen Grenzlinie, von der
vierten Schicht demarkiert.

Die Mineralisationszone ist die Schicht mit dem geringsten Gehalt an Proteoglykanen.
Hier sind die Kollagenfibrillen verankert, sie strahlen senkrecht in diese Zone ein. In der
Extrazellularmatrix befinden sich Kalzifizierungen aus Hydroxylapatitkristallen. Die
vereinzelten  Chondrozyten  zeigen nur geringe  Syntheseaktivitdt.  Die
Mineralisationszone trennt den hyalinen Knorpel vom subchondralen Knochen.
Aufgrund der unterschiedlichen Anordnung und Konzentration der EZM-Komponenten
besitzen die vier Schichten des Knorpelgewebes verschiedene biomechanische
Eigenschaften.

Die Chondrozyten selbst nehmen in der Gesamtmasse des Knorpels nur einen Anteil
von ein bis zehn Prozent ein (55). Morphologisch sind die Zellen in vivo oval bis rund
und liegen in kleineren Gruppen zusammen. Diese Zellgruppen und die sie unmittelbar

umgebende Extrazellularmatrix bezeichnet man als Chondron (47).

Abb. 2 Mikroskopische Darstellung
der paarigen Chondrone (*) (56).

Die Aufgabe der Chondrozyten besteht in der Aufrechterhaltung der Homdostase des
Knorpels. Sie sind fir die Synthese und den Abbau der Proteoglykane und des
Kollagens verantwortlich und kénnen ihre metabolische Aktivitat den Anderungen in der

Matrixkomposition anpassen. Um Zellantworten auf veranderte physikalische oder
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humorale Stimuli des Extrazellularraums zu koordinieren, interagieren die Chondrozyten
mit ihrer Umgebung Uber Transmembranrezeptoren (57). Eine wichtige Rolle nehmen
dabei die Integrine, eine Gruppe von Oberflachenrezeptoren, ein. Integrine sind
zellulare Heterodimere, die an verschiedene Extrazellularmatrixmolekile gebunden
sind. Sie stehen gleichzeitig in direktem Kontakt zum Cytoskelett des Chondrozyten und
sind in der Lage, sowohl mechanische, als auch biochemische Signale aus der EZM an
die Knorpelzelle zu Ubertragen (58).

Die Struktur der EZM stellt aber nicht nur ein Kommunikationsnetzwerk dar, sondern
tragt auch zur Stabilisierung, Formgebung und Differenzierung der Chondrozyten bei.
Es ist bekannt, dass Defekte der Knorpelstruktur, z.B. bei Arthrose, mit Anderungen der
Chondrozyteneigenschaften einher gehen (59). Auch die Kultivierung von Knorpelzellen
in vitro hat zur Folge, dass die Zellen einen anderen Phanotyp annehmen (60) und die
Syntheseleistung von EZM-Komponenten umstellen.

1.4  Formen des Zelltods

Zytotoxische Ereignisse fuhren zum Untergang von Gewebe. Je nach Art der
Schadigung lassen sich im Wesentlichen zwei Vorgange des Zelltods unterscheiden:
Nekrose und Apoptose. Wahrend man von der Apoptose als einem geordneten,
Energie verbrauchenden Prozess ausgeht, der nur einzelne Zellen oder Zellnester
betrifft, wird im Zusammenhang mit der Nekrose auch haufig vom Energie
unabhangigen akzidentiellen Zelltod gesprochen (61).

1.4.1 Nekrose

Nekrose ist der Untergang von Zellen infolge irreversibler endogener oder exogener
Schadigung. Endogene Ursachen fur den Zellzerfall konnen Hypoxie oder Ischamie
sein. Als exogene Einwirkungen kommen chemische Noxen oder physikalische Krafte,
aber auch Krankheitserreger wie Viren und Bakterien in Betracht (47).

Nekrosen gehen haufig mit einer Entzindungsreaktion einher, da der ungeordnete
Zelltod die Einwanderung von Leukozyten in das Gewebe nach sich zieht. Der Grund
hierfur ist der zunehmende Integritatsverlust der Zellmembran. Es kommt zur Zunahme
des Zellvolumens, haufig verbunden mit einer ZerreiRung des Zytoskeletts und einem
unkontrollierten Ausstrom von Intrazellularbestandteilen. Zu diesen Substanzen zahlen

Zytokine, wie Interleukin-8, oder Nekrosefaktor kB, die Makrophagen oder Neutrophile
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Granulozyten anlocken, aber auch Toxine und cytoplasmatische Enzyme werden
freigesetzt (62). Auch das intrazellulare Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) wird bei
Nekrosevorgangen in den Extrazellularraum ausgeschuttet. Es kommt in allen Zellen

vor und lasst sich daher gut als Nekrosemarker im Extrazellularraum bestimmen.

1.4.2 Apoptose

Die Apoptose ist als programmierter Zelltod ein streng regulierter Vorgang. Er ist
notwendig fur die embryonale Formgebung, zur Eliminierung potentiell schadlicher oder
entarteter Zellen und dient dem Erhalt der Zellanzahl und der Regulation der
Immunantwort. Apoptose kann durch eine Vielzahl von sowohl physiologischen als auch
pathologischen Stimuli initiiert oder inhibiert werden (63).

Wahrend der Nekrosevorgang eine Beeintrachtigung benachbarter Zellen nach sich
zieht, kommt es bei der Apoptose in der Regel nicht zur Entzindungsreaktion
umliegender Gewebe. Auch morphologisch stellt sich der Apoptosevorgang anders dar
als die Nekrose. Apoptotische Zellen schrumpfen und I6sen sich schnell aus dem
Zellverband heraus. Das Chromatin kondensiert und fragmentiert, der Zellkern wird
pyknotisch, es kommt zur Bildung sogenannter Apoptosekorperchen. Zellorganellen
und Zellmembran bleiben initial intakt. Bevor es, wie bei der Nekrose, zur Zelllyse und
dem Austreten von Zytoplasma kommen kann, werden die Zellen von Makrophagen
oder umgebenden Zellen phagozytiert (64-66).

Es sind zur Zeit drei Singalwege des programmierten Zelltods erforscht, der
intrinsische, der extrinsische und der stressinduzierte Weg Uber das Endoplasmatische
Retikulum (ER) (61).

Allen Signalwegen gemeinsam ist die Aktivierung von Caspasen. Das sind Proteasen,
die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosaure Cystein enthalten und Zielproteine
spezifisch nach der Aminosaure Aspartat schneiden. Es sind verschiedene humane
Caspasen bekannt und kategorisiert, darunter die Initiatorcaspasen-2, -8, -9, -10, die
Effektorcaspasen-3, -6, -7 und inflammatorische Caspasen-1, -4,-5. Sie spielen eine
wichtige Rolle fur die Regulation und Signalweiterleitung wahrend der Apoptose und
liegen in Zellen als proteolytisch inaktive Procaspasen vor. Werden die
Initiatorcaspasen durch einen der beiden Apoptosewege aktiviert, folgt eine Caspase-

Kaskade, d.h. die Aktivierung nachgeschalteter Exekutionscaspasen, die eine
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proteolytische DNA-Fragmentierung und Inaktivierung von Uberlebensproteinen
induziert.

Der extrinsische Apoptoseweg wird Uuber extrazellulare Apoptose-stimulierende
Liganden vermittelt, die an Oberflachenrezeptoren der Zelle binden. Zu diesen
sogenannten Todesrezeptoren gehoren Fas-, TNF- oder TRAIL-Rezeptoren. lhre
Aktivierung fuhrt zur Oligomerisierung der Rezeptoren und der Rekrutierung des
Adapterproteins FADD (Fas-associated death domain) und Caspase-8, was die Bildung
des death-inducing signaling complexes (DISC) zur Folge hat. Daraufhin werden die
Effektorcaspasen -3, -6 und -7 aktiviert und das eigentliche Zelltodprogramm wird
eingeleitet (67).

FUir den intrinsischen Apoptoseweg nimmt das Mitochondrium eine zentrale
Regulationsfunktion ein. Bei Schadigung der DNA vermittelt beispielsweise das
Tumorsuppressorprotein p53 die Einleitung des Selbstzerstérungsprogramms, indem es
die Transkription von Genen der Bcl-2 Familie induziert. Bcl-2-Gene regulieren die
Permeabilitat der Mitochondrienmembran fur Cytochrom c¢. Die Erhohung des
intrazellularen Cytochrom c wirkt apoptogen, denn es bindet an den apoptosis-
activating factor 1 (Apaf-1) und Procaspase-9. Diese generieren einen DISC-ahnlichen
Komplex, das Apoptosom (68). Es kommt zur Aktivierung von Caspase-9 und der
Effektorcaspase-3, sowie weiterer proteolytischer Enzyme. An dieser Stelle
konvergieren intrinsischer und extrinsischer Signalweg der Apoptose.

Ein relativ neu entdeckter Weg ist der ER-Stress induzierte Apoptoseweg. Das ER ist
als Zellorganell fur die Synthese und Faltung von neu synthetisierten Proteinen der
Zelle verantwortlich und halt die Kalziumhomoostase der Zelle aufrecht. Induzierend fur
den ER-Apoptosepfad kommen verschiedene Ausloser wie Anderung des
Glykosylierungsstatus oder des Energiehaushaltes der Zelle oder eine vermehrte
Kalziumfreisetzung aus dem ER in Frage (69). Dies fuhrt zur Akkumulation
missgefalteter Proteine in der Zelle, was wiederum zu einer Aktivierung der Caspase-
12 fuhrt. Dieser Weg scheint unabhangig vom mitochondrialen oder Todesrezeptorpfad.
Allerdings wird auch hier die Caspasenkaskade angestol3en. Ein zentrale Rolle nimmt
dabei die am ER membranstandige Caspase- 12 ein. Sie aktiviert die zytosolische
Procaspase- 9, die nachfolgend Caspase- 3 aktiviert (70).

Letztendlich fuhren alle drei Mechanismen zum geordneten Abbau der Zelle in kleinere
Bestandteile. Diese sogenannten Apoptosekorperchen konnen von Makrophagen oder
Nachbarzellen phagozytiert werden.
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1.5 Antiseptika

Antiseptika werden im weitesten Sinne dazu gebraucht, Wundinfektionen zu verhindern
oder zu therapieren. Dabei sollte die Keimzahl zuverlassig reduziert werden, ohne das
umgebende Gewebe zu sehr zu schadigen. Die Wirkung gegen Krankheitserreger sollte
also hoch sein, wahrend die Gewebetoxizitat gering bleiben sollte. Hierbei ist ein breites
Wirkungsspektrum gegen Bakterien, Pilze, Viren und Sporen wichtig. Antiseptika sollten
sich nicht nachteilig auf die Wundheilung auswirken. Sie sollten keine systemische
Wirkung entfalten und nach Moglichkeit hypoallergen sein. In Gegenwart organischer
Substanzen und bei hoher Keimlast sollte die Wirksamkeit erhalten bleiben oder nur
geringfugig vermindert sein. Die Wirkung sollte schnell eintreten und es sollten keine
Resistenzen gegen das Agens auftreten.

1.5.1 Polihexanid

Polihexanid ist ein Biguanid zur lokalen Anwendung und stellt eines der am haufigsten
verwendeten Antiseptika dar. In der handelsfertigen Gebrauchslosung ist es unter dem
Namen Lavasept® erhaltlich.

HN___N

NH,
T
N

NH;

Abb. 3 Chemische Struktur von Polihexanid (71).

Durch den Zusatz von Macrogolum 4000, einem Poliethylenglycol, wird die
Oberflachenspannung der wassrigen Losung herab gesetzt und seine Bioverfugbarkeit
und Toxizitat positiv beeinflusst. Daraus resultiert ein breites Wirkspektrum gegen
grampositive und gramnegative Bakterien.

Der Wirkmechanismus von Polihexanid beruht auf der kationischen Ladung der
Biguanide. Durch sie erfolgt die Bindung an anionisch geladene, saure Phospholipide
der Bakterienmembranen. Dadurch wird die Permeabilitat der Zellaul3enhaut beeinflusst
und es kommt zur Hemmung metabolischer Prozesse (72, 73). Der nachfolgende
Ausstrom von Cytoplasma fuhrt letztlich zum Untergang der Bakterienzelle. Die Affinitat
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zu neutralen Phospholipiden, wie denen der menschlichen Zellwand ist dagegen gering,
daher die selektive Wirkung gegen Bakterien und die gute humanspezifische
Gewebevertraglichkeit.

Die Verwendung von Polihexanid darf ausschlie3lich in verdunnter Form erfolgen. Die
ubliche Anwendungskonzentration liegt im Bereich von 0,1, 0,2 bzw. 0,4 mg/ml (0,01,
0,02, 0,04 %). Als Verdiunnungsmedium eignet sich Ringerlosung ohne Laktat oder
physiologische Kochsalzlosung. Bei stark verschmutzten, putriden oder chronischen
Wunden  werden hohere  Konzentrationen  empfohlen (0,04 %), zur
Wunddekontamination eignen sich schwacher konzentrierte Losungen (0,01 %) (74),
denn Polihexanid erreicht selbst in geringen Konzentrationen eine zuverlassige
antiseptische Wirkung (75).

Polihexanid weist eine starke keimreduzierende Wirkung bei hoher Gewebetoleranz
und geringem Allergiepotenzial auf. Es wird nicht resorbiert und hat damit keine
systemischen Nebenwirkungen. Bis heute sind keine Resistenzen bekannt (73, 76).
Damit ist Polihexanid als lokales Antiseptikum ein probates Mittel gegen das
zunehmende Vorkommen von Antibiotika resistenten Erregern.

Weitere Indikationsgebiete umfassen die chirurgische Wundbehandlung bei akuten oder
chronischen Knochen- und Weichteilinfektionen als Wundspulung oder Spul-Saug-
Drainage, zur aulleren Anwendung mittels Feuchtkompresse, zur antiseptischen
Abdeckung von infektiosen Wunden und zur intraoperativen Prophylaxespulung. Da
Polihexanid die Wundheilung anregt und die Reepithelialisierung nicht verhindert,
kommt es besonders zur Therapie von Verbrennungswunden zur Anwendung (77).
Nachteile von Polihexanid bestehen in der geringen Toxizitat gegenuber Viren und
Sporen und der vergleichweise langen Einwirkzeit. Nach Herstellerangaben betragt die
Einwirkzeit 10 bis 15 Minuten. Hubner et al. haben eine volle Entfaltung des
antiseptischen Effekts schon nach funf Minuten nachgewiesen (73). Allerdings
verlangert sich der Wirkeintritt bei hoher Blutbelastung erregerabhangig auf bis zu 20
Minuten (78). Gegenanzeigen bestehen bei Gebrauch im Bereich des zentralen
Nervensystems und der Hirnhaut, im Mittel- und Innenohr, sowie intraperitoneal.

Die intraartikulare Anwendung von Polihexanid wird kontrovers dikutiert. Der Gebrauch
des Antiseptikums zur Gelenkspulung ist im Allgemeinen wegen der Knorpeltoxizitat
kontraindiziert (74). Studien haben jedoch ergeben, dass die hohe Bakteriziditat auch in
geringeren Konzentrationen im Gelenk erhalten bleibt und die Gefahr fur das
Knorpelgewebe bei Verdunnungen auf bis zu 0,005 % verringert werden kann (79).
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1.5.2 Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid (H20-) ist eine stark reaktive flissige Verbindung aus Wasserstoff
und Sauerstoff.

Es ist eine schwache Saure und wirkt gegenuber den meisten Substanzen oxidierend.
In Gegenwart von Licht, Warme oder Metallen als Katalysatoren zerfallt
Wasserstoffperoxid spontan zu Wasser und Sauerstoff 2H,0, - 2H,0 + O,. Dabei
werden 98,3 kJ/mol Energie frei. Der frei werdende Sauerstoff entweicht als Gas unter
der typischen Blaschen- und Schaumbildung.

Wasserstoffperoxid liegt in wassriger Losung verdunnt in 3 bis 30 %iger Form vor,
erhaltlich sind aber ebenso Konzentrationen bis 90 %. Hochkonzentrierte Losungen
sind reizend und gesundheitsschadlich und fuhren zu Veratzungen der Haut und
Schleimhaute. Zur medizinischen Anwendung sind Konzentrationen von 1,5 bis 6 %
gebrauchlich. Wahrend H;O, in der Industrie immer mehr Verwendung z.B. in
Weichmachern, zur Kaltaseptik in der Getrankeabfullung oder als Bleichmittel findet,
wird es in der antiseptischen Wundbehandlung differenziert betrachtet. Zwar ist die
Wirkung von H;O, keimreduzierend, eine Schadigung des umgebenden Gewebes
jedoch nicht ausgeschlossen. Trotz der breiten Anwendung von Wasserstoffperoxid,
existieren nur relativ wenige Studien Uber die antiseptische Effektivitat.

Das zelldestruktive Potential von Wasserstoffperoxid besteht in der Bildung
hochreaktiver Hydroxylradikale, die mit einer Anderung von Lipid-, Protein- und DNA-
Strukturen einhergeht (80). Extrazellular ist H,O, in der Lage, Zellen durch eine
irreversible Membrandepolarisation zu schadigen. Wasserstoffperoxid oder freie
Radikale entstehen als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in allen atmenden Zellen als
kurzzeitige Zwischenprodukte. Um die zytotoxische Wirkung zu neutralisieren, besitzen
aerobe Zellen Enzyme wie Katalase, Superoxiddismutase oder Peroxidase (81). Zwar
weist H20O; ein breites Wirkungsspektrum gegen Viren, Bakterien und Hefen auf, das
Vorhandensein von Peroxidase und Katalase in einigen Organismen kann jedoch
Toleranz gegenuber geringeren Konzentrationen von Wasserstoffperoxid hervorrufen
(80).

Hinzu kommt, dass die Wirkung von Wasserstoffperoxid in Labortests unter in vivo
Bedingungen, also nach Zugabe von Proteinen und Blut, im Vergleich zu anderen
Antiseptika stark abgeschwacht wird. Selbst bei langerer Einwirkzeit von 10 Minuten
kann die keimreduzierende Wirkung nicht an die anderer Antiseptika reichen (82).
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Ein entscheidender Faktor fur die Wundheilung ist die Reepithelialisierung durch
Keratinozyten. Wasserstoffperoxid scheint diesen Vorgang zu inhibieren, da es schon in
sehr viel geringeren Konzentrationen die Einwanderung und Proliferation der
Keratinozyten auf dem angewandten Wundbereich zu hemmen scheint (83). So wird
der Einsatz bei chronischen Wunden nicht empfohlen, da die Wundheilung verzogert
wird.

Zur Gewebetoxizitat werden in der Literatur verschiedene Angaben zu H,O, gemacht.
Wahrend Kalteis et al. keine Auswirkungen auf umgebende Zellen feststellen konnten,
haben Kramer et al. im Verhaltnis zur Wirksamkeit eine geringe Vertraglichkeit
nachgewiesen (84).

1.6 Hypothesen
Im Rahmen dieser Promotion sollten folgende Hypothesen Uberpruft werden:
* Antiseptika wirken zytotoxisch auf Chondrozyten in vitro
* die Zytotoxizitat wird sowohl Uber Nekrose als auch Apoptose vermittelt
» geringere Konzentrationen und Einwirkzeiten haben geringere zytotoxische
Effekte
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2 Methodik

2.1 Materialien

DMEM/ Hams F-12

PBS

Fetales Kalberserum, FCS
Trypsin EDTA
Penicillin/Streptomycin
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Polyhexanid

H>0.

CaCl2

Alginatgel

Pronase

Collagenase A
Propidiumiodid

FDA

CaspACE™ FITC-VAD-FMK

Annexin-V Apoptosis Detection Kit

7-AAD Staining Solution
Taurolidin

Staurosporin

Triton X100

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Roche,Mannheim,Deutschland

Charité

Charité

Charité

Sigma Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Promega,Madison,WI,USA

BD Biosciences,San José,CA,USA

BD Biosciences,San José,CA,USA
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland
Sigma-Aldrich,Deisenhofen,Deutschland

- Kulturmedium: DMEM F- 12, FCS inaktiviert (10 %),
Penicillin/Streptomycin (1 %)

- Verdau-Medium 1: Kulturmedium plus Pronase (1mg/ml)

- Verdau-Medium 2: Kulturmedium plus Collagenase (1mg/ml)

- Katalysatorlosung (1ml): Diaphonase/NAD+ Mixtur,
Lyophilisat + H20 dist. (1ml)
- Dye-Losung (45ml): Jodotetrazolchlorid (INT), Natriumlaktat

- LDH-Reaktionslosung: Katalysatorlosung + Dye-L6sung (46ml)
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- chondrogenes Medium: DMEM Hams-F12, 10 % FBS, 1 %

Penicillin/Streptomycin, 2 % Glutamatsulfat, Ascorbinsaure, TGF-beta,

Dexamethason

- RNAse (0,5 mg) plus Stammkonzentration (61 mg/ml)

- Propidiumiodid (50 ug/ml)

- Ethanol 100 %

- PBS plus FBS 2 %

Axiovert 40 C Lichtmikroskop
CASY® 1 TTC Cell Counter
Zellkulturflaschen
Brutschrank BBD 6220
Sterilbank HERA-safe
Nylonfilter

Glasfaserfilter FP 30/0,2
Fluoreszenzmikroskop CKX 41
LSR Il Durchflusszytometer
Digitalkamera EOS 500 D
FlowJo Software

Imaged Software

Zeiss Gottingen, Deutschand
ScharfeSystem,Reutlingen,Deutschland
TPP,Trasadingen,Schweiz
Heraeus-Instruments,Hanau,Deutschland
Heraeus-Instruments,Hanau,Deutschland
Beckman-Coulter,Fullerton,CA

Whatman Inc.,Clifton,NJ,USA
Olympus,Hamburg,Deutschland

BD Biosciences,San José,CA,USA
Canon Inc.,Tokyo,Japan

Tree StarAshland,OR,USA

NIH Images,Bethesda,Maryland,USA

2.2  Isolation und Kultur der Chondrozyten

Das zur Isolation der Chondrozyten verwendete Gewebe stammte aus dem Centrum flr
muskuloskeletale Chirurgie (CMSC) der Charité-Universitatsmedizin Berlin Campus
Mitte. Enthommen wurde Knorpel-Knochen-Gewebe von Probanden, die aufgrund von
Gelenkarthrose des Knies oder der Hufte einen prothetischen Gelenkersatz erhielten.
Voraussetzung hierfur war die schriftliche Zustimmung der Patienten zur Verwendung
des Spendermaterials und dass die Patienten zu keiner Zeit klinische Anzeichen eines
Infektes gezeigt hatten. Nach intraoperativer Entnahme wurde das Material bei 5 Grad
Celsius aufbewahrt und zugig im Labor weiterverarbeitet.
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Mit Hilfe von Skalpell und Pinzette wurde das Knorpelgewebe unter sterilen
Laborbedingungen vom Knochen getrennt, in 1 mm? groRe Stiicke zerkleinert, mit PBS
gewaschen und in ein Verdaumedium mit 10 % Protease uberfuhrt. Das Knorpel-
Protease-Gemisch wurde anschlieRend fur 30 Minuten im Brutschrank bei 37 Grad
Celsius, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach folgten zweimaliges
Waschen mit Phosphate buffered Saline (PBS) und die Uberfilhrung der Gewebestiicke
in das steril filtrierte Verdau-Medium 2 mit Kollagenase. Die erneute Inkubation im
Brutschrank erfolgte fur zwolf Stunden.

AnschlieBend wurde das Medium mit einem Zellfilter filtriert, um nicht verdaute
Residuen zu entfernen und bei 1200 rpm flr acht Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen und das Pellet mit PBS gewaschen. Dies wurde ein weiteres Mal
wiederholt.

Die isolierten Chondrozyten wurden in Kulturflaschen Uberfuhrt und mit Kulturmedium
Hams F-12 plus 10 %igen FCS sowie dem Zusatz von 1 %igem Antibiotikum (Penicillin
und Streptomycin) im Brutschrank kultiviert.

Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Fur die Versuche
wurden Primarzellen, sowie Chondrozyten der ersten Passage verwendet. Die Passage
erfolgte bei 80 % Subkonfluenz. Vor der Trypsinisierung der Zellen wurde zweimal mit
PBS gewaschen, 4,5 ml Trypsin/EDTA-LO6sung zugegeben und fur 10 Minuten im
Brutschrank inkubiert. Die Ablosung der Chondrozyten vom Zellkulturflaschenboden
wurde mittels Lichtmikroskop kontrolliert, gegebenenfalls wurden anhaftende Zellen
durch Abklopfen abgel6st und Trypsin durch Zugabe serumhaltigen Mediums inaktiviert.
Die Aussaat der Chondrozyten erfolgte auf die Wellplatten oder auf weitere
Kulturflaschen.

2.3 Bestimmung von Nekrose mittels LDH

Der LDH-Assay beruht auf dem Prinzip der enzymatischen Aktivitatsmessung der
Laktatdehydrogenase im Zellkulturmedium durch enzymatische Umsetzung eines roten
Formazansalzes.

Bei Schadigung der Zellmembranintegritat, z.B. bei Zellnekrose, gelangt die
zytosolische LDH rasch in den Extrazellularraum, wo sie weiterhin enzymatisch aktiv

bleibt. Sie ist ein unspezifischer Marker fur Zellschaden oder —untergang, wobei der
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Grad der Schadigung mit der Hohe der extrazellularen LDH-Konzentration korreliert
(85).

Far die LDH-Assay-Versuche wurde wie folgt vorgegangen:

Die Chondrozyten wurden mit einer Dichte von 2 x 10* Zellen pro Well in 24-Well-
Platten mit 500 pl Kulturmedium fur 24 Stunden Ubertragen. Nachdem das
Kulturmedium entfernt wurde, wurden die Zellen pro Well mit 100 ul verschiedener
Konzentrationen von Antiseptika fur unterschiedliche Einwirkzeiten versetzt.

In einem ersten Versuch sollten die verschiedenen Einwirkzeiten miteinander verglichen
werden. Dazu wurden die Chondrozyten mit den unverdinnten Antiseptikalosungen
inkubiert. Polihexanid lag dabei in 0,04 % Verdunnung vor, Wasserstoffperoxid in 3 %.
Die Inkubationszeiten betrugen 10, 20 und 30 Minuten.

Ein weiterer Versuch wurde von den Verdinnungen abhangig gemacht. Die zu
vergleichenden Konzentrationen stellten die unverdinnte Losung (100 %) und eine
zehnfach verdunnte Losung (10 % = 0,004 % Polihexanid, 0,3 % Wasserstoffperoxid)
der Antiseptika dar. Um einen moglichst frihen Effekt zu bemerken, wurden die
Zeitintervalle mit 5, 15 und 30 Minuten gewahlt.

Zur Bestimmung der LDH-Aktivitat wurden je 100 pl des Uberstandes in 96 Wellplatten
zu je 100 pl LDH-Medium mit Natriumlaktat, NAD", Jodtetrazolchlorid und Diaphorase
gegeben. Die aus den Chondrozyten freigesetzte LDH oxidiert Laktat zu Pyruvat, wobei
das Coenzym NAD" zu NADH/H" reduziert wird. Die zugesetzte Diaphorase katalysiert
die Ubertragung der Wasserstoffionen des NADH/H® auf das Jodtetrazolchlorid zu
einem rot gefarbten schwer I6slichen Formazansalz. Die Farbstoffbildung kann
kolorimetrisch mit einem Photometer bei einer Wellenlange von 490 nm gemessen
werden. Die Intensitdt der Rotfarbung ist proportional zur LDH-Freisetzung im
Uberstand, was wiederum dem Grad der Zellschadigung entspricht (86, 87). Die
Aktivitat der LDH in Anwesenheit der Antiseptika wurde prozentuell zur totalen Aktivitat
der Positivkontrolle wiedergegeben. Als Positivkontrolle wurde das Zellnekrose
induzierende Triton X100 verwendet, die Negativkontrolle stellte die Beimpfung mit PBS
dar.

2.4  Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat mittels Cell Counter
Zur Quantifizierung der vitalen Zellen wurden die Chondrozyten mit 100 pl Trypsin aus
dem Well gelost und im CASY® Cell Counter analysiert. Das Zahlprinzip beruht auf der
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Anderung des elektrischen Widerstandes in einem Spannungsfeld. Aus einem
Probenbecher mit isotonischer Elektrolytldsung (CASY®ton) werden 400 ul der
Zellsuspension zur Messung in eine Kapillare mit einem Innendurchmesser von 150 ym
eingezogen. Sobald eine Zelle das elektrische Feld zwischen zwei Platinelektroden
passiert, entsteht aus der Anderung des Widerstandes ein elektrischer Impuls. Vitale
Zellen mit intakter Zellmembran wirken wie elektrische Isolatoren und jede Zelle im
elektrischen Feld erzeugt einen Puls. So kann nicht nur die absolute Zellzahl festgestellt
werden, es besteht weiterhin die Moglichkeit, vitale von avitalen Zellen zu
diskriminieren. Abgestorbene Zellen haben namlich keine intakte Zellmembran mehr
und sind damit leitfahiger fur den elektrischen Strom. Der im Feld erzeugte Widerstand
ist geringer als der der vitalen Zellen, da nur der kleinere Zellkern als Puls gemessen
wird. Dies wird mit Hilfe der Pulsflachenanalyse in einer hochaufldsenden
Grolenverteilung aufgezeichnet und stellt die Anzahl der vitalen und der toten Zellen
dar.

2.5 Bestimmung der Proteoglykansynthese in Alginatbeads

2.5.1 Prinzip von Alginatbeads

Far die Kultivierung von Knorpelzellen haben sich in den vergangenen Jahren
verschiedene Verfahren etabliert. Eine gangige Methode ist die Anzlichtung von Zellen
in Monolayer-Kulturen. Voraussetzung hierfur ist das Herauslosen der Chondrozyten
aus der Extrazellularmatrix. Die isolierten Zellen werden in Kulturflaschen mit
Nahrmedium ausgesat, wo sie eine einfache Zelllage (Monolayer) bilden. Vorteile
bestehen in der vergleichsweise einfachen Umsetzung dieses Verfahrens und der
Gewinnung grol3er Zellzahlen, da die Zellen eine hohe mitotische Aktivitat aufweisen.
Nachteilig wirkt sich allerdings der Verlust der phanotypischen Eigenschaften der
Chondrozyten aus. Schon nach kurzem Verlauf der Monolayer-Kultivierung nehmen die
Chondrozyten einen Fibroblasten ahnlichen Phanotyp an. Die Zellen sind nicht mehr
oval, sondern spindelformig mit langlichen Zytoplasmaauslaufern. Gleichzeitig
synthetisieren sie nicht mehr die Knorpel spezifischen EZM-Komponenten. Die
Produktion von Proteoglykanen ist deutlich eingeschrankt und das knorpelspezifische
Kollagen Typ Il wird durch die Synthese von Kollagen Typ | ersetzt (88).

Mit der Verwendung von dreidimensionalen Kulturmedien wie Agarose oder Alginat
kann diese Dedifferenzierung der Chondrozyten zunachst verhindert werden (89).
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Alginat besteht aus linearen Polymeren und wird aus Braunalgen gewonnen. In
Gegenwart von Kalziumionen bildet es ein grobporiges Gel. Werden Knorpelzellen in
diesen Kulturen gezuchtet, bilden sie auch nach langerer Kultivierung
Matrixbestandteile aus, die denen in vivo sehr ahnlich sind. Selbst zuvor
dedifferenzierte Zellen aus Monolayer-Kulturen redifferenzieren in Alginatkulturen und
nehmen die Synthese von Kollagen Typ Il wieder auf (90).

Da es fur die Bestimmung der Proteoglykansynthese wichtig ist, die Entdifferenzierung
der Chondrozyten bei langerer Kultivierung in zweidimensionalen Kulturen zu
verhindern, damit sie weiterhin knorpelspezifische Matrix und damit auch Proteoglykane
synthetisieren, wurden flr diesen Versuch dreidimensionale Kulturen in Alginat

angefertigt.

2.5.2 Herstellung der Alginatbeads

Die Chondrozyten wurden wie zuvor mit Trypsin vom Boden der Kulturflaschen gelost
und mit Casy Cell Counter gezahlt. Aus 240 mg Alginatpulver wurden 600 ml des 4,8
%igen Alginatgels hergestellt. Zu einem Bead von 0,1 ml wurden etwa 5x10° Zellen
hinzugefugt. Nach Zugabe von CaCl, bildeten sich die Beads aus. Die Kugelchen
wurden mit chondrogenem Medium versetzt und fur zwei Wochen inkubiert.

Es wurde dann Polihexanid (0,04 %), H20, (3 %) und PBS als Negativkontrolle fur 10
und 30 Minuten zugegeben. Danach wurden die Alginatbeads gewaschen und in
chondrogenem Medium fur weitere 3 Wochen rekultiviert.

2.5.3 Alcianblau-Farbung

Zur visuellen Quantifizierung der Proteoglykansynthese als Zeichen der Vitalitat der
Chondrozyten wurde Alcianblau-Farbung verwendet.

Alcianblau bindet an die polyanionischen Proteoglykane der EZM im Sauren (pH 2,5)
und farbt sie blaulich. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert mit der Menge der
anfarbbaren Proteoglykane. Ein hoher Proteoglykananteil in der Extrazellularmatrix
spricht dafur, dass die vorhandenen Chondrozyten ihre Syntheseleistung Uber die Zeit
der Rekultivierung aufrecht halten konnten.

Nach dreiwochiger Inkubation wurden die Alginatbeads zweifach mit PBS gewaschen,
mit 4 %igem Formalin fixiert und fur 30 Minuten gewassert. Nachdem die Zellen mit

H.E. gefarbt wurden, wurde den Alginatbeads mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe
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(70-100 % Ethanol) die Flussigkeit entzogen (10 Min. 70 %, 25 Min. 80 %, 25 Min. 90
%, 30 Min 96 %, zweimal 60 Min. 100 % Ethanol). Der Alkohol wurde mit Xylol fur 30
Minuten ausgewaschen. Nach der Infiltration mit flissigem Paraffin (60 °C) fur 60
Minuten folgte die Teilung der Blocke in 4 ym starke Schnitte, die zum Ausdehnen in 56
°C warmem Aqua dest aufgefangen wurden. Die Schnitte trockneten Uber Nacht bei 37
°C auf beschichteten Objekttragern.

Dann wurde fur 10 Minuten wieder mit Xylol (zweimal je 10 Min.) und einer
absteigenden Alkoholreihe (100, 96, 90, 80, 70 % fur je 2 Min.) gewaschen. Als
nachstes wurden die Schnitte mit 3 %iger Essigsaure drei Minuten lang gewassert und
in 1 %iger Alcianblau-Farbung gelost in 3 %iger Essigsaure (pH 2,5) eingestellt. Nach
dreilBigminatiger Farbedauer erfolgte die erneute Reinigung mit 3 % Essigsaure und
Aqua dest. Die anschlieRende Kernfarbung mit Kernechtrot dauerte funf Minuten, es
folgten Spulen mit Aqua dest, die aufsteigende Alkoholreihe (70 bis 96 % Alkohol),
Reinigung mit Xylol und Eindeckeln der Schnitte mit Vitroclud.

Lichtmikroskopische Analysen der Schnitte konnten anschlieRend durchgefihrt werden.
Die Gesichtsfelder wurden mit einer Digitalkamera digitalisiert und mittels ImageJ (GNU
Lizenz) ausgewertet. Dazu wurden visuell reprasentative Analysebereiche festgelegt,
das heildt Zell-Matrix-Areale und Areale ohne Matrix. Der Level der Blaufarbung in den
Arealen wurde gemessen. Es wurde angenommen, dass die Intensitat der blauen Farbe

in Relation zur Proteoglykankonzentration zu setzen ist.

2.5 Bestimmung der Zellmorphologie

Da sich Nekrose und Apoptose auch in den Auswirkungen auf die Morphologie der
geschadigten Zellen unterscheiden lassen, wurden die Zellen ebenfalls
lichtmikroskopisch untersucht.

Die Chondrozyten wurden auf 24-Well-Platten bis zur Subkonfluenz inkubiert und
anschlieBend mit 100 pl 0,04 %iger Polihexanidlosung und 3 %igem
Wasserstoffperoxid fur 30 Minuten beimpft. Als Kontrolle dienten Chondrozyten mit PBS
und Triton X100. Sofort nach Ablauf der vorgegebenen Zeit wurden die Ergebnisse
unter dem Lichtmikroskop interpretiert und mit der Negativkontrolle und Positivkontrolle

verglichen. Von den Gesichtsfeldern wurden reprasentative digitale Bilder erstellt.
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2.6 Immunhistologie mit Fluoresceindiacetat, Annexin-V und Propidiumiodid

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Emission von Licht bestimmter
Wellenlange durch mit einer anderen Wellenlange angeregte fluoreszierende Stoffe.
Diese Stoffe kdnnen beispielsweise selbst floureszierend sein oder sie wurden mit
bestimmten floureszierenden Farbstoffen gefarbt, den sog. Flourochromen. Wird nun
das zu untersuchende Praparat mit Licht geeigneter Wellenlange und Intensitat
beschienen, wird dieses Licht mit einer langeren Wellenlange wieder ausgesendet und
ist als Fluoreszenz wahrnehmbar. Spezielle Filter des Fluoreszenzmikroskops lassen
nur die Wellenlange des  emittierten  Lichts  passieren  (91).  Zur
fluoreszenzmikroskopischen Vitalitatsmessung der Chondrozyten wurden
Fluoresceindiacetat und Propidiumiodid verwendet. Fluoresceindiacetat (FDA) leuchtet
selbst nicht, wird aber von Esterasen in das grun leuchtende Fluorescein hydrolysiert,
welches floureszenzoptisch nachgewiesen werden kann. Bei Anregung mit blauem
Licht mit der Wellenlange von 488 nm emittiert FDA grunes Licht mit 520 nm. Der
biochemische Umsatz zum Fluorescein kann nur in vitalen Zellen stattfinden. Avitale
Zellen besitzen keine Esteraseaktivitat. Sie bilden kein Flourescein und werden
demnach nicht angefarbt.

Propidiumiodid (PI) ist ein Farbstoff, der haufig zur Zellzyklusanalyse verwendet wird. Pl
passiert die Zellmembran und interkaliert mit der Zell-DNA. Der Farbstoff fuhrt unter
Blauanregung zu einer stark roten Fluoreszenz (Emissionsmaximum 637 nm). Da PI
intakte Zellmembranen nicht permeieren kann, wird lediglich die DNA von Zellen mit
durchlassiger Membran angefarbt. Die Anfarbbarkeit weist also auf avitale Zellen hin.
Die Chondrozyten wurden auf Chamber Slides mit einer Dichte von 2x10* Zellen/cm?
ausgesat und mit 0,04 % Polihexanid behandelt.

Zur Positivkontrolle diente Trition X als Nekroseinduktor. Nach Ablauf der Zeit wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit FDA-LOsung (3 pg/ml) bei 37° C fur 15 Minuten
gefarbt. Nach weiterem Waschen erfolgte die Gegenfarbung mit Pl-Losung (3 pg/ml)
bei Raumtemperatur fur zwei Minuten. Nach Entfernung des Pl wurde das Ergebnis
sofort fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen mit Annexin-V in Verbindung mit

Propidiumiodid markiert. Mit Hilfe dieser Farbstoffe lassen sich apoptotische von
spatapoptotischen bzw. nekrotischen Zellen differenzieren.
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Annexin-V ist ein Calcium abhangiges Protein mit einer hohen Affinitat zu
Phosphatidylserin. Phosphatidylserin ist ein Phospholipid und befindet sich in lebenden
Zellen an der inneren Zellmembran. In frihen Stadien der Apoptose wird es in die
AuBRenmembran transloziert (92, 93). Hier kann Annexin-V an das exprimierte
Phosphatidylserin binden und apoptotische Zellen markieren. Da Annexin-V selbst
keine fluoreszierenden Eigenschaften besitzt, wird es mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) konjugiert. Das grun fluoreszierende FITC absorbiert Licht der Wellenlange von
492 nm und hat ein Emissionsmaximum bei 520 nm.

Auch nekrotische Zellen binden Annexin-V, aufgrund des Verlustes der
Membranintegritat kann Annexin-V an Phosphatidylserin jedoch an der inneren
Zellmembran binden. Um nun nekrotische von apoptotischen Zellen zu differenzieren,
wird Propidiumiodid eingesetzt. Die DNA der Apoptosezellen wird nicht von PI
angefarbt, da die Zellmembran in frUhen Stadien der Apoptose intakt bleibt. Die
Zellmembran der spatapoptotischen sowie der nekrotischen Zellen ist jedoch permeabel
fur Pl und die DNA wird rot gefarbt.

Die Fluorochrome konnen als Doppelfarbung kombiniert werden, da sie uber
unterschiedliche Emissionsspektren verfugen. Die nekrotischen Zellen sind somit
Annexin-positiv und Pl-positiv, die apoptotischen Zellen sind Annexin-positiv, aber PI-
negativ.

Fur die Fluoreszenzmikroskopie mit Annexin-V wurden die Chondrozyten auf Chamber
Slides mit einer Dichte von 2x10* Zellen/cm? ausgesat. Die Zellen wurden mit 0,04 %
Polihexanid und 3 % Wasserstoffperoxid fur 60 Minuten beimpft. PBS-inkubierte Zellen
wurden zur Negativkontrolle verwendet. Nachdem die Antiseptika entfernt wurden,
folgten die Farbungen mit Annexin- V (20 pg/ml) und Propidiumiodid (20 pg/ml) fur 15
Minuten. Die Annexin-V-Farbung erfolgte in Gegenwart des Annexin-Bindungs-Puffers,
der eine hohe Konzentration an Kalzium enthalt. Nach Entfernung der Losungen wurde
das Ergebnis sofort fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen mit 0,04 % Polihexanid fur 30 Minuten
inkubiert. Das weitere Vorgehen erfolgte wie oben.
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2.7 FACS-Analyse mit Annexin-V, 7-AAD und Caspasen

FACS (fluorescence activated cell sorting) ist eine Form der Durchflusszytometrie, bei
der fluoreszenzoptisch markierte Zellen einen Laserstrahl geeigneter Wellenlange
passieren und optische Signale emittieren.

Die markierten Zellen werden in der FACS-Suspension in eine Kapillare eingezogen
und einzeln an dem Laserstrahl vorbei geleitet. Dabei kommt es zur Streuung von Licht.
Fur die Durchflusszytometrie ergeben sich durch das Vorwartsstreulicht (FSC, forward
scatter) und das Seitenstreulicht (SSC, sideward scatter) Ruckschlisse auf das
Volumen der Zellen sowie Struktur und GroRe des Zellkerns. Bei der FACS-Analyse
konnen mit Hilfe verschiedener Marker zusatzlich apoptotische von nekrotischen Zellen,
ahnlich der Fluoreszenzmikroskopie differenziert werden. Die an die Zellen gebundenen
Fluorochrome werden uber den Laser angeregt und die emittierte Lichtmenge
registriert. Zur Diskriminierung von frGhen und spaten Apoptosestadien kdnnen Stoffe

wie Annexin-V, Caspaseninhibitoren und 7-AAD verwendet werden.

7-Aminoactinomycin D ist ein orange rotes Peptid, das als Zellfarbstoff zum Nachweis
von Apoptose verwendet wird. Da 7-AAD ebenso spezifisch wie Pl mit der DNA avitaler
Zellen interkaliert, kann es in Kombination mit FITC markierten AntikGrpern zur
Doppelfarbung anstelle des Pl verwendet werden. 7-AAD kann ebenfalls die intakte
Membran von Zellen nicht Uberwinden und kann deshalb nur DNA von Zellen mit einer
bereits durchlassigen Membran anfarben. Das Emissionsmaximum von 7-AAD liegt bei
650 nm noch weiter im roten Bereich und als das des PIl. In Verbindung mit der
Annexin- V-Farbung lassen sich durch die 7-AAD negative und positive Anfarbbarkeit
frihapoptotische von spatapoptotischen (nekrotischen) Zellen in der Durchfluss-

zytometrie unterscheiden.

Mit Hilfe des CaspAce™ FITC-VAD-FMK Markers lassen sich intrazellulare
Apoptosesignale nachweisen. Der Caspaseinhibitor z-VAD-FMK (carbobenzoxy-valyl-
alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketon) wird wegen seiner chemischen Struktur
direkt in die apoptotische Zelle aufgenommen und bindet dort irreversibel an alle
aktivierten Caspasen. Die Analyse in der Durchflusszytometrie dient dem schnellen und
direkten Nachweis von Caspaseaktivitat und damit von Apoptose.

FUr den Versuch wurden die Chondrozyten auf 24-Well-Platten bis zur Subkonfluenz
kultiviert. Je 100 ul von 0,04 % Polihexanid und 3 % Wasserstoffperoxid wurden fur die
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Zeitraume von 15, 30 und 60 Minuten hinzugegeben. Zur Kontrolle dienten
Chondrozyten mit PBS und Chondrozyten, die mit dem Apoptoseinduktor Staurosporin
behandelt worden sind. Entsprechend des Herstellerprotokolls wurden die Zellen mit 10
MM FITC-VAD-FMK bei 37 °C fur 20 Minuten gefarbt und danach gewaschen. Annexin-
V und 7-AAD wurden in einer Verdunnung von 1:20 beigegeben und fur weitere 15
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von Bindepuffer
wurden die Zellen sofort mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Frihapoptotische Zellen wurden dabei Annexin-V positiv und 7-AAD negativ oder
Caspase-positiv und 7-AAD negativ definiert. Spatapoptotische oder nekrotische Zellen
sollten Annexin-V positiv und 7-AAD positiv oder Caspase-positiv und 7-AAD positiv

sein.

2.8  Statistik

Die statistische Analyse der Versuche =zur Vitalitatsmessung erfolgte mit dem
nonparametrischen Wilcoxon Paardifferenztest fur verbundene Stichproben mit n=6.

Die Versuche zur Untersuchung der Apoptose wurden mit der Varianzanalyse ANOVA
(Analysis of Variance) und anschlieBendem Dunnett’'s multiplem post hoc
Vergleichstest gepruft.

Das Signifikanzniveau fur alle statistischen Untersuchungen betrug p<0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Vitalitatsmessung der Chondrozyten

3.1.1 LDH-Aktivitatsbestimmung

Die LDH-AKktivitat, als Indikator fur den Verlust der Zellmembranintegritat, wurde im
Uberstand der Zellkultur bestimmt. Im ersten Versuch ging es um die allgemeine
Darstellung der LDH-Aktivitat in den einzelnen Proben nach 10, 20 und 30 Minuten,
die mit der Negativkontrolle PBS und der Positivkontrolle mit Triton X100, einem
bekannten Induktor der Zellnekrose, verglichen wurde. In Abb. 4 findet sich die
prozentuale Darstellung. Erwartungsgemaly waren die LDH-Aktivitatswerte flr
Triton X100 entsprechend hoch (144 %), fur PBS entsprechend niedrig (4,5 %).
Polihexanid erreichte bereits nach 10 Minuten signifikant hohere LDH-
Aktivitatswerte im Vergleich zur Kontrolle (34 %; 5 + 1 vs. 34 * 2; p<0,05), die nach
20 und 30 Minuten sukzessive anstiegen (41 % und 49 %). Dies spricht dafur, dass
der Grad der Zellschadigung von der Dauer der Exposition abhangig ist.

Flr Wasserstoffperoxid konnte zu keinem der gemessenen Zeitpunkte eine
signifikante Aktivitit der LDH im Uberstand beobachtet werden. Die Werte
entsprachen der GroRenordnung der Negativkontrolle mit PBS (3 %, 3,25 % und
3,75 %).
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Abb. 4 Aktivitat der Laktatdehydrogenase in % nach 10, 20 und 30 Minuten Inkubation mit
Polihexanid und Wasserstoffperoxid im Vergleich zu PBS (Kontrolle) und Triton X100,

*p<0,05.

In einem weiteren Versuch sollte die LDH-Aktivitat

Antiseptikakonzentration miteinander verglichen werden.

in Abhangigkeit der

Fur eine genauere

Darstellung wurde fur die erste Messung ein kleineres Zeitintervall von 5 Minuten

gewahlt.
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Abb. 5 Darstellung der Aktivitat der Laktatdehydrogenase bei 490 nm in % bei Inkubation mit
0,004 % Polyhexanid und 0,3 % Wasserstoffperoxid (=10 %) zu den Zeitpunkten nach 5,15 und
30 Minuten im Vergleich zu PBS (Kontrolle) und Triton X100. *p<0,05

Bereits nach dieser Zeit zeigte Polihexanid in der 10fachen Verdinnung einen
signifikanten Anstieg der LDH im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS (12 + 4 vs.
20 % 3, p<0,05). Nach 15 und 30 Minuten waren ebenfalls signifikant erhohte Werte
ermittelbar (13 £ 2 vs. 29 + 2 ; 16 + 3 vs. 45 £ 4, p<0,05). Dass in der
Negativkontrolle ebenfalls hohere Werte mit Verlangerung der Zeitspanne
gemessen wurden, spricht dafur, dass eine gewisse Beschadigung der
Chondrozytenmembranen auch ohne Antiseptikaeinfluss stattfindet.

Die Behandlung mit Wasserstoffperoxid hingegen fuhrte zu keinem der Zeitpunkte
zu signifikanten Erhdhungen der LDH-Werte im Vergleich zur PBS-Kontrolle (12 + 4
vs. 14 +£3;13+2vs. 14+ 4 ;28 + 3 vs. 19 £ 5, n.s. nach 5, 15 und 30 Minuten).
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Abb. 6 Aktivitat der Laktatdehydrogenase in % bei Inkubation mit 0,04 % Polyhexanid und 3
% Wasserstoffperoxid (=100 %) zu den Zeitpunkten nach 5, 15 und 30 Minuten im Vergleich
zu PBS (Kontrolle) und Triton X100,*p<0,05.

Der zweite Versuch mit den unverdinnten Losungen zeigte in Bezug auf
Polihexanid eine weitere signifikante Zunahme der LDH-Aktivitat im Vergleich zur
10fach verdinnten Losung und zur Kontrolle (12 £+ 4 vs. 33 +5; 13 +2vs. 49+ 7 ;
16 £ 3vs. 75 £ 5).

Eine Zunahme der LDH-Aktivitat durch Wasserstoffperoxid konnte jedoch auch hier
nicht festgestellt werden. H2O; erreichte sowohl in der verdinnten als auch in der
unverdunnten Losung lediglich Werte im Bereich der Negativkontrolle (12 + 4 vs. 12
+ 3;13 £ 2 vs. 13 £ 4; 16 £ 3 vs. 12 £ 3, n.s.). Um eine Interaktion der
Wasserstoffatome des H,O, mit NADH/H", aufgrund der es moglicherweise nicht zu
einem Farbumschlag kommt, obwohl LDH im Uberstand vorhanden war,
auszuschliefen, wurde ein Nebenversuch des LDH-Assays an zerstorten
Erythrozyten durchgefiihrt. Der Uberstand wurde ebenfalls abpipettiert und mit
Wasserstoffperoxid und der Negativkontrolle mit PBS beimpft. Es zeigte sich hierbei
kein Unterschied in der LDH-Erhéhung, weshalb folgerichtig ist, dass H20O, die LDH-
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Reaktion nicht inhibiert, sondern in der vorgegebenen Zeit mit den verwendeten
Konzentrationen wahrscheinlich keinen Austritt des intrazellularen Enzyms

verursacht.

3.1.2 Zellzahl und vitale Zellen

Die Hohe der Gesamtzellzahl in der nicht antiseptisch behandelten Kontrolle mit
PBS lag bei 12,92 pro 100 pl x 10°. Mit p<0,05 war die totale Zellanzahl schon nach
5 Minuten der Antiseptikabeimpfung fur beide Antiseptika signifikant geringer.

Fur die 10 %ige Polihexanidlosung (Abb. 7A) ergab sich eine Reduktion im
Vergleich zum Kontrollmedium auf 10, 9 und 8 Zellen pro 100 pl x 10° nach 5, 15
und 30 Minuten. Die verdunnte Wasserstoffperoxidlosung erreichte sogar eine
Reduktion der Gesamtzellzahl auf 7, 6 und 6 Zellen pro 100 pl x 10° nach 5, 15 und
30 Minuten Expositionszeit.

Die unverdunnten Losungen wirkten sich starker auf die Minderung der
Gesamtzellzahl aus. Polihexanid erreichte hier eine Minderung der totalen Zellzahl
von 7, 6 und 5 Zellen pro 100 pl x 10° zu den Messzeitpunkten. Wasserstoffperoxid
minderte die Zellzahl um 6, 5 und 4 pro 100 pl x 10>

In beiden Versuchen waren die Zellzahlminderungen nach Exposition mit

Wasserstoffperoxid starker ausgepragt als mit Polihexanid.
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Abb. 7 Hohe der totalen Zellanzahl mit CASY® Cell Counter nach 5, 15 und 30 Minuten mit
Inkubation mit 10 % (A) und 100 % (B) Antiseptikalésung pro 100 pl x 10° zu Vergleichsmedien
mit PBS (Kontrolle) und Triton X, *p<0,05.
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Die Halfte der Zellen wurde nach Behandlung mit den Antiseptika zweimalig mit
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) gespult. Wurden die Zellen mit
Polihexanid oder H>O, behandelt, resultierte aus dem anschlielenden Waschen
eine signifikant hohere Zunahme der vitalen Zellen und der Gesamtzellzahl
(p<0,05). Die HOhe der vitalen Zellen in der nicht antiseptisch behandelten Kontrolle
mit PBS lag bei 10 pro 100 pl x 10°, die der Gesamtzellzahl bei 14 pro 100 pl x 10°.

39



>

Anzahl der lebenden Zellen pro

Gesamtzellzahl pro 100 pl x 103

12,00 -
T
10,00 - 1
8,00 - Oohne NaCl
« .
e Bmit NaCl
X
5 6,00 -
o
o
-
4,00 -
* *
2,00 -
0,00 . .
Kontrolle Polihexanid Wasserstoffperoxid
B16 7
14 - I
12 -
10 - Oohne NaCl
Bmit NaCl
8 .
*
6 - *
4 -
2 .
0 - .
Kontrolle Polihexanid Wasserstoffperoxid

Abb. 8 Darstellung der vitalen Zellen (A) und der Gesamtzellzahl (B) pro 100 ul x 10°
nach Spilung mit 0,9 % Natriumchloridldsung und ohne. Die Chondrozyten wurden mit
Polihexanid und Wasserstoffperoxid inkubiert und mit der Kontrolle mit PBS mittels
Wilcoxon-Test verglichen,*p<0,05.



Die unterschiedlichen Konzentrationen der Antiseptika wirkten sich ebenfalls auf die
Ergebnisse aus. Wahrend sich die Anwendung der unverduinnten Losungen (100
%) von Polyhexanid und H20O, verglichen miteinander deutlich auf die Vitalitat der
Chondrozyten auswirkte, waren bei 10 %iger Verdunnung (0,004 % Polyhexanid,
0,3 % H20,) keine differenten Auswirkungen messbar.

Die Gesamtzellanzahl war bei Polyhexanid und Wasserstoffperoxid jedoch bei jeder

Verdunnung signifikant gemindert.
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Abb. 9 Vitale Chondrozyten pro 100 pl x 10% nach Inkubation mit 10% (A) und 100% (B)
Polihexanid und Wasserstoffperoxid. Die Messungen erfolgten nach 5, 15 und 30 Minuten und
wurden gegen die Positivkontrolle mit PBS (Kontrolle) und die Negativkontrolle mit Triton X100
verglichen. *p<0,05 signifikant.

3.1.3 Nachweis der Proteoglykansynthese

Die histologische Analyse der Alcianblaufarbung zur Beurteilung der
Proteoglykansynthese der Chondrozyten zeigte nach drei Wochen eine
Intensitatsminderung der Blaufarbung bei Antiseptikabehandlung gegenuber der
Kontrolle mit PBS. Die Positivkontrolle (A) wies eine gleichmaldig blau leuchtende
Farbung auf. Das bedeutet eine erhaltene Proteoglykansynthese, was intakte Zellen
voraussetzt, die metabolisch aktiv sind.

Lichtmikroskopisch lieRen sich auch Unterschiede in der Intensitat der Farbung im
Vergleich der Antiseptika untereinander feststellen. Die Wasserstoffperoxid
inkubierten Schnitte (B) hatten eine geringere Blaufarbung als die der
Positivkontrolle mit PBS, jedoch eine starkere Blaufarbung als die Schnitte, die mit
Polihexanid inkubiert worden waren (C). Unter der Annahme, dass geschadigte
Chondrozyten weniger Proteoglykane bilden als intakte Zellen, ist wahrscheinlich,
dass mit Polihexanid inkubierte Zellen eine starkere Inhibierung der
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Proteoglykansynthese aufweisen als Zellen, die mit Wasserstoffperoxid in Kontakt

kamen.

-

Abb. 10 Lichtmikroskopische Darstellung der Proteoglykansynthese nach Alcianblaufarbung. Die
Chondrozyten wurden fur 30 Minuten mit verschiedenen Antiseptika inkubiert und fiir drei Wochen
rekultiviert. A: Kontrolle mit PBS B: Wasserstoffperoxid C: Polihexanid

Die Blaufarbung der lichtmikroskopischen Schnitte wurde mit Imaged digital
analysiert und die Ergebnisse mit dem Wilcoxon Test miteinander verglichen. Abb.
11 zeigt die grafische Darstellung der Ergebnisse nach 10 und 30 Minuten
Einwirkzeit mit den Antiseptika. Sichtbar wird die hohe Intensitat der Blaufarbung in
den PBS inkubierten Schnitten zu beiden Zeitpunkten (59 % 2). Die visuelle
Quantifizierung der Alcianblaufarbung nach 10 und 30 Minuten Inkubationszeit
zeigte, dass Wasserstoffperoxid eine deutlich geringere Intensitat der Farbung als
die Kontrolle mit PBS aber keine signifikant hohere Intensitat gegenuber
Polihexanid nach 10 Minuten (15 + 1,29 vs. 12 + 4,13; n.s.) im Gegensatz zu 30
Minuten (12 + 0,56 vs. 10 £ 1, p<0,05). Das entspricht einer Abnahme der
Blaufarbung durch Wasserstoffperoxid um 75 % nach 10 Minuten und 79 % nach
30 Minuten, sowie 79 % nach 10 Minuten und 82 % nach 30 Minuten durch
Polihexanid im Vergleich zur Kontrolle. Vorausgesetzt die Intensitat der
Alcianblaufarbung entspricht der HOhe der Proteoglykansynthese, wird sie in beiden
Fallen bereits nach 10 Minuten im Vergleich zur Kontrolle um fast 80 % gemindert.
Die Ergebnisse entsprachen den lichtmikroskopischen Beobachtungen.
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Abb. 11 Intensitdt der Alcianblaufarbung nach Inkubation mit Polihexanid und
Wasserstoffperoxid. Die Farbungen wurden nach 10 (A) Minuten und nach 30 (B) Minuten
mit der Kontrolle (Kontrolle) der PBS inkubierten Chondrozyten verglichen. N=4
Mean+SEM; Wilcoxon Test, *p<0,05.
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Die digitalisierten Gesichtsfelder wurden nach Anzahl der Zellen pro Gesichtsfeld
analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels nonparametrischem Wilcoxon Test, ein
p<0,05 wurde als signifikant definiert. Abbildung 12 zeigt, dass hinsichtlich der
Zellzahlen pro Gesichtsfeld keine signifikanten Unterschiede zwischen der

Kontrolle, Polihexanid und Wasserstoffperoxid bestanden.
A

90

80 -
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—
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Zellzahl pro Sichtfeld
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10
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Abb. 12 Abgebildet sind Diagramme zur Zellzahl pro Gesichtsfeld nach 10 (A) und

30 (B) Minuten. Mit Polihexanid und Wasserstoffperoxid inkubierte Zellen wurden
gegen die Positivkontrolle mit PBS mit dem Wilcoxon Test verglichen.
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3.1.4 Ergebnisse zur Zellmorphologie

Die lichtmikroskopische Beurteilung der Zellmorphologie nach Inkubation mit den
Antiseptika lasst Ruckschlisse auf die Art der Zellschadigung zu. Die Beobachtung
von Zellschrumpfung und der Verlust von Zellkontakten sprechen eher fir
apoptotische Zellen. Die Zunahme des Zellvolumens gibt Hinweise auf das

Vorliegen von Zelluntergang durch Nekrose.

Abb. 13 Reprasentative Bildausschnitte der lichtmikroskopischen Analyse der Chondrozyten nach
30 Minuten. Die Zellen wurden mit Polihexanid und Wasserstoffperoxid inkubiert. A: PBS B: Triton
X100 C: Wasserstoffperoxid D: Polihexanid

Die Chondrozyten wurden fir 30 Minuten den Antiseptika ausgesetzt und die
Ergebnisse anschlieend lichtmikroskopisch interpretiert.

Erwartungsgemall wiesen die Chondrozyten der Negativkontrolle (PBS) keine
strukturellen oder morphologisch wahrnehmbaren Veranderungen auf. Die Zellen
der Positivkontrolle mit dem Nekroseinduktor Triton X100 lagen nur noch als stark
geschrumpfte Zellbestandteile vor. Die Analyse der mit Wasserstoffperoxid
behandelten Zellen (C) zeigte verkleinerte runde Zellen, mit Verlust der

Zellkontakte, am ehesten im Sinne des Apoptosevorgangs.
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Knorpelzellen, die mit Polihexanid inkubiert wurden (D), erschienen aufgetrieben
und lieBen Strukturdefekte in der Zellmembran erkennen, was typische
morphologische Merkmale der Nekrose waren.
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3.2  Ergebnisse der Fluroeszenzmikroskopie

3.2.1 Fluoresceindiacetat und Propidiumiodid

Die mit Polihexanid inkubierten Chondrozyten wurden mit Hilfe der Lebendfarbung
FDA und Pl gefarbt, um vitale von avitalen Zellen unterscheiden zu konnen.
Zusatzlich wurden sie mit der Negativ- und Positivkontrolle
fluoreszenzmikroskopisch verglichen. Die mit Polihexanid inkubierten Zellen zeigen,
wie die Negativkontrolle mit PBS, lediglich eine Anfarbbarkeit mit FDA. Dies lasst
auf eine intakte Zellmembran und Esteraseaktivitat schlieRen. Avitale Zellen konnen
durch FDA nicht angefarbt werden und werden durch die Farbung mit Pl rot
markiert, wie in der Positivkontrolle mit Triton X100 zu erkennen war. Pl markierte
Zellen waren in der Probe der mit Polihexanid inkubierten Chondrozyten nicht
detektierbar, weshalb die Vermutung nahe liegt, dass hier keine Zellen im
Nekrosestadium vorlagen.
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Abb. 14 Fluoreszenzoptische Farbung der Chondrozyten mit FDA (griin) und PI
(rot). Die Zellen wurden mit PBS (Negativkontrolle), Polihexanid und Triton X100
(Positivkontrolle) inkubiert. A: PBS B:Polihexanid C:Triton X100
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3.2.2 Annexin-V und Propidiumiodid

Um verschiedene Apoptosestadien der Chondrozyten mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops nachzuweisen, wurden die Zellen mit Polihexanid und
Wasserstoffperoxid fur den Zeitraum von 60 Minuten inkubiert und anschlielfend mit
Annexin-V und Propidiumiodid gefarbt. Die fluoreszenzoptische Darstellung zeigt,
dass die mit PBS inkubierte Negativkontrolle (A) Annexin-V negativ und Pl negativ
war. Hier kam es durch die intakte Zellmembran weder zu einer Bindung von
Annexin-V an Phosphatidylserin, noch zur Interkalation von Pl mit der DNA im
Zellkern.

Die mit Polihexanid inkubierten Chondrozyten waren Annexin-V positiv und PI
negativ. Die Chondrozyten sind homogen grun gefarbt, der rote Farbstoff des Pl ist
nicht detektierbar. Das bedeutet, dass das Annexin-V an das auf der Zelloberflache
exprimierte Phosphatidylserin gebunden hat, die Zellmembran aber nicht permeabel
fur Propidiumiodid war. Diese spezifische Anfarbbarkeit spricht flr ein
fruhapoptotisches Stadium. Wasserstoffperoxid inkubierte Zellen emittierten Licht
mit gruner und roter Wellenlange, waren demnach also Annexin-V und PI positiv.
Wie in Abbildung 15B (H202) zu sehen ist, sind die Zellen nicht so gleichmalig
gefarbt wie in Abb. 15C (Polihexanid). Es ist davon auszugehen, dass Annexin- V
hier an das Phosphatidylserin der Innenflache der Membran gebunden hat. Die
roten Bereiche entsprechen der Interkalation von Pl in die DNA, was nur moglich
ist, wenn die Zellmembran bereits Defekte aufweist. Dieses Farbungsmuster, sprich

Annexin-Farbung der Innenmembran und Pl-Farbung der Zellkerne, ist typisch fur

spatapoptotische Zellen.

A

Abb. 15 Bildausschnitte der floureszenzmikroskopischen Farbung mit Annexin- V (griin) und PI
(rot) nach 60 minutiger Inkubation mit den Antiseptika. A: Kontrolle mit PBS B:
Wasserstoffperoxid C: Polihexanid
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4.3. Ergebnisse der FACS Analyse

Die Chondrozyten wurden fur 15, 30 und 60 Minuten mit 0,04 % Polihexanid und 3
% Wasserstoffperoxid behandelt, mit Antikorpern gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert, ein p<0,05 galt als signifikant. Als
Negativkontrolle der Apoptose dienten PBS inkubierte Chondrozyten. Eine
Positivkontrolle stellt die Inkubation mit dem Apoptose einleitenden Staurosporin
dar. Fruhapoptotische Stadien wurden als Annexin-V positiv und 7-AAD negativ,
spatapoptotische als Annexin-V positiv und 7AAD positiv definiert.

Fir Polihexanid ergab sich daher eine signifikante Erhohung der prozentualen
frihapoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle mit PBS nach 15, 30 und 60
Minuten (7 £ 1 vs. 90 £ 6; 7 £ 1 vs. 91 £ 3; 7 £ 1 vs. 91 £ 2; p<0,001). Ein
signifikanter Nachweis von erhohten spatapoptotischen Zellen nach 15, 30 und 60
Minuten konnte fur Polihexanid nicht ermittelt werden (Abb.16B).
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Abb. 16 Darstellung der prozentualen Erhéhung der frihapoptotischen Zellzahlen (A) und
spatapoptotischen Zellzahlen (B) nach Inkubation mit Polihexanid fir 15, 30 und 60 Minuten
verglichen mit PBS (Kontrolle) und Staurosporin in der FACS-Analyse. Die Farbung erfolgte
mit Annexin-V und 7-AAD. Frihapoptotische Zellen stellen sich Annexin-V+ und 7AAD- dar.
Spatapoptotische Zellen farbten sich Annexin V+ und 7-AAD+, n=3, meantSEM; *p<0,05,
***p<0,0001.
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Wasserstoffperoxid zeigte nach 15 Minuten keine signifikante Erhohung der
frihapoptotischen Zellen im Vergleich zur PBS-Kontrolle (7 £ 1 vs. 13 £ 9, n.s.).
Erst nach 30 Minuten ergab sich eine Erhohung der Zellen im frihapoptotischen
Stadium, die auch nach 60 Minuten nachzuweisen war (7 £+ 1 vs. 20 £ 6; 7 £ 1 vs.
19 £ 6; p<0,05).

Der Nachweis von spatapoptotischen Zellen war nach 30 und 60 Minuten signifikant
erhdht (7£1vs. 72+ 7;7 +£1vs. 68 £ 13; p<0,05).
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Abb. 17 Darstellung der prozentualen Erhéhung der friihapoptotischen Zellzahlen (A) und
spatapoptotischen Zellzahlen (B) nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid fur 15, 30 und 60
Minuten verglichen mit PBS (Kontrolle) und Staurosporin in der FACS-Analyse. Die Farbung
erfolgte mit Annexin- V und 7AAD. Fruhapoptotische Zellen stellen sich Annexin V+ und
7AAD- dar. Spatapoptotische Zellen farbten sich Annexin V+ und 7AAD+, n=3, meantSEM;
*p<0,05; **p<0,001.

Um die bisherigen Ergebnisse zur Apoptose zu bestatigen, wollten wir zusatzlich
die Expression von aktiven Caspasen mittels FACS untersuchen. Die Aktivierung
von Caspasen ist ein essentieller Vorgang wahrend der Apoptose. Um auch hier
eine Differenzierung zwischen friher und spater Apoptose vornehmen zu kénnen,
wurden die Zellen ebenfalls mit 7-AAD gefarbt. Ein frihapoptotisches Stadium
wurde als Caspase+ und 7-AAD- definiert, spatapoptotische Zellen sollten
Caspase+ und 7-AAD+ sein.

Auch dieser Versuch zeigte die signifikante Erhohung der frihapoptotischen Zellen
fur Polihexanid nach 15, 30 und 60 Minuten. Die Zahl der spatapoptotischen Zellen
war zu keinem Messpunkt erhoht.
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Abb. 15 Darstellung der prozentualen Erhéhung der friihapoptotischen Zellzahlen (A)
und spatapoptotischen Zellzahlen (B) nach Inkubation mit Polihexanid fur 15, 30 und 60
Minuten verglichen mit PBS (Kontrolle) und Staurosporin in der FACS-Analyse. Die
Farbung erfolgte mit aktivierten Caspasen und 7-AAD. Friihapoptotische Zellen stellen
sich Caspase+ und 7-AAD- dar. Spatapoptotische Zellen farbten sich Caspase+ und 7-
AAD+, n=3, meantSEM, *p<0,05; ***p<0,0001.

Die vorherigen Ergebnisse zu Wasserstoffperoxid bestatigten sich hier ebenfalls. Im
frihapoptotischen Stadium war keine signifikante Erhdhung aktiver Caspasen zu

verzeichnen. Signifikant erhdohte Werte ergaben sich lediglich fur die
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spatapoptotischen Zellen. Auch hier war der Anstieg bereits nach 15 Minuten

signifikant.
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Abb. 16 Darstellung der prozentualen Erhéhung der friihapoptotischen Zellzahlen (A) und
spatapoptotischen Zellzahlen (B) nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid fur 15, 30 und 60
Minuten verglichen mit PBS (control) und Staurosporin in der FACS-Analyse. Die Farbung
erfolgte mit aktivierten Caspasen und 7-AAD. Frihapoptotische Zellen stellen sich
Caspase+ und 7-AAD- dar. Spatapoptotische Zellen farbten sich Caspase+ und 7-AAD+,
n=3,meantSEM;*p<0,05;**p<0,001.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Ausmald der Zellschadigung durch die beiden
Antiseptika Polihexanid und Wasserstoffperoxid mit verschiedenen Konzentrationen
und Einwirkzeiten auf humane Chondrozyten in vitro untersucht werden.

Weiterfuhrend sollte festgestellt werden, welche Art des Zelluntergangs auf zellularer
Ebene stattfindet (Apoptose vs. Nekrose), um herauszufinden, welche moglichen
Folgen der intraartikulare Einsatz von Antiseptika auf die Gelenkknorpelhomdbostase
haben konnte.

Da eine generelle Schadigung von Knorpelgewebe durch den Gebrauch von Antiseptika
moglich ist, sollte in dieser Arbeit das zytotoxische Potential von Polihexanid im
Vergleich zu Wasserstoffperoxid bewertet werden. Im Folgenden wurden die
Chondrozyten nach Beimpfung mit den Antiseptika aufgrund ihrer morphologischen
Eigenschaften, der Zellmembranintegritat, der Synthesefahigkeit von
Matrixkomponenten und der vitalen Zellzahlen evaluiert. Zum Nachweis von
apoptotischen  oder  nekrotischen  Vorgangen  wurden  fluoreszenz- und
durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefuhrt.

Die Annahme, dass beide Antiseptika zellschadigende Auswirkungen auf die humanen
Chondrozyten haben, konnte bestatigt werden.

In Zusammenschau aller Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Wasserstoffperoxid
ein hoheres zytotoxisches Potential als Polihexanid aufweist. Hinsichtlich der Art des
Zelluntergangs zeigten die Versuche, dass Wasserstoffperoxid Nekrose induziert
wohingegen Polihexanid Apoptose initiiert.

4.1  Diskussion der Versuchsbedingungen

Far die Versuche sollten die Antiseptikalosungen in klinisch relevanten Konzentrationen
vorliegen. Um jedoch eine moglichst geringe toxische Wirkung der Antiseptika auf die
Chondrozyten zu erreichen, wurden die handelsublichen Konzentrationen, die zur
Wundantiseptik verwendet werden, variiert. Denn vorausgegangene Studien haben
festgestellt, dass es nach Inkubation mit 1 % konzentrierter Polihexanidlosung bei
vielen Zellpopulationen bereits zu einer signifikanten Vitalitdtsminderung kommt (75).
Dabei scheint die Toxizitat von der Zellart abhangig zu sein, denn diese Konzentration
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von Polihexanid hatte deutlich starkere Einflisse auf die Vitalitat von humanen
Fibroblasten und Keratinozyten der Zelllinie HaCaT als auf primare humane
Keratinozyten (75). Um also moglichst authentische und vergleichbare Ergebnisse zu
erhalten, wurden in dieser Studie anstelle von Zelllinien primare humane Chondrozyten
verwendet.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob mit der Verringerung der Konzentrationen auch eine
ausreichende bakterizide Wirkung der Antiseptika nachgewiesen werden kann. Dabei
haben sich unsere gewahlten Konzentrationen von 10 und 100 % (0,004 und 0,04 % far
Polihexanid und 0,3 und 3 % fur Wasserstoffperoxid) als geeignet herausgestellt.
Studien an Bindegewebszellen haben fur diese Konzentrationen eine noch
ausreichende Wirkung gegenuber den haufigsten Infekterregern nachgewiesen, wobei
die Gewebetoxizitat gering blieb (73, 75, 94, 95).

Die Einwirkzeiten von 5 bis 30 Minuten entsprechen der Dauer, fur die eine Inkubation
mit Antiseptika in der septischen Gelenkchirurgie als realistisch erscheint. Fur diese
relativ kurzen Einwirkzeiten finden sich in der Literatur kaum Vergleichsmodelle. Da die
Erforschung der zytotoxischen Effekte von Wasserstoffperoxid haufig mit der
endogenen Entstehung von radikalen Sauerstoffspezies bei Erkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis im Vordergrund stehen, wurden fur die in der Vergangenheit
durchgefuhrten Studien wesentlich langere Expositionszeiten gewahlt (96). Auch flur
Polihexanid als primaren Wundantiseptikum zur auf3eren Anwendung finden sich in der
Literatur Expositionszeiten, die in der Gelenkchirurgie nicht realisiert werden (97).
Trotzdem erreicht Polihexanid auch bei kurzer Einwirkzeit eine zuverlassige Reduktion
der Keimzahl. Muller und Kramer (2008) haben bei Verdinnungen auf bis zu 0,005 %
bei 30minutiger Expositionszeit eine Keimreduktion von 3logio nachweisen konnen (79).
Weitere Unterschiede im Versuchsaufbau finden sich in der Auswahl der Zellen. Nur
wenige Studien beschaftigten sich explizit mit der zyototoxischen Auswirkung der oben
genannten Antiseptika auf humane Chondrozyten.

Fur den Nachweis der Proteoglykansynthese war es wichtig, den chondrogenen
Metabolismus der Zellen aufrecht zu erhalten. Aus der Matrix isolierte Chondrozyten in
zweidimensionalen Monolayer-Kulturen verlieren bereits ab der zweiten Passage ihre
spezifischen Eigenschaften und dedifferenzieren zu Fibroblasten ahnlichen Zellen. Da
diese die Proteoglykansynthese stark einschranken, wurden fur den Versuch
dreidimensionale Alginatkulturen verwendet. In diesen Kulturen konnen auch vorher

differenzierte Chondrozyten redifferenzieren und die Synthese der knorpelspezifischen

58



Matrixbestandteile wieder aufnehmen (98). Sie bleiben Uber Wochen und Monate
phanotypisch stabil und synthetisieren Uber einen langen Zeitraum ebenfalls
knorpeltypische Extrazellularmatrix (89). Damit war es uns moglich, das zytotoxische
Potential der Antiseptika insgesamt auf Knorpel ahnliches Gewebe zu untersuchen.

In den Ubrigen Versuchen wurden jedoch aus der Knorpelmatrix geloste Chondrozyten
verwendet, da Auswirkungen der Antiseptika auf die Zellmorphologie oder das
Austreten von Intrazellularsubstanzen an isolierten Chondrozyten einfacher
nachzuweisen waren. Um auch hier der Dedifferenzierung vorzubeugen, wurden die
Kulturen mit einer Mindestanzahl von 10° Zellen angelegt, da es bei héherer Zelldichte
zu Interaktionen der Chondrozyten untereinander kommt welche der Dedifferenzierung
entgegenwirken. Selbst zuvor dedifferenzierte Knorpelzellen nehmen bei Zell-Zell-
Kontakten ihre knorpelspezifische metabolische Aktivitat wieder auf (99, 100).

4.2  Limitationen der Studie

Das entnommene Gewebe stammte von Patienten, die aufgrund einer Gelenkarthrose
einen totalen Gelenkersatz erhalten haben. In der Literatur gibt es unterschiedliche
Angaben Uber die Qualitat von Knorpelzellen aus arthrotischen Gelenken. Einerseits
wird die Theorie vertreten, dass die defekte Knorpelmasse schon in vivo eine hdhere
Anzahl von apoptotischen Zellen enthalt. Die Anzahl der ohnehin schon nur sparlich
vorhandenen Chondrozyten verringert sich dadurch weiter (101-103). Andere Autoren
sehen das Problem der Arthrose in der geringeren Proliferationsneigung der
Chondrozyten von Extrazellularmatrixbestandteilen wie Proteoglykanen (104). Das
Resultat beider Vorgange ist die Entstehung von qualitativ minderwertiger
Knorpelmasse (105).

Um fur die Versuche eine moglichst geringe Anzahl apoptotischer oder mangelhafter
Knorpelzellen zu erhalten, wurde von dem vorhandenen Material lediglich das Gewebe
aus dem gesunden Kompartiment verwendet. Das makroskopisch intakte Gewebe
sollte keine HOhenminderung, Erweichung, Aufrauhungen oder Verkalkungen
aufweisen und befand sich nicht in den Hauptbelastungszonen der Gelenkflache.

Zum Nachweis der Proteoglykansynthese mit der Alcianblaumethode erfolgte eine

Auswertung der Ergebnisse durch lichtmikroskopische Analyse. Daher konnte hier
lediglich eine semiquantitave Bestimmung erfolgen.
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Die Versuchbedingungen erfolgten nicht an Knorpelgewebe in vivo, wo die vorhandene
Knorpelmatrix gleichzeitig eine Barrierefunktion Ubernehmen kann, sondern an
Monolayerkulturen bzw. Alginatbeads in vitro. Die Chondrozyten der zweidimensionalen
Kulturen kamen direkt mit den Antiseptika in Kontakt. Die Ergebnisse konnten demnach
grolere zyototoxische Ausmale zeigen, als sie in vivo ablaufen. Fir die
dreidimensionalen Kulturen ergaben sich weniger starke Einschrankungen in der
Zellvitalitat, was auf das Vorhandensein einer Matrix-ahnlichen Umgebung der
Chondrozyten in den Alginatbeads zurick zu fuhren sein wird. Somit lassen die

Gegebenheiten in vitro lediglich Ruckschlisse auf die in vivo Situation zu.

4.3 Toxizitat der Antiseptika

Hinsichtlich der Zytotoxizitat konnte mit Hilfe der durchgefuhrten Vitalitatsmessungen
gezeigt werden, dass Polihexanid einen zytotoxischen Effekt auf humane Chondrozyten
hat und diese Wirkung aullerdem von der Kontakizeit abhangig ist und durch
anschlieendes ausgiebiges Spulen der Zellen mit Natriumchloridlosung verringert
werden kann.

Es sanken sowohl die totale Zellanzahl als auch die Anzahl der lebenden Chondrozyten
nach der Beimpfung mit Polihexanid. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich der grofite
Zellverlust um rund 40 % nach bereits funf Minuten. Bei hoheren Konzentrationen kam
es zu einer weiteren signifikanten Abnahme der lebenden Zellen. Zu einem ahnlichen
Ergebnis kommen auch Ince et al., die in ihrer Studie osteoblastare und endotheliale
Zellen verwendeten. Die dort angegebene Konzentration von 0,01 % Polihexanid zeigte
eine signifikante Erniedrigung der Zellviabilitat und Veranderungen der Zellmorphologie.
Die Zellen wurden als spharisch beschrieben und verloren nach langerer Kontaktzeit ihr
typisches Aussehen. Mit insgesamt sechs Stunden war die Einwirkzeit jedoch im
Vergleich zu der vorliegenden Studie deutlich verlangert (97).

Eine andere Studie von Schaumburger et al. lasst sich aufgrund &hnlicher Methoden
gut mit unseren Ergebnissen vergleichen. Gepruft wurde hier die Wirkung von Povidon-
Jod, Polihexanid und Wasserstoffperoxid auf humane Chondrozyten, wobei die
Einwirkzeit fur die Antiseptika in Verdinnungen von 1 bis 100 % der handelsublichen
Antiseptikalosung ebenfalls funf Minuten betrug (106). Auch diese Studie konnte eine
Reduktion der Vitalitat der Chondrozyten durch Polihexanid nachweisen, wobei
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signifikante Werte lediglich bei hoheren Konzentrationen (10 %ige LAosung) als in der
vorliegenden Studie auftraten.

In ihrer Studie hat die Applikation von 1 %iger Wasserstoffperoxidlosung zu einer
Verminderung der Chondrozytenvitalitat auf unter 25 % gefuhrt und die DNA-Synthese
auf 20 % der Kontrollgruppe reduziert. Damit haben Schaumburger et al. in
vergleichbaren Konzentrationen grof3ere zytotoxische Effekte von H;O, auf die
Knorpelzellen festgestellt. Bezogen auf die Auswirkungen bezuglich der totalen
Zellanzahl vitaler Chondrozyten konnten in dieser Studie keine signifikanten
Unterschiede der beiden Antiseptika im Vergleich nachgewiesen werden.

Bereits nach funf mindtiger Einwirkzeit zeigte sich in dieser Arbeit eine signifikante
Erhohung der LDH-Aktivitat, was fur die Zerstorung von Zellmembranen und den
Austritt von Intrazellularbestandteilen spricht. Dabei ergab sich der grofite resultierende
Zellschaden nach der langsten Einwirkzeit von 30 Minuten mit der unverdinnten
Polihexanidlosung.

Uberraschenderweise konnten &ahnliche Werte fiir Wasserstoffperoxid in unseren
Versuchen zur LDH-Synthese nicht ermittelt werden. Weder die 10 %ige noch die 100
%ige Konzentrationsldsung ergab eine Erhéhung der LDH-Aktivitat im Uberstand. Auch
nach der maximalen Inkubationszeit von 30 Minunten konnten keine signifikant hOheren
Werte als die der Kontrolle festgestellt werden, im Gegenteil. Der Nachweis der LDH-
Aktivitat lag sogar unter dem der Kontrolle. Auch Bates und Mitarbeiter konnten in ihrer
Studie mit bovinen Knorpelzellen, die fur 120 Minuten mit verschiedenen
Konzentrationen von Wasserstoffperoxid in Kontakt kamen, keine Beeintrachtigung der
Chondrozyten im Sinne einer LDH-Freisetzung feststellen (96).

Dass trotzdem eine Zellschadigung stattgefunden hat, lassen unsere weiteren Versuche
und die Angaben in der Literatur vermuten, denn sowohl die Gesamtzellzahl als auch
die Anzahl der vitalen Chondrozyten waren nach der Inkubation mit 100 %
Wasserstoffperoxid signifikant verringert. Dies wurde auch mit den Ergebnissen von
Thomas et al. Ubereinstimmen, die eine Dosis abhangige Beeintrachtigung auf die
Migration und Proliferation von Wasserstoffperoxid auf Fibroblasten heraus fanden
(107).

Die kontroversen Ergebnisse in Bezug auf die Freisetzung der LDH konnten bedeuten,
dass das Agens zwar die Zelle schadigt, die Zellmembran jedoch zunachst intakt bleibt

und ein Austritt von Intrazellularbestandteilen nicht oder nur in geringem Malle
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stattfindet, bzw. nicht in der vorgegebenen Zeit. Dafur sprechen auch die
lichtmikroskopischen Betrachtungen, in denen sich die Zellen deutlich geschrumpft
prasentieren.

Moglich ware auch gewesen, dass H;O, die Bildung des Formazansalzes, dessen
Farbumschlag gemessen wird, inhibiert, indem es die Ubertragung der
Wasserstoffatome auf das Jodtetrazolchlorid verhindert. Das enzymatisch entstandene
NADH/H konnte daher durch H,O, oxidiert werden, indem Wasserstoffperoxid mit den
Wasserstoffatomen zu Wasser reagiert. Es wurde also trotz freigesetzter LDH kein
Farbumschlag zustande kommen und der Nachweis der LDH-Reaktion wurde entfallen.
Dies konnten wir jedoch in einem Nebenversuch ausschlief3en, weshalb von der ersten
Theorie ausgegangen werden muss, namlich dass in den vorgegebenen
Konzentrationen und Einwirkzeiten keine Schadigung der Zellen durch
Wasserstoffperoxid im Sinne eines Plasmaaustrittes kommt.

Um die Syntheseleistung der Chondrozyten nach Inkubation mit den Antiseptika
festzustellen, wurde die Proteoglykansynthese mit Hilfe der Alcianblaufarbung
nachgewiesen. Im Vergleich zu den Kontrollschnitten wurde die Synthese der
Proteoglykane bei beiden Antiseptika signifikant eingeschrankt.

Intaktes Knorpelgewebe unterliegt normalerweise einer strengen Regulation von
Neusynthese und Abbau von Knorpelmatrixbestandteilen. Der Verlust oder die
verminderte Produktion der hochmolekularen Proteoglykane durch die Einwirkung von
Antiseptika ist insofern problematisch, als dass eine minderwertige Matrix entsteht, die
den allgemeinen biomechanischen Anforderungen im Gelenk nicht mehr standhalten
kann. In diesem Zusammenhang kann das entstandene Ungleichgewicht der
Knorpelhomoostase zur Entstehung von Gelenkarthrose beitragen (108-110).

Unsere Ergebnisse zur Proteoglykansynthese lieRen sich mit einigen vorausgegangen
Versuchen in der Literatur vergleichen und bestatigen (96, 111, 112). So haben
beispielsweise Asada et al. in ihrem Versuch mit Kalberknorpelzellen ebenfalls eine
Einschrankung der Glykosaminoglykansynthese durch Wasserstoffperoxid feststellen
konnen. Die Kontaktzeit mit Wasserstoffperoxid betrug in diesem Versuch vier Stunden.
Die verwendeten Konzentrationen variierten von 1 bis 1000 yM (112). Die Messung der
Proteoglykansynthese wurde mit Hilfe des Einbaus von [35 S]Sulfat in den
Glykosaminoglykaneinbau vorgenommen. Hier zeigte sich eine Dosis abhangige
Abnahme der Proteoglykansynthese. Baker et al. gaben an, dass der Mechanismus der
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Beeinflussung der PG-Synthese wahrend oder bei der Synthese des Kernproteins
stattfinden muss (113). Panasyuk und Mitarbeiter fanden hierzu heraus, dass reaktive
Wasserstoffspezies, also vor allem H,O,, den Einbau von Sulfaten und Glukosaminen
in die Proteoglykane verhindern (114).

Auch fur Polihexanid konnte die Beeintrachtigung der Proteoglykansynthese an Hand
der Alcianblaufarbung in den vorliegenden Versuchen nachgewiesen werden.

Mdaller und Kramer (2005) konnten in ihrem Tiermodell mit Rinderknorpelzellen
ebenfalls eine Minderung der Proteoglykansynthese durch Polihexanid feststellen (95).
Aufgrund der geringeren Intensitat der Alcianblaufarbung ist davon auszugehen, dass
die Proteoglykansynthese durch Polihexanid starker inhibiert wird als durch
Wasserstoffperoxid.

Als Erklarungsansatz fur die vergleichsweise groRere Beeinflussung der
Proteoglykansynthese durch Polihexanid nennen Mduller und Kramer die in einer voran
gegangenen Studie untersuchte Interaktion von polykationisch aktiven Antiseptika mit
den knorpelspezifischen Proteoglykanen. Denn das kationisch geladene Biguanid
Polihexanid bindet vor allem an anionisch geladene Molekulbestandteile. Besonders
grol ist die Anziehungskraft zu den sauren  Phospholipiden der
Bakterienzellmembranen. Daher kommt es kaum zu Interaktionen mit neutralen
Phospholipiden humaner Zelloberflachen. Die in der Knorpelmatrix befindlichen
anionischen  Sulfatgruppen der Proteoglykane gehen aber ebenfalls eine
Wechselwirkung mit Polihexanid ein, was wiederum Auswirkungen auf die
Proteoglykansynthese hat (115). Die Abwesenheit von Bakterienbestandteilen im
Versuchsaufbau konnte zu der starken Interaktion von Polihexanid mit der
Knorpelmatrix gefuhrt haben.

In den vorausgegangenen Untersuchungen der Monolayerkulturen zeigten die
Antiseptika signifikante Einschrankungen auf die Zellvitalitdt und die Zellanzahl. Die
Analyse der Zellzahlen der dreidimensionalen Kulturen konnte jedoch keine signifikante
Abnahme der Zellen nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid oder Polihexanid
nachweisen. Auch dies mag auf die Barrierewirkung der in dreidimensionalen Kulturen

erhaltenen Knorpelmatrix zurick zu fihren sein.
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4.4  Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose

Es konnte in den vorliegenden Versuchen fluoreszenzoptisch und immunhistochemisch
nachgewiesen werden, dass Polihexanid nach dem Kontakt mit humanen Chondrozyten
apoptotische Vorgange in den Zellen induziert. Nach bereits 15 Minuten Expositionszeit
zeigte sich eine signifikant erhdhte Anfarbbarkeit mit den frihapoptotischen Markern
Annexin- V und die Bindung des Caspaseinhibitors z-VAD-FMK an aktivierte Caspasen.
Die mit Wasserstoffperoxid inkubierten Chondrozyten zeigten hingegen, dass es sich
bei der Art der Schadigung um spatapoptotische bzw. nekrotische Zellablaufe handeln
muss.

Eine Unterscheidung dieser beiden Formen des Zelltodes ist wichtig, da sie
verschiedene Konsequenzen fur den Zellverband nach sich ziehen.

Frihapoptotische Zellen behalten ihre Zellmembranintegritat und signalisieren durch
Liganden an der Zelloberflache nach aufen ein Phagozytosesignal. Wichtig ist hierbei,
dass durch die immer noch intakte Zellmembran potenziell schadliche
Intrazellularbestandteile nicht nach extrazellular gelangen und eine eventuelle
Entzindungsreaktion verhindert werden kann (90). Einer dieser Liganden, der die Zelle
nach aullen als phagozytosebereit kennzeichnet, ist u.a. das Membranprotein
Phosphatidylserin (116-118). Es wird bei fruhapoptotischen Zellen von der inneren
Zellmembran in die aullere Schicht transloziert (119). Die Expression von
Phosphatidylserin konnten wir mit Hilfe der Annexin-V-Farbung auf der Oberflache der
mit Polihexanid inkubierten Chondrozyten nachweisen. Spatapoptotische und
nekrotische Zellen konnen ebenfalls mit Annexin-V angefarbt werden (120). Daher
muss mit einem weiteren Farbstoff bewiesen werden, dass die Zellmembran der
frihapoptotischen Zellen intakt ist. Zu diesem Zweck verwendeten wir Zusatzfarbungen
mit Propidiumiodid und 7-AAD.

Wird die beschadigte Zelle nicht rechtzeitig aus dem Zellverband beseitigt, wird ihre
Zellmembran sukzessive permeabel fur Molekule wie Propidiumiodid (Pl) und 7-AAD.
Zellen, deren Membran fur Moleklle durchlassig werden, befinden sich in einem
spatapoptotischen Stadium, das auch als sekundare Nekrose bezeichnet wird.
Sekundare Nekrosen konnen zu Gewebeverletzungen, Entzindungsreaktionen und
Autoimmunantworten fuhren (121, 122). Diese inflammatorischen Prozesse haben
weitreichende Folgen fur das Nachbargewebe der betroffenen Zellen und kénnen in
Bezug auf das Knorpelgewebe nicht nur einen oberflachlichen Defekt verursachen,
sondern ebenfalls tiefe Schichten affektieren. Eine grofflachige Entzindungsreaktion

64



der Chondrozyten kann im avaskularen Gelenkknorpel kaum repariert werden. Eine
postexpositionelle Arthrose ist die Folge (123, 124). Unsere Ergebnisse zeigen Annexin
und Caspase positive Zellen fur Polihexanid, die gleichzeitig Pl und 7-AAD negativ sind,
was charakteristisch fur frahapoptotische Zellen ist (120, 125). Wasserstoffperoxid
inkubierte Zellen stellten sich Pl und 7-AAD positiv dar. Die Vermutung liegt demnach
nahe, dass Wasserstoffperoxid einen grolleren zytotoxischen Effekt auf das
Knorpelgewebe hat, da es spatapoptotische oder sogar Nekrosevorgange induziert.

Asada und Mitarbeiter kamen 1999 nach ihren Untersuchungen zur Zelltoxizitiat zu dem
Ergebnis, dass Wasserstoffperoxid in Chondrozyten Apoptose induziert (112).
Nachgewiesen wurden in dieser Studie apoptotische Vorgange mit Hilfe des TUNEL-
Assays (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling), einer
haufig gebrauchlichen Methode fur den Nachweis von DNA-Strangbrichen. Diese
Methode wurde von Gavrieli und Mitarbeitern fur die Detektion von apoptotischen Zellen
verwendet, da DNA-Fragmentationen seinerzeit als das charakteristische Merkmal des
programmierten Zelltodes galt (126). Einige Autoren haben jedoch herausgefunden,
dass DNA-Strangbriche nicht Apoptose spezifisch sind und auch in nekrotischen Zellen
vorkommen (127, 128). Damit wurden durch den TUNEL-Assay nekrotische Zellen
falschlicherweise als apoptotisch markiert. Weiterentwicklungen der Methode und der
Vorbehandlung der zu untersuchenden Zellen gelten nun als zuverlassig in der
Detektion von spatapoptotischen Zellen (129, 130). Demnach ist nicht klar, ob in der
Studie von Asada et al. die Anwendung des TUNEL-Assays ein probates Mittel zum
Nachweis der Apoptoseinduktion nach Wasserstoffperoxid darstellt. Um die Ergebnisse
ihrer Arbeit zu fundieren, wurden die Chondrozyten zusatzlich mit Annexin-V und PI
gefarbt. Eine Anfarbbarkeit von einem Drittel der Zellen mit dem Apoptosemarker
Annexin-V zeigte sich erst nach 60 Minuten Inkubationszeit, ohne dass eine
gleichzeitige PI-Bindung stattfand. Nach weiteren drei Stunden zeigten sich fast alle
Zellen Annexin-V und PI positiv, sprich spatapoptotisch/nekrotisch. Auch in unserem
Versuch zeigten sich nach 60 Minuten Inkubationszeit Zellen, die mit Pl markiert
werden konnten. Zusatzlich wiesen wir eine signifikante Bindung von 7-AAD nach

bereits 15 Minuten nach.

65



4.5 Relevanz fur die Klinik

Aufgrund der Nekroseinduktion durch H;O, sollte dieses in der septischen
Gelenkchirurgie nicht verwendet werden. Polihexanid zeigt zwar auch eine von
Konzentrationen und Einwirkzeiten abhangige Toxizitat, entfaltet diese aber Uber den
geordneten Weg der Apoptose. Es empfiehlt sich daher fur den klinischen Einsatz in
verdunnter Konzentration (< 0,01 %) bei limitierter Einwirkzeit (< 15 Minuten) und

anschlie3ender ausgiebiger Auswaschung mit Ringerlosung.
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5 Zusammenfassung

Auf den Gebrauch von Antiseptika in der chirurgischen Therapie der septischen Arthritis
ist in der Vergangenheit weitestgehend verzichtet worden, denn Versuche zur
Zelltoxizitat verschiedener antiseptischer Losungen konnten ein zytotoxisches Potential
dieser nachweisen. Da Gelenkknorpelzellen lediglich Uber geringe regeneratorische
Fahigkeit verfugen, ist eine Schadigung der Zellen durch Antiseptika problematisch.
Bisherige Studien zur Zytotoxizitat von Antiseptika verwendeten hohe Konzentrationen
und Expositionszeiten, die in der septischen Gelenkchirurgie nicht Ublich sind. In der
vorliegenden Studie wurden daher klinisch relevante Konzentrationen und Einwirkzeiten
(5 bis 30 Minuten) von Polihexanid (0,04 bis 0,004 %) und Wasserstoffperoxid (0,3 bis 3
%) verwendet. Weiterhin wurden die zytotoxischen Effekte mit Hinblick auf apoptotische
und nekrotische Zellschadigungen mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS-Analyse
differenziert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Antiseptika die Vitalitat
primarer humaner Chondrozyten in vitro beeintrachtigen und die Proteoglykansynthese
hemmen. Dieser Effekt ist sowohl von der Expositionszeit als auch von der
Wirkstoffkonzentration abhangig. Es zeigte sich, dass Polihexanid apoptotische
Zellschaden verursacht und Wasserstoffperoxid im Gegensatz dazu spatapoptotische
bzw. nekrotische Vorgange induziert.

Wasserstoffperoxid sollte daher in der septischen Gelenkchirurgie nicht in Kontakt mit
Knorpelgewebe kommen. Trotz der in der Literatur beschriebenen guten
Gewebevertraglichkeit von Polihexanid sollte es in Konzentrationen unter 0,01 %
verwendet werden und nicht langer als 15 Minuten Kontakt mit dem Gelenkknorpel
haben. In diesem Bereich ist eine hinreichende Bakteriziditat bei akzeptabler Toxizitat

gegenuber Knorpelzellen zu erwarten.
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