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Biomaterialien fiir die Transplantation
chondrogener Zellen zur biologi-
schen Rekonstruktion artikularer
Knorpeldefekte

1. Einleitung

Bei vollsténdiger Degeneration des gelenkiberziehenden
Knorpels im Sinne der manifesten Osteoarthrose sind alle
bisher zur Verfligung stehenden Verfahren zur biologischen
Rekonstruktion als weitgehend erfolglos zu bezeichnen'.

In diesen Fallen verbleibt fir den Erhalt der Gelenkfunktion
letztendlich nur der alloplastische Gelenkersatz mit all seinen
maoglichen Risiken und Komplikationen.

Ziel der wissenschaftlichen Bemuhungen im Bereich der
Herstellung eines bioartifiziellen Oberflachenersatzes ist
daher, neben der weiteren Verbesserung der klinischen und
histologischen Ergebnisse der bestehenden biologischen
Rekonstruktionsverfahren, eine Erweiterung der Indikations-
stellung zur biologischen Rekonstruktion von Oberflachen-
defekten in unterschiedlichen Gelenken zu erreichen.

Die verschiedenen, haufig interdisziplinaren Teilschritte fur
die In-vitro-Herstellung eines biologischen Implantats zur
rekonstruktiven Chirurgie subsummiert man in neuerer Zeit
unter dem Begriff ,Tissue Engineering“. Aus wissenschaft-
licher Sicht versteht man hierunter die kinstliche Herstellung
bioartifizieller Konstrukte oder Gewebe aus lebenden Zellen
bzw. Zellmatrix und Biomaterialien.

Grundvoraussetzung fir die erfolgreiche klinische Anwendung
des biologischen Oberflaichenersatzes ist die Herstellung
einer funktionsfahigen Knorpelmatrix, die in der Lage ist, mit
den gesunden Umgebungsstrukturen im Defekt zu fusionie-
ren und deren biomechanische Eigenschaften auch langfristig
mit denen des hyalinen Gelenkknorpels vergleichbar sind’.

Nach den Ergebnissen der gegenwartig vorliegenden In-vitro-
und In-vivo-Studien ist hierzu eine ausreichende Zahl vitaler
knorpelbildender Zellen in phanotypisch stabilem Funktions-
zustand und in einer geeigneten Primarmatrix erforderlich?.
Die primére Matrix, also das Tradgermaterial, dient den Zellen
als temporére Leitstruktur fir ihre rdumliche Ausrichtung und
bis zur Resorption des Tragers als Ort der eigenen
Matrixsynthese. Da der Phéanotyp, d.h. die funktionellen
Eigenschaften der Zellen, vor allem durch Zell-Matrix-
Interaktionen beeinflusst wird, ist die Zusammensetzung des
Tréagermaterials mit von entscheidender Bedeutung fur die
spatere Regeneratqualitat in vivo®.

Das verwendete Tragermaterial stellt somit einen essentiel-
len Parameter fur die Herstellung eines funktionellen Knor-
peltransplantats dar.

Weiterhin sind seine biochemischen und physikalischen
Eigenschaften entscheidend fur die operative Handhabbar-
keit und die Transplantatintegration in das Wirtsgewebe'. Zur
Herstellung eines optimierten Knorpelimplantats werden der-
zeit verschiedene Tragermaterialien in vitro und in vivo gete-
stet, wobei im Wesentlichen entweder nattirlich vorkommende
Makromolekule und/oder abbaubare synthetische Polymere
Verwendung finden®.

In der vorliegenden Ubersichtsarbeit werden einleitend die
Grundlagen der Knorpelbiologie, der Arthroseentstehung und
Gelenkerhaltung dargestellt, um anschlieBend einen Uberblick
Uber den aktuell verfiigbaren Erkenntnisstand zu unter-
schiedlichen Biomaterialien fur die zellbasierte Knorpel-
rekonstruktion zu geben.

1.1 Die Bedeutung des hyalinen Knorpels fiir die
Gelenkfunktion

Der gesunde Gelenkknorpel des Erwachsenen kann Belas-
tungskrafte tolerieren, die ein Vielfaches des Korpereigen-
gewichts betragen. Er kombiniert in einzigartiger Weise die
Absorption von Druckbelastungen mit einem auBBergewdhn-
lich niedrigen Reibungskoeffizienten. Spitzenbelastungen
der unter dem Knorpel liegenden Knochenplatte werden
dadurch reduziert. Diese Eigenschaften verschaffen dem
kaskadenartig aufgebauten hyalinen Knorpel die Spitzen-
stellung in der Bedeutungshierarchie der unterschiedlichen
Strukturen im Gelenk*®.

Die Grundsubstanz des Knorpels wird durch die spezialisier-
ten Knorpelzellen (Chondrocyten) synthetisiert. Seine hohe
biomechanische Widerstandsfahigkeit und Zugfestigkeit wer-
den Uberwiegend durch das feinfibrilldre Kollagen-Typ-Il der
Knorpelgrundsubstanz (Matrix) vermittelt. Die Kompressions-
festigkeit beruht auf der exzessiven Wasserbindung hochmo-
lekularer Proteoglykane und deren Einschluss in das rigide
Kollagen-Typ-ll-Gertist. Da die Proteoglykane in diesem
Verbund nur zu etwa 40 % hydratisiert sind, entsteht ein
Schwelldruck, der vom Kollagengerust aufgefangen wird.
Durch diese spezielle Gewebearchitektur wird der Knorpel-
matrix eine physiologische Vorspannung verliehen, die im
Belastungsfall die Héhenverédnderung des Knorpels erheb-
lich reduziert®. Die Pumptétigkeit des bei Belastung ein- und
ausstrdomenden Wassers unterstiitzt dabei auch die metabo-
lische Ver- und Entsorgung der Knorpelzellen.

Andererseits flhrt aber schon eine vergleichsweise geringe
Schadigung der Proteoglykanarchitektur zu massiven Ein-
buBen der biomechanischen Eigenschaften des Knorpels®.

Grundsétzlich sind fir die Entstehung einer frihzeitigen
Arthrose zwei qualitativ unterschiedliche Atiologien beschrie-
ben: die System-Faktoren als endogene Variable und die bio-
mechanischen Fehler entsprechend der verbreiteten
Unterteilung in primére und sekundére Arthrosen. Die beiden
atiologischen Kategorien konvergieren jedoch in Richtung
auf die Knorpeldestruktion und miinden in eine gemeinsame
Endstrecke der Pathogenese’.

1.2 Grundlagenwissenschaftliche Erkenntnisse zur
Arthroseentstehung

Das eingeschrénkte Heilungsvermdégen des hyalinen
Knorpels ist seit langem bekannt, besitzt eine eindeutige
Altersabhéngigkeit und ist im Wesentlichen in seiner beson-
deren Struktur und Anatomie begrindet®. Hyaliner Knorpel
besitzt keinen direkten Zugang zu gewebsspezifischen rege-
nerativen Zellpopulationen.

Bei Knorpelschdden ohne Verletzung der subchondralen
Knochenplatte findet daher in der Regel Uberhaupt keine
Defektregeneration statt. Unter Mitbeteiligung der Knochen-
lamelle kann Ersatzfasergewebe entstehen, das nach ein
paar Jahren meist wieder zerstért ist®®.

Hauptsachlich bei gréBeren Knorpel- und/oder Meniskus-
schaden ist die verbliebene Kontaktflache fir die Lastliber-
tragung reduziert, wodurch im weiteren Verlauf eine pathogen
wirksame Stresskonzentration im Gelenk entsteht®.
Experimentelle Untersuchungen lassen in diesem Zusam-
menhang vermuten, dass Abweichungen von der physiologi-
schen Druckverteilung oder metabolische Stérungen (in vivo
z.B. verursacht durch Meniskus- oder Knorpelschéden,
Achsfehlstellungen oder Stoffwechselstérungen, Gelenk-
mangelversorgung durch Synovitiden, Immobilisation etc.)
sekundar destruktive Prozesse induzieren ™', die denen pri-



mar entzindlicher Gelenkerkrankungen &hnlich sind™ und
die je nach AusmalB zu erheblichen Verdnderungen der
Struktur und Zusammensetzung der Knorpelgrundsubstanz
fuhren kénnen "¢,

Die hierbei auftretenden Verédnderungen der Zell- und
Molekularbiologie des Knorpels sind gekennzeichnet durch
das Absterben von Chondrocyten ", eine insuffiziente
Synthese neuer Matrixmolekile '*** und der Freisetzung von
entziundlichen Mediatoren und katabolen Enzymen, wobei
die Dichte der IL-1 und TNFa positiven ,Lining-cells“ der
Synovialmembran mit dem Schweregrad arthrotischer
Verénderungen korreliert ™.

Die Chondrocyten produzieren in diesem pathologisch akti-
vierten Zustand vermehrt Proteasen, die durch Spaltung von
Kollagen das kollagene Netzwerk, in das die Proteoglykane
eingebettet sind, zerstéren 2. Dadurch verliert das zuneh-
mend destruierte kollagene Stlitzgerlst nach einer initialen
Odembildung die Fahigkeit zur Einlagerung der wasserbin-
denden Proteoglykane . Durch den Verlust von gebunde-
nem Wasser tritt ein Hohenkollaps der Knorpelmatrix ein.
Zusammen mit den Oberflachenveranderungen und den
qualitativen und quantitativen Veranderungen der Grund-
substanz ##' fuhrt dieser Prozess zu einer weiteren
Verschlechterung der biomechanischen Eigenschaften des
Knorpels und zu einer pathologischen Verédnderung der
Tribologie im Gelenkspalt®”.

Die antianabol-katabole Stoffwechsellage verbliebener
Knorpelzellen wird weiter stimuliert, bis auch der subchon-
drale Knochen von den degenerativen Verdnderungen
betroffen ist und das finale Stadium der destruktiven
Osteoarthrose erreicht wird”. Ergdnzend muss an dieser
Stelle noch angemerkt werden, dass degenerative Prozesse,
die zur Entstehung einer Arthose fiihren, auch zuerst von den
subchondralen Knochenstrukturen (z.B. im Fall einer
Osteochondrosis dissecans) ausgehen kénnen. Es ist seit
langerem bekannt, dass osteo- und chondrogene Zellen,
durch dieselben anabolen und katabolen Mediatoren in &hn-
licher Art und Weise reguliert werden®#.

1.3 Grundlagen der Gelenkerhaltung

Far die langfristige Erhaltung der Gelenkfunktion geht es aus
biomechanischer Sicht in erster Linie darum, die Beanspru-
chung der Gelenkflachen bei allen Bewegungsablaufen auf
dem geringst méglichen Niveau zu halten. Das dabei ver-
folgte Prinzip der Materialschonung basiert auf der Verteilung
der zu Ubertragenden Kréfte auf eine mdglichst groBe last-
aufnehmende Flache.

Dadurch vermindert sich im gesunden Gelenk die
Druckbelastung pro cm? tragender Knorpeloberflache auf ein
tolerables Mindestmaf3 und lokale Belastungsspitzen werden
vermieden. Den Ubrigen Strukturkomponenten im Gelenk
(Bandapparat, Menisci, etc.) kommt dabei die Aufgabe zu,
den hyalinen Knorpel funktionstiichtig zu erhalten und vor
Schaden zu bewahren®. Mit zunehmender Ausdehnung arti-
kularer Knorpelschaden und evtl. begleitenden Verletzungen
protektiver Gelenkbinnenstrukturen wird das Prinzip der
Materialschonung bzw. der Gelenkerhaltung durch Uber-
schreitung der Toleranzgrenze der Materialeigenschaften
des Knorpels mehr und mehr verlassen®, und es entsteht
zwangslaufig ein erhéhtes Arthroserisiko im klinischen
Spontanverlauf##,

Das wesentliche Ziel biologisch rekonstruktiver Eingriffe
muss daher die Wiederherstellung méglichst physiologischer
Druckverhéltnisse im Gelenk sein.

Bestehende Achsfehlistellungen missen korrigiert und
Kollateralschdden, wie Meniskus- und Bandverletzungen,
ggf. saniert werden®. Insbesondere bei gréBeren Knorpel-
schaden sollten die biomechanischen Eigenschaften und auch
die Oberflachenkongruenz des zerstorten Gelenkknorpels weit-
gehend wiederhergestellt werden. Die Inkongruenz einer
Gelenkoberflache gilt schon seit Iangerem als Paradebeispiel
fUr die sichere Voraussagbarkeit einer Arthrose °. Die klinischen
Ergebnisse unterschiedlicher Studien zeigen, dass das
Anforderungsprofil an ein Verfahren zur biologischen Rekon-
struktion von Gelenkknorpel mit zunehmender DefekigréBe
komplexer wird, um damit auch langfristig Beschwerdefreiheit
erreichen zu kdénnen?. Bei jungen Patienten mit offenen
Wachstumsfugen ist die Anwendung von minimalinvasiv
durchfihrbaren Tissue-Response-Verfahren (wie z.B. die
Mikrofrakturierung) bei sanierungsbeduirftigen lokalisierten
Knorpellasionen als priméares Behandlungsverfahren auf
Grund des noch hohen intrinsischen Regenerationspotentials
zu bevorzugen?. Vollschichtige, umschriebene Knorpel-
schéden bei bereits geschlossenen Wachstumsfugen kdénnen
in der Regel bis ca. 2 cm? mit einer Mikrofrakturierung und bis
maximal 3—4 cm? Defektfliche mit autologen Knorpel-
Knochenzylindern (Mosaikplastik, OATS) erfolgreich saniert
werden "2,

Bei gréBeren Defekiflaichen sollte die autologe Chondro-
cytentransplantation (ACT) als Verfahren der Wahl einge-
setzt werden, da in diesen Fallen andere biologische
Rekonstruktionsverfahren, wie z.B. die Mosaikplastik, schon
aus Grinden der technischen Durchfiihrbarkeit und der
hohen sekundaren Komplikationsraten Uberfordert sind?"2,
Eine erst kirzlich veréffentlichte, prospektiv randomisierte
Multicenterstudie mit 100 Patienten zeigte fur die ACT bei
einer durchschnittlichen DefektgréBe von 4,66 cm? signifikant
bessere Resultate als fir die Mosaikplastik, wobei im Falle
einer Mosaikplastik nach durchschnittlich 19 Monaten
Follow-up bereits h&ufig die ersten Zeichen degenerativer
Verédnderungen zu beobachten waren, bei der ACT jedoch
nicht*. Diese Ergebnisse weisen auch fur die Verlaufs-
prognose biologischer Rekonstruktionsverfahren auf die
hohe Bedeutung der erreichten Kongruenz der bei der Artiku-
lation beteiligten Gelenkflachen hin?.

Bei den osteochondralen Transferverfahren kann trotz tech-
nischer Methodenverbesserungen und trotz makroskopisch
optimaler Niveauanpassung der Knorpel-Knochentrans-
plantate wegen ihrer vorgegebenen und diskontinuierlichen
Strukturen niemals eine optimale Oberflachenkongruenz
bzw. biologische Rekonstruktion im Empféngerareal erreicht
werden 2%,

Nach Anwendung der ACT hingegen ist dies moglich, da die
von den transplantierten Knorpelzellen neu gebildete
Knorpelgrundsubstanz anfanglich noch weich und formbar ist
und sich somit auch wéhrend der Matrixreifung durch biome-
chanische Einflisse der Gelenkoberflache anpassen kann®'-
%, Darlber hinaus konnten unterschiedliche Arbeitsgruppen
mittlerweile zeigen, dass die histologischen Ergebnisse der
ACT im Gegensatz zu anderen biologischen Rekon-
struktionsverfahren (wie z.B. Mikrofrakturierung, Periost- und
Perichondriumtransplantation) mit zunehmendem Abstand
zur Transplantation besser werden?**-%  wobei in einer
Langzeitstudie zur ACT mit 101 Patienten eine hohe
Korrelation zwischen guten histologischen und klinischen
Ergebnissen gefunden wurde *.



1.3.1 Prinzip und bisherige Ergebnisse der
autologen Chondrocytentransplantation (ACT)

Die ACT wurde in ihrer Anwendung beim Menschen erstmals
1994 von der schwedischen Gruppe um Brittberg und
Peterson beschrieben®. Bei diesem Verfahren wird arthro-
skopisch aus einem nichttragenden Gelenkbereich ca. 200
mg vollschichtiger Knorpel entnommen. Nach steriler
Anzucht einer ausreichenden Zellzahl in vitro werden die
Chondrocyten in die operativ vorbereitete Defektkammer
unter einen zuvor aufgenéhten Periostlappen injiziert % .

Das seit l&ngerem angenommene Wirkungsprinzip wurde
mittlerweile in zwei grundlegenden Arbeiten nachgewiesen.
Phénotypisch stabile Chondrocyten kénnen nach ihrer
Retransplantation in vivo Uberleben und einen qualitativ
hochwertigen Knorpel regenerieren**. Das entstehende
Knorpelgewebe zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu hyalinem
Gelenkknorpel und wird daher in der Fachliteratur auch als
hyalinartig oder ,hyaline-like“ bezeichnet. Im Gegensatz zu
Faserknorpel kann es bis zu 90 % und mehr der Festigkeit
des gesunden hyalinen Knorpels erreichen *.

Insgesamt wurden aus klinischen Studien von Peterson und
Mitarbeitern Uber einen Zeitraum von mittlerweile mehr als 13
Jahren Erfolgsraten von bis zu 90 % fur die ACT angegeben.
Eine Trendwende in den uUberwiegend guten bis sehr guten
Befunden ist dabei noch nicht in Sicht*. Fir den kurz- und
mittelfristigen Verlauf wurden auch von anderen Autoren &hn-
lich vielversprechende Ergebnisse berichtet'®%-%  wobei
sich diese nicht nur auf das Kniegelenk beschranken %%

Obwohl in der neueren Literatur bereits Hinweise auf gute
Ergebnisse der konventionellen ACT selbst bei beginnenden
degenerativen Gelenkknorpelschaden im Knie existieren®,
sollten Knorpelschdden auf dem Boden fortgeschrittener
degenerativer Veradnderungen oder gar einer manifesten
Osteoarthrose bis zur Vorlage weiterer wissenschaftlicher
und klinischer Daten nicht mit einer ACT behandelt werden %.

Fir das Versagen einer ACT kdnnen mehrere Faktoren
ursachlich sein: Nach dem derzeitigen Kenntnisstand wahr-
scheinlich eine unzureichende Qualitdt der angeziichteten
Chondrocyten ©%*-%* sowie die falsche Indikationsstellung
oder Operationstechnik ?%-%, Bei fehlendem Containment
(=Fehlen einer stabilen, perilasionalen Knorpelschulter um
den Defekt) lasst sich z.B. eine konventionelle ACT nur
schwierig oder gar nicht durchfiihren®. Ein weiterer generel-
ler Nachteil ist die zeitaufwédndige Aufnaht des
Periostlappens Uber den zuvor préaparierten Knorpeldefekt
(Abbildung 1). Die hierfur erforderliche, oft langstreckige
Arthrotomie fihrt zu einer erheblichen Traumatisierung des
Gelenks und seines Halteapparats und ist mit entsprechen-
den postoperativen Beschwerden verbunden .

Abbildung 1:
Zeitaufwéndige Periostaufnaht fir eine
konventionelle ACT.

Tierexperimentelle Ergebnisse und verschiedene Anwen-
dungsstudien beim Menschen zeigen, dass die Verwendung
eines geeigneten Bio- bzw. Tragermaterials zur Zelltrans-
plantation mdglich ist®¢'-% wodurch auf die umsténdliche
Periostaufnaht verzichtet werden kann (Abbildung 2). Die
Defektpraparation und die anschlieBende Tragerimplantation
kénnen minimalinvasiv durchgeflihrt werden .

Bei geeigneten Defektlokalisationen ist die Applikation in
Zukunft auch arthroskopisch denkbar®. Dies flhrt einerseits
zu einer Vereinfachung der Methode und drastischen
Verklrzung der OP-Zeit, andererseits zu einer erheblichen
Reduktion der Komorbiditat ¢,

"
Abbildung 2:
Fir die Transplantation der Chondrocyten in einem geeigneten Biomaterial
ist keine Periostaufnaht mehr notwendig. Der Eingriff kann auch minimalin-

vasiv durchgefiihrt werden. Die OP-Zeit und die Komorbiditadt werden
dadurch erheblich reduziert.

1.4 Die Bedeutung der extrazelluldren Matrix fiir den
Stoffwechsel chondrogener Zellen

Lange Zeit wurde die extrazellulare Matrix nur als Gerlst
betrachtet, das der mechanischen Unterstiutzung von Zellen,
der Architektur von Geweben und Organen, der Ubertragung
von Druck- und Zugkraften oder als Gleitlager zur
Verschiebung von Organen dient. Systematische Unter-
suchungen seit den 60-er Jahren des letzten Jahrhunderts
haben jedoch gezeigt, dass die extrazelluldre Matrix auch die
Differenzierung von Zellen erheblich beeinflusste®®®.
Matrixmoleklle kdénnen an spezifische Rezeptoren der
Zelloberflache binden und dadurch Signalkaskaden im
Zytoplasma induzieren, die dann die Genexpression im Kern
der Zielzelle aktivieren®. Wechselwirkungen der Chondro-
cyten mit den Kollagenfasern tber die sogenannten Integrin-
Rezeptoren stellen vermutlich die wichtigste Signalbricke
zwischen Matrix und Knorpelzelle dar®. Dartber hinaus bil-
det die extrazelluldre Matrix des Knorpels und des Knochens
ein wichtiges Reservoir fir unterschiedliche Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren ™. Manche morphogenen Faktoren,
die von den Chondrocyten teilweise selbst produziert wer-
den, koénnen ihre intrinsische Aktivitat auch erst durch
Bindung an extrazellulare Matrixkomponenten wirkungsvoll
entfalten™.

Andererseits induzieren bestimmte Fragmente der extrazel-
luldren Matrix katabole Stoffwechselwege >, wie sie wei-
ter oben flr degenerative Prozesse wahrend der Entstehung
einer Osteoarthrose beschrieben wurden. Unter Berlck-
sichtigung aller Teilaspekte stellt daher die Suche und Ent-
wicklung geeigneter Biomaterialien fir die Transplantation
chondrogener Zellen bzw. das Tissue Engineering von
Knorpel eine ganz besondere Herausforderung dar 7.



2. Biomaterialien fur die Transplantation
chondrogener Zellen

Momentan wird weltweit in verschiedenen Forschungsein-
richtungen intensiv an der Weiterentwicklung der autologen
Knorpelzelltransplantation gearbeitet. Ziel ist, ein hochfunk-
tionelles bioartifizielles Transplantat zu entwickeln, das auch
die biologische Rekonstruktion fortgeschrittener Gelenkknor-
pelschaden ermdglicht®. Hierflir wird mit unterschiedlichen
Biomaterialien, Zelltypen, Wachstumsfaktoren und anderen
Stimuli experimentiert ™.

Ein tragergestltztes Transplantat kommt dem Grundgedan-
ken des Tissue Engineering bereits sehr nahe und wirde
neben seiner minimalinvasiven Applikation auch eine
Erweiterung der Indikationsstellung erlauben. Mit einem sol-
chen Transplantat kénnten degenerative, mdglicherweise
auch artikulare Knorpelschaden chronisch-entzindlicher
Genese durch einen biologischen Oberflachenersatz behan-
delt werden ®.

Ein geeignetes Tragermaterial muss natlrlich bestimmte
Qualitatskriterien erfullen. Das Material zur Herstellung eines
biokompatiblen Implantats muss einfach, sicher und ohne
Qualitatsverlust zu sterilisieren sein, mdéglichst nicht immuno-
gen wirken, und keine Entzindungs-, AbstoBungs- oder
andere unerwilinschte Reaktionen verursachen.

Des Weiteren sollte es einfach und homogen mit Zellen zu
besiedeln sein und diesen ein Einwachsen in seine
Strukturen ermdglichen. Es sollte den Zellen in seiner indivi-
duell vorgegebenen Resorptionszeit mechanischen Schutz
bieten, ohne wesentliche Ruckstidnde oder schéadliche
Metaboliten resorbiert werden und den Zellen die dreidimen-
sionale Ausrichtung, Adhasion und Ausbildung bzw.
Stabilisierung des chondrogenen Phénotyps ermdéglichen.
Dariiber hinaus sollte es leicht formbar sein, eine anpas-
sungsfahige Héarte und Elastizitat besitzen, auch ohne erhal-
tenes Containment gut und einfach im Defekt zu fixieren sein,
die Regeneratintegration in die gesunden knéchernen und
kartilagindren Umgebungsstrukturen ermdéglichen und den
gleichmaBigen Aufbau neu gebildeter Knorpelmatrix im
Defekt fordern?.

In verschiedenen Versuchsmodellen wurden bisher zum Teil
sehr unterschiedliche Tragermaterialien verwendet. Ein
Tréagermaterial, das die aufgezahlten Eigenschaften in idealer
Weise kombiniert, ist bisher allerdings noch nicht gefunden
worden. Dies zeigt sich schon allein dadurch, dass in der
einschlagigen Fachliteratur mittlerweile eine nahezu untber-
schaubare Zahl méglicher Biomaterialien flr die Transplan-
tation chondrogener Zellen beschrieben wurde.

Wie bereits erwahnt, wird neben verschiedenen Biomateria-
lien auch mit Zellen unterschiedlicher Herkunft fir das Tissue
Engineering von Knorpel gearbeitet. Insbesondere den adul-
ten mesenchymalen Stammzellen kommt hierbei zunehmend
Aufmerksamkeit zu. Zahlreichen Forschern ist es gelungen,
aus adulten mesenchymalen Vorlauferzellen Zellen mit chon-
drogenen Eigenschaften zu differenzieren "¢ (Abbildung 3).

Die Effizienz, d.h. die Ausbeute der existierenden Methoden
zur chondrocytéren Differenzierung von Stammzellen, ist aber
fur eine klinische Anwendung noch zu gering® 7", Dartber
hinaus ist der induzierte Phanotyp, zumindest in vitro, meist
nicht stabil und die Zellen neigen dazu, hypertroph und apop-
totisch zu werden. Ahnlich wie im Knorpel der Wachstums-
fugen nimmt dabei die Syntheseleistung von Kollagen-Typ-II
ab und die von Kollagen-Typ-l und -X zu®™. Des Weiteren
zeigen die in vitro zu chondrogenen Zellen differenzierten
Stammzellen haufig noch vergleichbare Genexpressions-
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Abbildung 3:

Stammzellen aus dem stromalen Knochenmark lassen sich in vitro unter
geeigneten Kulturbedingungen zu Zellen mit chondrogenen Eigenschaften
differenzieren. Haufig wird jedoch eine Differenzierungsprogression zu
hypertrophen Zellformen beobachtet, wie man sie im transient auftretenden
Knorpel der Wachstumsfugen findet. Auch hier sollen die Ergebnisse mit
Hilfe von Biomaterialien verbessert werden (Alcianblaufarbung einer
Subpopulation stromaler Knochenmarkzellen nach Induktion von Knorpel-
differenzierung in vitro).

muster, wie man sie in Chondrocyten findet, die aus arthroti-
schem Knorpel isoliert wurden. Die Methoden zur
Differenzierung phanotypisch gesunder Chondrocyten aus
Stammzellen unterschiedlicher Herkunft missen daher fir
die therapeutische Anwendung noch weiter verbessert wer-
den’. Auch auf diesem Gebiet soll der Einsatz von
Biomaterialien, zusammen mit anderen Stimuli, zur
Problemldsung beitragen ™.

2.1 Biomaterialien natiirlicher Herkunft
2.1.1 Kollagen-basierende Trager

Kollagen-basierende Biomaterialien tierischer Herkunft wer-
den schon seit vielen Jahren in unterschiedlichen
Anwendungsbereichen der Chirurgie sowohl fir experimen-
telle Fragestellungen als auch im klinischen Alltag (z.B.
Blutstillung, Duraersatz, kosmetische Chirurgie, etc.) verwen-
det. Kollagene gelten als sogenannte hochkonservierte
Proteine, d.h. sie besitzen zwischen verschiedenen Spezies
eine hohe Identitat. lhre durch enzymatischen Abbau entste-
henden Stoffwechselprodukte sind physiologisch und wirken
nicht toxisch. Im Vergleich zu anderen Biomaterialien, wie
z.B. Agarose oder Alginat, besitzen sie daher wesentlich bes-
sere Resorptionseigenschaften und in der Regel eine héhe-
re Biokompatibilitat ®.

-GAPDH H20 2D Alginat T1 T2

- GAPDH H20 2D Alginat T1 T2
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Interleukin-1 Induktion COL2A1 Repression

Abbildung 4:

Typische IL-1 Induktion humaner artikularer Chondrocyten in zwei unter-
schiedlichen kommerziell erhéltlichen kollagenen Matrices (T1 & T2) und
konsekutive Reduktion der Kollagen-Typ-II-Expression. Im Alginatgel deut-
lich weniger IL-1- und verbesserte Kollagen-Typ-ll-Expression. In der
Primérkultur (2D) von Chondrocyten desselben Spenders keine IL-1-
Expression nachweisbar.



Als Membranen werden sie schon seit geraumer Zeit zur
Defektabdeckung vor einer ACT verwendet, ohne dass bis-
her Gber aufféllige Immunreaktionen oder andere ernsthafte
Komplikationen berichtet wurde *.

Gille und Mitarbeiter fanden jedoch bis zu 40 % apoptotische
Chondrocyten, die sie auf einer Kollagen-Typ-I/lll-Membran
in vitro kultivierten”. Schuman et al. beschrieben erhebliche
Ergebnisunterschiede in der Kultivierung von Chondrocyten
in unterschiedlichen kollagenen Gelen ™.

Unsere eigenen experimentellen Erfahrungen mit kollagenen
Tragermaterialien haben gezeigt, dass sie Interleukin-1 % und
konsekutiv Kollagen-Typ-llI-Repression in humanen Chon-
drocyten induzieren kénnen (Abbildung 4). Allerdings fanden
wir diesbezlglich zwischen kollagenen Biomaterialien ver-
schiedener Hersteller erhebliche Unterschiede und innerhalb
eines Tragertyps auch chargenabhéngige Differenzen. Dies
deutet darauf hin, dass das Ausmaf3 dieses Effekts und
anderer Eigenschaften von der Rohstoffquelle des jeweils
verwendeten Kollagens und/oder der Art und Weise der
Materialprozessierung fiir die Herstellung des Tragers beein-
flusst wird (Abbildung 5). So wurden z.B. nach Verwendung
von Gelatine, die Uberwiegend aus denaturiertem Kollagen
besteht, signifikante Entziindungsreaktionen beschrieben®.

i AR

s

A :
A "

Abbildung 5:

In manchen kollagenen Rohstoffen zur Trégerherstellung oder auch in
bereits fertigen kollagenen Matrices unterschiedlicher Hersteller konnten wir
zelluldre Gewebsrlckstande oder auch gefaBahnliche Strukturen nachwei-
sen (A, B: Hematoxilin-Eosin-Farbung). Derartige Verunreinigungen sind
moglicherweise an den erheblichen Ergebnisunterschieden beteiligt, die wir
fir verschiedene kollagene Biomaterialien nach Besiedelung mit
Chondrocyten in vitro gefunden haben. Zur Trégerherstellung muss daher
ein validiertes Verfahren verwendet werden, das solche Verunreinigungen
ausschlieBt. Auch konnten rekombinant hergestellte Rohstoffe dieses
Problem in Zukunft noch besser I6sen.

Hieran sind mdglicherweise bestimmte Kollagenfragmente
beteiligt, fir die in unterschiedlichen experimentellen Arbeiten
nachgewiesen werden konnte, dass sie katabole Stoffwech-
selprozesse und den Entziindungsmediator Interleukin-1 in tie-
rischen und humanen Chondrocyten induzieren kénnen 272,

Auch konnten wir in manchen Chargen kollagener Gele nach
anfanglich guter Matrixsynthese eine fortschreitende
Hypertrophie der eingebetteten Chondrocyten feststellen
(Abbildung 6). Ob diese Beobachtung neben anderen noch
unbekannten Ursachen durch den beschriebenen Effekt der
Kollagenbruchstlicke verursacht wird, ist derzeit noch nicht
sicher, er kdnnte jedoch dazu beitragen.

Andererseits existieren Hinweise darauf, dass dieses in vitro
beobachtete Phdnomen in vivo nicht in gleicher Form auftritt,
da die Synovialflussigkeit physiologischerweise IL-1-
Rezeptorantagonisten und andere antiinflammatorisch wir-
kende Substanzen enthélt, die bei entziindlichen Ereignissen
vermehrt exprimiert werden ™. Daruiber hinaus ist flr die gute
Integration des Regenerats in seine Umgebungsstrukturen
eine gewisse Restaktivitdt matrixdegradierender Enzyme im
Transplantatlager mdéglicherweise von Vorteil ®#'. Trotzdem
sollte ein Uberwiegend entzindliches Remodeling des Zell-
Trager-Konstrukts auch in vivo unbedingt vermieden werden,
da das Resultat eines solchen Vorgangs meist die Entstehung
eines funktionell minderwertigen Narbengewebes ist®.

Neben Biomaterialien vom Kollagen-Typ-I wird derzeit auch
mit Kollagen-Typ-ll-basierten Matrices experimentiert 2.
Letzteres unter der Vorstellung, dass dieser Kollagentyp eher
der physiologischen Umgebung der Chondrocyten entspricht
und somit ihren spezifischen Stoffwechsel verbessert®.

Auch wurden die kollagenen Tréger schon mit anderen Matrix-
komponenten kombiniert. Die Substitution eines Kollagen-
schwamms mit 2 % Hyaluronsdure fUhrte in vitro zu einer
signifikanten Verbesserung knorpeltypischer Stoffwechsellei-
stungen eingeséater Chondrocyten. Bei einer Konzentration
von 10 % Hyaluronsdure waren die Matrixsynthese und
Matrixablage im Vergleich zum selben kollagenen Trager ohne
Hyaluronséureanteil jedoch wieder schlechter®. Ahnliche
Ergebnisse wurden fir die Ergénzung kollagener Matrices
mit Chondroitinsulfat beschrieben®. Der positive Effekt der
beiden physiologischen, nicht-kollagenen Matrixkomponenten
des Knorpels ist vermutlich durch ihre antagonistische Wirkung
auf proinflammatorisch wirkende Botenstoffe verursacht®-%.

Aufgrund ihrer ungeeigneten Struktur l&sst sich in den mei-
sten kommerziell erhéltlichen kollagenen Membranen und
Vliesen nur eine oberflachliche Zellbesiedelung erreichen. In
Kollagen-Lésungen hingegen kénnen Zellen suspendiert
werden. Durch anschlieBendes Gelieren der Kollagen-Zell-
Suspension kann eine homogen-dreidimensionale Zellvertei-
lung erzielt werden®.

Trotz ihrer guten Modellierbarkeit sind die Gele jedoch als Tra-
germaterial bei nicht erhaltenem Containment wenig geeignet.
Sie werden daher von manchen Arbeitsgruppen mittlerweile
mit synthetischen Polymeren zur Stabilisierung kombiniert®'.

Abbildung 6:
Humane artikulare Chondrocyten in einem Kollagen-Typ-I-Gel kultiviert (A, B: Hematoxilin-Eosin-Farbung; A‘, B: Safranin-O-Farbung). Nach anfanglicher
Bildung eines hyalinartigen Knorpelgewebes (A, A‘) beginnen die Chondrocyten zu hypertrophieren (B, B).



Abbildung 7:

Durch ein neues Verfahren lassen sich Kollagenschwamme mit séulenartig
angeordneter Wabenstruktur, definierter Porenverbindung und -gréBe her-
stellen (A: Durchlichtmikroskopie, B: rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme).

Zur Verbesserung der biochemischen, strukturellen und phy-
sikalischen Eigenschaften kollagener Schwamme wurden in
letzter Zeit neue Herstellungsverfahren entwickelt. Mit dieser
Technik lassen sich hochreine Kollagenschwdmme mit defi-
nierten Porenverbindungen und -gréBen herstellen (Abbil-
dung 7), wodurch auch in diesem Tragertyp eine homogen-
dreidimensionale Zellverteilung méglich wurde. Auch lasst
sich die Resorptionszeit der Schwamme durch den Grad der
Quervernetzungen ihrer Kollagenfasern variieren®. Die
Oberflache der porésen Schwamme kann auf einer Seite
durch entsprechende Modifikationen verschlossen werden.
Dadurch entsteht ein Invasionsschutz gegen unspezifische
Zellen und eine Diffusionsbarriere fir hochmolekulare Sub-

stanzen, um die de novo synthetisierten Matrixkomponenten
der transplantierten Zellen im Tréger- bzw. Defektareal
zurlickzuhalten.

Dieses Tragermaterial kann aufgrund seiner Eigenschaften
auch fir eine tragergekoppelte ACT ohne erhaltenes
Containment verwendet werden, da hier im Gegensatz zu
den Gelen ein speziell fir diesen Zweck entwickeltes resor-
bierbares Ankersystem zur transosséren Tragerfixierung
nicht ausreif3t.

Weiterhin kann zur Verbesserung der chondrocytaren
Stoffwechselleistungen eine der oben beschriebenen nicht-
kollagenen Matrixkomponeten in pharmazeutischer Qualitat,
definierter Konzentration und MolekilgréBe in das Herstel-
lungsverfahren eines Chondrocyten-Trager-Konstrukts inte-
griert werden.

Abbildung 8:
Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme einer Kollagenmem-
bran (A: Querschnitt, B: Glatte
Seite, C: Aufgeraute, pordse
Seite). Nach Besiedelung der
porésen Seite mit humanen
Chondrocyten beginnen die
Zellen in vitro mit der Synthese
und Ablage extrazellularer Matrix
zwischen den Kollagenfasern
der Membran (D: Safranin-O-
Farbung).
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Unter Einhaltung der von der Arbeitsgemeinschaft — ACT und
Tissue Engineering — der DGU* und DGOOC* empfohlenen
zell- und molekularbiologischen Qualitdtsparameter fiir die
ACT * konnten wir mit diesem Verfahren, sowohl fir geeig-
nete kollagene Schwadmme (Abbildung 7) als auch far
Membranen (Abbildung 8) zeigen, dass sie in Verbindung mit
humanen Chondrocyten die Regeneration eines qualitativ
hochwertigen hyalinartigen Knorpels in vivo ermdglichen
(Abbildung 9).

* DGU Deutsche Gesellschaft fir Unfallchirurgie

DGOOC = Deutsche Gesellschaft fir Orthopéadie und
Orthopadische Chirurgie

Abbildung 9:
Nach Besiedelung geeigneter Kollagenmembranen (A, A‘) und unseres neuartigen Kollagenschwamms (B) mit humanen Chondrocyten Bildung eines hyalinar-
tigen Knorpels nach Implantation in die SCID-Maus (A, B: Safranin-O-Férbung, A‘, B‘: Hematoxilin-Eosin-Farbung). A Residuen der Kollagenmembran. In der
Kontrollgruppe (B‘) ohne Besiedelung mit Chondrocyten war keine Knorpelbildung nachweisbar.
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Unsere Untersuchungen haben in diesem Zusammenhang
jedoch auch gezeigt, dass aufgrund der weiter oben be-
schriebenen erheblichen qualitativen Unterschiede der kolla-
genen Biomaterialien jede Tragercharge vor ihrer klinischen
Verwendung einer validierten zell- und molekularbiologi-
schen Eignungsprifung unterzogen werden sollte. Gleiches
gilt fir Zusatze wie Chondroitinsulfat oder Hyaluronsaure.

2.1.2 Hyaluronsaurematrices

Hyaluronsdure kann als physiologische Komponente der
Knorpelgrundsubstanz Makromolekile mit extremer Lénge
und hohem Molekulargewicht ausbilden. In unmodifizierter
Form besitzt sie eine hohe Biokompatibilitdt®. Dariber hin-
aus werden ihr antiphlogistische Eigenschaften zugeschrie-
ben® . Theoretisch stellt sie daher eine ausgezeichnete Aus-
gangssubstanz fir die Herstellung eines Tragermaterials dar.

Um aus nicht-modifizierter Hyaluronsdure jedoch ein
Biomaterial mit geeigneten strukturellen und physikalischen
Eigenschaften fur die Transplantation chondrogener Zellen
herstellen zu kénnen, missen ihre Molekulketten querver-
netzt werden %,

Abbildung 10:
Chondrocyten besitzen im Alginatgel (A, B) eine runde Zellmorphologie, wie man sie dhnlich auch im gesunden Gelenkknorpel findet. Nach kurzer Inkubations-
zeit beginnen die Zellen mit der Synthese und Ablage von extrazellulérer Matrix (B, C), die die typischen Merkmale der hyalinen Knorpelgrundsubstanz aufweist
(A: Nativaufnahme, B: Alcianblaufarbung, C: Nachweis von Kollagen-Typ-Il mit einem fluoreszenzmarkierten, spezifischen Antikdrper, rot: Kollagen-Typ-Il, blau:
Zellkern). In einer semiautologen Fibrinmatrix (D) Gberwiegend spindelférmige Morphologie humaner Knorpelzellen. Nach 12 Tagen Kultivierungszeit in vitro, so
gut wie keine Infiltration der Chondrocyten aus der zellbeladenen (3) in die zellfreie Phase () der Matrix (D: Calceinfarbung).

Dies geschieht z.B. durch Veresterung mit verschiedenen
Alkoholen, was wiederum — je nach AusmalB3 — zu einer
erheblichen Verschlechterung der Biokompatibilitat fuhrt %.
Es konnte aber auch gezeigt werden, dass Progenitorzellen,
die mit einem modifizierten Hyaluronat inkubiert wurden, den
Hyaluron-Rezeptor-CD44 auf ihrer Oberflache exprimieren™.
Auch andere Arbeitsgruppen konnten tierexperimentell gin-
stige Einflisse der hochmolekularen Hyaluronate bei der
Differenzierung von Knochenmarkstammzellen zu chondro-
genen Zellen nachweisen *.

Obwohl! fir die veresterten Hyaluronsdurematrices als
Tragermaterial fur eine ACT — sowohl tierexperimentell, als
auch in der Anwendung beim Menschen — die Regeneration
eines hyalinartigen Knorpels beschrieben wurde %%, kénnen
inre Abbauprodukte unter bestimmten Bedingungen zu
Unvertraglichkeitsreaktionen und Chondrolysen fiihren ®. Da-
ruber hinaus ist die geringe Priméarstabilitét dieses Matrixtyps
nicht dazu geeignet, gréBere Knorpelschaden oder Defekte
ohne erhaltenes Containment zu versorgen.

Fur die Optimierung der Hyaluronsaure-basierten Matrices
muissen daher verbesserte Methoden der chemischen
Modifikation entwickelt werden, um ihre Funktionalitadt und
Biokompatibilitat fir die klinische Anwendung weiter zu ver-
bessern®®.
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2.1.3 Alginat und Agarose

Bei Alginat handelt es sich um ein lineares Copolymer aus b-
D-Mannuronséure und a-L-Guluronsaure, das aus Braun-
algen gewonnen wird. Durch den Zusatz von Kalzium bzw.
Kalziumchelatoren (EDTA, Na-Zitrat) kann dieser Werkstoff
geliert oder wieder verflissigt werden. Dadurch ist zum einen
eine homogene Zellverteilung im entstandenen Gel mdglich,
und zum anderen kénnen die Zellen durch Zentrifugation
relativ einfach aus dem aufgeldsten Alginat fur zell- und
molekularbiologische Analysen wiedergewonnen werden .

Ahnlich wie in Agarose bilden Chondrocyten im Alginatgel
ihre in vivo typische sphérische Zellmorphologie aus
(Abbildung 10). Fur beide Biomaterialien konnte eine
Phanotyp-stabilisierende Wirkung auf chondrogene Zellen
unterschiedlicher Herkunft nachgewiesen werden®-'®, was
wahrscheinlich durch ihre strukturelle Ahnlichkeit (speziell
Ladungsdichte) mit knorpeltypischen Proteoglykanen zu
erklaren ist. Darlber hinaus Uben beide Substanzen eine
redifferenzierende Wirkung auf zuvor dedifferenzierte
Chondrocyten aus "%,

Humane Knorpelzellen adulter Spender synthetisieren im
Alginat eine extrazellulare Matrix (Abbildung 10), die der
Zusammensetzung der nativen Knorpelmatrix sehr nahe
kommt . Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften wer-
den Agarose und insbesondere Alginat in vitro oft als
Biomaterialien fur die Erforschung regulativer Signalmecha-
nismen der Chondrogenese oder auch der Arthroseentstehung
verwendet.

Auch versuchen manche Arbeitsgruppen mit Hilfe des
Alginats tragerfreie Zell-Matrix-Konstrukte herzustellen,
indem sie die Knorpelzellen im Alginat eine extrazellulare
Matrix aufbauen lassen, um anschlieBend das Alginat durch
Kalziumentzug wieder zu entfernen'. Ob dieser prinzipiell
sehr elegante Losungsansatz letztlich zu einem Kklinisch
anwendbaren Transplantat fuhrt, muss in weiteren Versu-
chen gezeigt werden. Trotz ihrer ausgezeichneten In-vitro-
Eigenschaften sind die Ergebnisse von Alginat und Agarose
als Biomaterial fUr die biologische Knorpelrekonstruktion in
vivo bisher enttduschend. Beide Substanzen besitzen wenig
geeignete Resorptionseigenschaften und haben in Tierexpe-
rimenten zur biologischen Rekonstruktion artikulrer Knorpel-
schaden erhebliche Immun- und Fremdkoérperreaktionen
verursacht?®. Alginat und Agarose wurden daher noch nie als
Tragermaterial fur die Transplantation chondrogener Zellen
beim Menschen verwendet.



2.1.4 Fibrin

Fibrinogen und seine polymerisierte Form, Fibrin, stellen
natlrliche Komponenten des Blutes und des extravaskularen
Raums dar. Es besitzt eine wichtige Funktion bei der
Wundheilung %, die auch bei Knorpelschdden mit
Eréffnung der subchondralen Knochenplatte von Bedeutung
ist'="* und bei den knochenmarkstimulierenden Verfahren
in Form des ,Super-Clots” therapeutisch genutzt wird ™.
Polymerisiertes Fibrin bildet dabei eine dreidimensionale
Matrix, die Einblutungen samt ihrer zelluldren Bestandteile im
Defektareal halt und in Verbindung mit thrombozytaren
Mediatoren und Wachstumsfaktoren aus dem subchondralen
Knochen ™2 einen induktiven Reiz auf mesenchymale
Zellpopulationen ausubt. Fibrin selbst besitzt eine geringe
intrinsische und mechanische Stabilitat, kann proinflammato-
rische Wirkung entfalten und als exogene Aufbereitung
Immunreaktionen verursachen. Es induziert die eigene
Resorption  Uber  zelluldare  Mechanismen. Seine
Abbauprodukte sind physiologisch und wirken in der Regel
nicht zytotoxisch .

Im Rahmen einer konventionellen ACT wird exogenes Fibrin
als Fibrinkleber zur Abdichtung des Periostlappens oder
auch zur Blutstillung der préparierten Defektkammer verwen-
det®. Fibrinderivate unterschiedlicher Zusammensetzung
wurden auch schon als Tragermaterial fir chondrogene
Zellen"*"* oder als zellfreie Biomatrix in Verbindung mit
Wachstumsfaktoren fur die Regeneration von osteochondra-
len Defekten im Tierversuch verwendet ''¢. Nicht modifizierter,
kommerziell erhéltlicher Fibrinkleber hat sich dabei als wenig
geeignet erwiesen *"®,

Des Weiteren wird Fibrin zur Adhé&sionsverbesserung von Zel-
len bei der Beschichtung von Biomaterialien oder zur Verbin-
dung von kombinierten Biomatrix-Konstrukten eingesetzt ™.

Auch werden tragergekoppelte Chondrocytentransplantate
h&ufig mit Hilfe von Fibrinkleber im Defektareal fixiert® .

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass plane
Knorpelscheiben mit Fibrinkleber allein nicht stabil verbun-
den werden konnen'” und dass der Kontakt von
Chondrocyten zu Fibrin auch zum Knorpelabbau flihren
kann ',

Ferner ist aufgrund der unphysiologischen Konzentration und
der hohen Proteindichte der Fibrinkleber die Invasion von
Zellen in seine Strukturen erschwert (Abbildung 10D). In
eigenen tierexperimentellen Untersuchungen konnten wir
eine hemmende Wirkung von Fibrinkleber auf die
Knorpelbildung feststellen (Abbildung 11). Die Verwendung

von Fibrinkleber zur Fixierung zellaugmentierter Biomateri-
alien in vivo ist daher nicht ohne Risiko .

2.1.5 Chitosan

Chitosan ist das auf der Erde am zweithaufigsten vorkom-
mende Polymer naturlicher Herkunft und wird aus Chitin
gewonnen, einem Stoff, der in den AuBenskeletten von
Schalentieren, wie Krebsen und Krabben, enthalten ist %12,
Das Copolymer besteht aus Glucosamin und N-Acetylgluco-
samin, das mit polyanionischem Chondrotinsulfat zu einem
Hydrogel quervernetzt werden kann ™", Chitosan gilt als
biokompatibel mit ausgezeichneten Degradationseigen-
schaften in vivo '®'2*, Besonders seinen Hydrolyseprodukten
werden antimikrobielle Eigenschaften zugeschrieben 2%, In
verschiedenen In-vitro-Experimenten konnten gunstige
Einflisse von Chitosan auf den Stoffwechsel von osteo- und
chondrogenen Zellen unterschiedlicher Herkunft nachgewie-
sen werden ®°-'®"2¢ Darliber hinaus kann es auch als
Tréagermaterial fir Wachstumsfaktoren verwendet werden '#’.

Umfangreichere tierexperimentelle Daten mit Chitosan als
Matrix fir die Transplantation chondrogener Zellen liegen
derzeit noch nicht vor. Es existieren jedoch bereits positive
Erfahrungen mit dem Biopolymer zur postoperativen
Adhésionsprophylaxe in der Chirurgie . Die Summe der
beschriebenen Eigenschaften macht Chitosan zu einem
interessanten Werkstoff, der zuklnftig sicherlich fir das
Tissue Engineering von Knorpel weitere Beachtung finden
wird. Dies gilt insbesondere auch in Kombination mit anderen
Biomaterialien, wie z.B. Gelatine ™ oder synthetischen
Polymeren 131,

2.2 Synthetisch hergestellte Biomaterialien
2.2.1 PLA/PGA-Polymere

Die in der Vergangenheit als Einzelsubstanz oder in
Kombination wohl am h&ufigsten benutzten Vertreter der syn-
thetischen Polymere flr das Tissue Engineering von Knorpel
sind Verbindungen auf Basis der Milch- (polylactic acid, PLA)
oder Glykolséure (polyglycolic acid, PGA) ™. lhr wesentlicher
Vorteil ist neben der nicht tierischen Herkunft der
Rohmaterialien die héhere Priméarstabilitat, die sich durch die
Wahl der monomeren Untereinheiten des Polymers, den Grad
der Quervernetzung, die Faserstarke und Faserverknlpfung
variieren lasst®'®. Im Vergleich zu den bereits aufgefiihrten
Biomaterialien besitzen sie daher deutlich bessere biome-
chanische Eigenschaften. Durch entsprechende Modifikatio-
nen lassen sich aus den Polymeren fibrillaire Maschen-
geruste oder auch schwammartige Strukturen herstellen .

Abbildung 11:
Humane artikulare Chondrocyten wurden auf eine Kollagenmembran ausgesét und mit Fibrinkleber berschichtet. Die Membran wurde mit der zellbeladenen
Seite nach innen gefaltet und anschlieBend in die immundefiziente Maus implantiert. Im Bereich des Fibrinklebers (A) konnte nach 8 Wochen Standzeit des
Implantats in der SCID-Maus keine Knorpelbildung beobachtet werden (A, A‘). In der Kontrolle ohne Fibrinkleber (B, B) auch im Zentrum des Zell-Trager-
Konstrukts Bildung von Knorpelgewebe (A, B: Hematoxilin-Eosin-Farbung; A*, B: Safranin-O-Farbung).
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Neben der Bedeutung fiir die biomechanischen Eigenschaf-
ten ist ihre Zusammensetzung und Materialarchitektur auch
von zellbiologischer Relevanz'®. Nach Besiedelung mit

AT

Abbildung 12:

Fibroblasten- (3 A, A‘) und chondrocytentypische (
Faserdurchmesser (A, B: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme; A‘, B*: Hematoxilin-Eosin-Farbung). Unsere vorlaufigen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Tragerarchitektur wesentlich zur Ausbildung des chondrogenen Phanotyps beitragt.

Knorpelzellen wurden in den von uns untersuchten Tréager-
materialien aus PLDLA sowohl chondrocytentypische als
auch fibroblastenahnliche Zellformationen gefunden (Abbil-
dung 12). Wir prifen im Moment, ob der Erhalt des chondro-
genen Phéanotyps durch Optimierung der Tragergeometrie
glnstig beeinflusst werden kann.

Abgesehen von der relativ raschen Dedifferenzierung von
Chondrocyten und der geringen Zelladh&sion auf den Fasern
dieser Polymere, tritt zudem in vitro ein erheblicher
Diffusionsverlust von de novo synthetisierten Matrix-
molekilen in das Kulturmedium ein ***. Zur Verbesserung der
Ergebnisse werden Tragermaterialien aus PLA/PGA mittler-
weile daher haufig mit anderen Biomaterialien (wie z.B.
Fibrinkleber, Chitosan, Kollagen, Alginat, etc.) kombi-
niert91,130,131,135‘

Die unterschiedlichen chemischen und geometrischen
Varianten der beiden Polymere wurden in den letzten Jahren
in einer Vielzahl von Studien mit Knorpelzellen **'*  Periost-
5713 oder mesenchymalen Stammzellen '* besiedelt, um mit
verschiedenen Zelldichten, Kulturbedingungen (z.B. stati-
sche Kultursysteme, Perfusionsreaktoren), Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren, mechanischen Einflissen und
anderen Stimuli ein bioartifizielles Knorpelkonstrukt in vitro
aufzubauen 141,

Trotz zum Teil beeindruckender Resultate konnte ihre Uber-
legenheit als Tragermaterial fur die Transplantation chondro-
gener Zellen im Vergleich zu anderen Biomaterialien im In-
vivo-Versuch jedoch noch nicht gezeigt werden. In einer ver-
gleichenden tierexperimentellen Studie zu unterschiedlichen
Matrices fir die Chondrocytentransplantation waren die
histologischen Ergebnisse mit zwei verschiedenen Poly-
mervliesen (ein Vlies aus PLLA sowie ein Kompositmaterial
aus Polyglactin und Polydioxanon) sogar schlechter als mit
lyophilisierter Dura .

Ferner ist zu berlcksichtigen, dass bei der Resorption von
PGA/PLA saure Valenzen entstehen, die zu einer
Erniedrigung des lokalen pH-Werts fiihren® 7. Dartber hin-
aus koénnen Ihre Degradationsprodukte zytotoxisch wirken .
Im Tierversuch wurden inflammatorische Prozesse mit
Fremdkorperreaktionen beobachtet *>'*, Beide Polymerfor-
men gelten daher als Materialien mit tendenziell geringer
Biokompatibilitdt und unbefriedigenden gewebsintegrativen
Eigenschaften, weshalb manche Autoren die momentan
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verfligbaren PGA/PLA-Polymere als Tragermaterial fir die
biologische Knorpelrekonstruktion beim Menschen nicht
empfehlen 3.

B, BY) Zellmorphologie von artikuldren Knorpelzellen kultiviert in PLDLA-Tragern mit unterschiedlichem

2.2.2 Weitere synthetische Materialien

Fur die biologische Knorpelrekonstruktion wurde auch schon
mit anderen synthetischen Materialien, wie Polyurethan ™,
polybutyrischen Sauren " Polyethylenterephtalat
(Dacron) "= Polytetrafluorethylen (Teflon) ¢ und
Karbonfasern *® experimentiert. Letztere finden bereits seit
mehreren Jahren Anwendung in der Gelenkchirurgie ',
Aufgrund der bisher meist enttduschenden Ergebnisse aus
Tierversuchen und der im Vergleich zu anderen Materialien
eher als gering einzuschéatzenden Biokompatibilitdt oder
Degradierbarkeit in vivo haben sie jedoch erst von wenigen
Arbeitsgruppen Beachtung fir das Tissue Engineering von
Gelenkknorpel gefunden®.

Ein wesentlicher Vorteil bestimmter synthetischer
Verbindungen ist ihre Fahigkeit, unterschiedliche Strukturen
auszubilden. So lassen sich z.B. aus Derivaten des
Polybutylenterephtalats flissige Formen, Microspheren,
fibrillare Maschennetzwerke oder schwammartige Strukturen
mit variabler Porositat und Oberflachenstruktur herstellen ™'~
2 Fir diese potentiellen Biomaterialien existieren noch
wenige In-vivo Daten, von denen manche allerdings vielver-
sprechend aussehen ™.

Neben den bereits aufgezéhlten Materialien befindet sich
derzeit eine Reihe weiterer synthetischer Matrices in
Entwicklung. Hierzu gehéren auch verschiedene
Hydrogele **-'*®, die zumindest in vitro den chondrogenen
Phanotyp der Zellen, die knorpeltypische Matrixsynthese mit
prominenter Kollagen-Typ-lI-Produktion und eine dreidimen-
sionale Struktur des besiedelten Hydrogels erhalten kénnen.
Komposite aus Peptid-Hydrogelen und Chondrocyten ent-
wickeln bei geeigneter Mischung histologische Strukturen,
die dem hyalinen Knorpel recht nahe kommen ",

In ersten tierexperimentellen Versuchen konnten vielverspre-
chende Ergebnisse erzielt werden ™. Aber auch fur diese
Materialien wurde teilweise eine noch nicht zufriedenstellen-
de Biokompatibilitdt beschrieben, weshalb sie weiterer
Optimierung bedurfen?.

2.2.3 Keramische Biomaterialien und biphasische
Matrixkonstrukte

Aus biogenen oder synthetisch gewonnenen mineralischen

Werkstoffen, wie Hydroxylapatit oder Trikalziumphosphat,
lassen sich Trager mit unterschiedlicher Dichte und Porositat



herstellen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden,
dass Chondrocyten auf diesen Keramiken wachsen und sie
teilweise auch abbauen kénnen'-"%,

Um ein biphasisches Tragermaterial herzustellen, wurden die
mineralischen Trager auch schon mit anderen Biomaterialien
kombiniert. So wurden z.B. flr eine tierexperimentelle Studie
Chondrocyten in Fibrinkleber auf Hydroxylapatit geladen und
in osteochondrale Defekte der Ziege implantiert. Die
Ergebnisse waren enttduschend. Nach einem Jahr fand sich
fibrotisches Narbengewebe, bei schlechtem kndchernen
Remodeling und insuffizienter Regeneratstabilitdt. Nach
Ansicht der Autoren der Studie sind die schlechten
Ergebnisse vor allem durch die unzureichende Fixierbarkeit
der Hydroxylapatit-Implantate im Defektlager begriindet *“.

Andererseits kénnten Tragermaterialien, bei denen unphy-
siologische Konzentrationen an Kalzium oder Phosphat frei-
gesetzt werden, fir die biologische Rekonstruktion von
Knorpelschaden grundséatzlich wenig geeignet sein.

Hohe extrazelluldre Kalziumkonzentrationen kénnen zumin-
dest in vitro einen hypertrophen Phénotyp induzieren '® und
insbesondere in Verbindung mit Phosphat Apoptose in
Knorpelzellen auslésen ™', ein Mechanismus des zellul&-
ren Suizids, der mdglicherweise auch bei der Progression
einer Osteoarthrose wéahrend der Kalzifizierung der
Knorpelmatrix in vivo von Bedeutung ist ®®.

Neben den beschriebenen Keramiken wird auch mit Hilfe
anderer Biomaterialien versucht, biphasische Zelltrager her-
zustellen %17,

Derartige Konstrukte kénnen auf einer Seite mit osteo- und
auf der anderen Seite mit chondrogenen Zellen besiedelt und
in einem Bioreaktor mit einem flir den Zelltyp optimierten
Medium inkubiert werden. Durch konstante oder variable
Druckapplikation kann die Reifung der Knochen- und
Knorpelphase glinstig beeinflusst werden.

Hierdurch erhofft man, dass bereits bei der Implantation eine
hoéhere Stabilitdt des in vitro generierten Knorpels erreicht
wird und dass mit einem solchen Transplantat auch gréBere
osteochondrale Defekte in Zukunft biologisch rekonstruiert
werden kénnen®7. Auch wird derzeit versucht, in den osteo-
genen Anteil kapillare Tragerstrukturen, angiogene Faktoren
und/oder gefaBahnliche Formationen aus Endothelzellen zu
integrieren, um in vivo die Versorgung des Implantats zu ver-
bessern bzw. den GefaBanschluss zu beschleunigen © "7,
Das operative Behandlungsprinzip der vitalisierten biphasi-
schen Konstrukte entspricht dabei weitgehend der
Osteochondral-Transplantation .

3. Zusammenfassung

Nachdem sich die Wachstumsfugen geschlossen haben,
lasst sich mit zunehmender Gré3e klinisch symptomatischer
Knorpelschaden des Kniegelenks, z.B. in Folge eines
Traumas oder einer Osteochondrosis dissecans, ein erhdh-
tes Arthroserisiko im Spontanverlauf beobachten. Um der
schicksalhaften Entstehung einer altersvorauseilenden
Arthrose vorzubeugen, sollten solche Knorpelschaden még-
lichst frihzeitig biologisch rekonstruiert werden. Erste
Langzeitresultate und die 2- bis 5-Jahresergebnisse pro-
spektiv randomisierter Studien deuten darauf hin, dass die
autologe Chondrocytentransplantation vor allem bei gréBe-
ren Knorpelsch&den anderen Verfahren mit biologisch rekon-
struktiver Zielsetzung signifikant Gberlegen ist.

Ein genereller Nachteil der konventionellen ACT ist jedoch
die zeitaufwéndige Aufnaht des Periostlappens uber den
zuvor praparierten Knorpeldefekt mit der Gefahr der frihzei-
tigen Periostabscherung.

DarUber hinaus ist die fur die Aufnaht erforderliche, oft lang-
streckige Arthrotomie mit erheblichen postoperativen
Beschwerden verbunden.

Zur Loésung dieses Problems werden momentan unter-
schiedliche Biomaterialien natlrlicher oder synthetischer
Herkunft in vitro und in vivo untersucht, um durch eine tra-
gergekoppelte Form eine minimalinvasive Chondrocyten-
transplantation zu ermdglichen. Die derzeit bekannten syn-
thetischen Tragermaterialien besitzen hierfiir entweder eine
unzureichende Biokompatibilitdt oder kénnen das Differen-
zierungsniveau chondrogener Zellen nicht ausreichend stabi-
lisieren. Ein chondrocytentypischer Phénotyp hat sich im
Tierversuch flr eine biologisch hochwertige Knorpelrekon-
struktion jedoch als besonders wichtig erwiesen. Veresterte
Hyaluronsdurematrices kénnen, wie Alginat und Agarose,
den Phéanotyp chondrogener Zellen positiv beeinflussen, sind
andererseits aufgrund ihrer biomechanischen Eigenschaften
aber wenig flr eine Knorpelrekonstruktion ohne erhaltenes
Containment geeignet. Letzteres gilt auch fur Matrices aus
Fibrin oder fir kollagene Gele. Trotz guter Ergebnisse in vitro
werden Alginat und Agarose wegen ihrer schlechten
Degradierbarkeit in vivo und ihrer geringen Biokompatibilitat
im Moment noch nicht als Tragermaterial fir eine Chondro-
cytentransplantation beim Menschen empfohlen. Methoden
zur Verbesserung der Vertraglichkeit von Alginat werden der-
zeit entwickelt. Chitosan-basierte Biomaterialien besitzen
eine Reihe interessanter Eigenschaften, missen sich im
Tierversuch fir die Transplantation chondrogener Zellen aber
erst noch bewahren. Mit keramischen Werkstoffen aus
Hydroxylapatit oder Trikalziumphosphat kénnen biphasische
Zell-Trager-Konstrukte hergestellt werden. Die Ergebnisse
einer tierexperimentellen Studie zur biologischen Rekonstruk-
tion osteochondraler Defekte mit Hilfe eines Kompositegrafts
aus Fibrin, Chondrocyten und Hydroxylapatit waren jedoch
enttiuschend.

Unsere eigene Arbeitsgruppe arbeitet mit einem neuartigen
Kollagenschwamm, der eine interkonektierende Porenstruk-
tur mit optimierter Porengré3e besitzt. Durch den Zusatz wei-
terer physiologischer Matrixkomponenten in definierter
Qualitdt und Konzentration kann der Phénotyp eingeséater
Chondrocyten im Kollagenschwamm positiv beeinflusst wer-
den. Mit diesem Tragermaterial konnten wir — unter
Verwendung von humanen artikularen Chondrocyten mit
erhaltenem Expressionsprofil fur knorpelrelevante Marker-
gene — die Regeneration eines qualitativ hochwertigen, hya-
linartigen Knorpels im Tierversuch nachweisen.

Nach Abschluss und Auswertung einer laufenden tierexperi-
mentellen Studie zur weiteren Verfahrensoptimierung werden
wir im Herbst diesen Jahres fir die von den Fachgesell-
schaften fir die ACT empfohlenen Indikationen mit einer kli-
nischen Multicenterstudie beginnen. Mit Hilfe dieses neuarti-
gen Verfahrens ist es sogar mdglich, auch Knorpeldefekte
ohne erhaltenes Containment minimalinvasiv mit einer ACT
zu versorgen. Aufgrund unserer bisherigen Ergebnisse und
Erfahrungen mit der konventionellen ACT und unterschied-
lichen Biomaterialien muss jedoch auch in Zukunft jedes
patientenindividuell hergestellte Zelltransplantat und jede
Trégercharge vor der klinischen Anwendung einer validierten
Qualitatsprufung unterzogen werden.
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4. Ausblick

Trotz erheblicher Entwicklungsfortschritte erflllen die mo-
mentan zur Verfigung stehenden Matrices zur biologischen
Rekonstruktion artikularer Knorpelschaden noch nicht alle an
sie gestellten Anforderungen. Dies gilt insbesondere fir ihre
Verwendung als Tragermaterial fUr die Transplantation chon-
drogener Zellen zur Behandlung degenerativer Knorpelsché-
den bzw. komplexer osteochondraler Defekte ©.

Um die begrenzten Eigenschaften einzelner Biomaterialien
zu kompensieren, werden derzeit bestehende Materialien
chemisch modifiziert, neue entwickelt und unterschiedliche
Biomaterialien miteinander kombiniert ">, Dadurch kénnen
gewlinschte Materialeigenschaften hervorgehoben und uner-
wlinschte minimiert werden?®.

Neben der Beschaffenheit der extrazellularen Matrix %, dem
Sauerstoffpartialdruck '¢, einiger Elektrolyte '®-'%'7  geneti-
schen &' altersabhangigen '™-"®  biomechanischen '#-'%
und weiteren Aspekten *'® beeinflussen auch eine Reihe
verschiedener Wachstumsfaktoren den Stoffwechsel und das
Regenerationsvermdgen potentiell chondrogener Zellen '~

Manche dieser Faktoren stimulieren die Proliferation der
Zellen, andere den chondrogenen Phé&notyp und die
Synthese knorpeltypischer Matrixkomponenten mit deren
extrazellularer Anreicherung '°-'",

Dariber hinaus kénnen bestimmte Mediatoren die destrukti-
ve Wirkung proinflammatorisch wirkender Botenstoffe wir-
kungsvoll antagonisieren -2 die in vivo bei der Entstehung
und Progredienz degenerativer Knorpelschaden eine zentra-
le Rolle spielen 119,

Ferner kann auch der gezielte Einsatz antiangiogener
Substanzen von Vorteil sein®*, um in vivo die Verknécherung
eines in vitro hergestellten chondrogenen Implantats zu ver-
hindern (functional barrier principle).

Durch die zuséatzliche Anwendung derartiger Wirk- und
Botenstoffe, eventuell in Kombination mit mesenchymalen
Stammzellen 2>2¢ und gentechnischen Verfahren2-2" sowie
verbesserten Zellkulturmethoden *2'223 st es denkbar, dass
bestehende Limitationen Gberwunden und kinftig auch Knor-
pelschaden in einem priméar kritischen Gelenkmilieu und bei
alteren Patienten biologisch rekonstruiert werden kénnen 242,

Wie bereits angedeutet, entfalten manche der differenzie-
rungsférdernden Faktoren ihre optimale Wirkung jedoch erst
in Zusammenhang mit geeigneten Bindungsproteinen und
extrazellularen Matrixmolekilen™2'"-2"*, Andererseits kdnnen
solche Mediatoren durch unkontrollierte Aktivitat uner-
winschte Nebeneffekte??, wie z.B. die Entstehung von
Osteophyten, im Gelenk induzieren '*##'. Auch hier muss das
verwendete Tragermaterial regulierend eingreifen, um die
Wirkung der Faktoren durch Bindung und rdumlich sowie
zeitlich limitierte Bioverflgbarkeit auf das unmittelbare
Umfeld des zu rekonstruierenden Knorpelschadens zu
begrenzen. Biomaterialien, die eine derart kontrollierte
Wirkstofffreisetzung ermdglichen sollen, befinden sich in
Entwicklung #2225,

Unsere eigene Arbeitsgruppe arbeitet fir die Optimierung
von Biomaterialien mit einem neuartigen Analyseverfahren,
das vom Verbundpartner NMI entwickelt wurde, dem soge-
nannten Multiple Substrate Array (MSA™). Mit dieser
Methode kann eine Vielzahl von natirlichen und/oder syn-
thetischen Biomaterialien, deren chemische Modifikationen
und Mischungsverhaltnisse, Wachstumsfaktoren und Drug-

Release-Systeme oder auch gentechnische Verfahren hin-
sichtlich ihrer Wirkung auf den Stoffwechsel unterschied-
licher Zellsysteme untersucht werden.

Die Auswertung der Versuche erfolgt automatisiert unter
Nutzung moderner Bildverarbeitungsprogramme innerhalb
klrzester Zeit (Abbildung 13).

Abbildung 13:

Bestimmung der Gesamtzellzahl (A) und des Anteils proliferierender Zellen
(A’) auf dem Substratspot eines Zellchips. Immunhistologischer Nachweis
der Kollagen-Typ-ll-Ablage von Chondrocyten in unterschiedlichen
Substratspots nach 4 (B) und 48 Stunden (Bf) Zellinkubation
(Primarantikorper anti Kollagen-Typ-Il, Sekundéarantikérper Cy-3 markiert,
verursacht griine Fluoreszenz). Die Ergebnisauswertung erfolgt durch auto-
matisierte Intensitdtsmessung des Fluoreszenzsignals.

Die Ergebnisse der Analysen werden dann dazu verwendet,
hochfunktionelle Biomaterialien fir das Tissue Engineering
verschiedener Gewebe, so auch von Knorpel und Knochen,
zu entwickeln.

Da diese Tragermaterialien durch Einsatz unterschiedlicher
Technologien, Methoden und Faktoren sogar auf
Milieuverdnderungen und entwicklungsabhéngige Bedurfnis-
se des gewiinschten Zell- bzw. Gewebetyps in vivo eingehen
kénnen, werden sie neuerdings auch als intelligente
Biomaterialien oder ,Smart-Biomaterials“ bezeichnet 22¢-22°,

Mit Hilfe dieser neuen Generation von Biomaterialien soll es
in Zukunft mdglich werden, auch fortgeschrittene Knorpel-
schéden biologisch zu rekonstruieren. Sollte dies gelingen,
wird von vielen Fachleuten ein Paradigmenwechsel in der ope-
rativen Behandlung degenerativer Knorpelschaden erwartet.
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