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Einleitung

Eine der groflen Herausforderungen zu Beginn
des neuen Jahrhunderts ist die erfolgreiche Be-
handlung von Gelenkknorpeldefekten. Die bio-
logische Rekonstruktion pathologisch verinder-
ter Gelenkknorpelflichen mit Hilfe von Knor-
peltransplantaten kénnte schliellich sogar eine
Alternative zum endoprothetischen Gelenkersatz
darstellen [8]. Grundlegendes Prinzip der ver-
schiedenen Strategien, welche dieses Ziel verfol-
gen, ist die Integration vitaler Zellen in den
Knorpeldefekt, um die originire Gewebetextur
und seine funktionellen Eigenschaften anni-
hernd wiederherzustellen.

In einem ersten Schritt erfolgt die Vervielfa-
chung der in begrenzter Zahl verfiigbaren Zel-
len und die nachfolgende phinotypische Stabili-
sierung in einem geeigneten Trigerkonstrukt,
wie es z.B. atoxische, biodegradierbare Poly-
mervliese sind, welche durch ein supportives
Mikromilieu die Differenzierung der Chondro-
zyten unterstiitzen [15-17, 20-22]. Polymervlie-
se zeigen eine hochgradige Formvariabilitdt und
ermoglichen durch Zusatz und kontrollierte
Freisetzung von Wachstumsfaktoren eine spezi-
fische Modifizierung des in vitro priformierten
Transplantats. Es resultiert eine hohe mechani-
sche Stabilitit bei sicherer Fixation des Trans-
plantats am Transplantationsort. Im Vergleich
mit anderen Trigermatrices, wie z.B. Fibrin
und Kollagen, werden Polymere nur langsam re-
sorbiert, wodurch die Transplantatstabilitit auf-
grund der simultanen Synthese der spezifischen
zelluliren Matrix stindig gegeben ist [5].

Fir die potentielle klinische Anwendung ist
allerdings ein zeitliches Intervall zwischen Zell-
entnahme und autologer Retransplantation
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wiinschenswert. Neben einer hohen therapeuti-
schen Flexibilitit konnte dadurch die Bereitstel-
lung autologer Transplantate mittels Zell- und
Gewebebanken erforderlich werden. Bei Verwen-
dung konservierender Verfahren muss jedoch
die Vitalitit und phanotypische Stabilitit der
Zellen erhalten bleiben. Obwohl die Kryokonser-
vierung von intaktem Knorpelgewebe zur irre-
versiblen Schidigung von Chondrozyten fiihrt
[3, 10], bleibt die Synthese knorpelspezifischer
Matrixmakromolekiile (Kollagen Typ II, Proteo-
glykane) durch kryokonservierte isolierte
Chondrozyten iiber einen langen Zeitraum er-
halten [13]. Klinisch zeigten kryokonservierte
osteochondrale Transplantate eine deutliche De-
generation der Knorpelschicht mit entsprechen-
den Veridnderungen in der Ultrastruktur [7, 18].
In vitro Untersuchungen an kryokonservierten
Chondrozyten haben des Weiteren trotz unver-
dnderter Vitalitit und Proteoglykansynthese der
Zellen im Vergleich mit unbehandelten Chond-
rozyten eine reduzierte mechanische Integritit
des synthetisierten Knorpels nachgewiesen [19].
Uber den Einfluss der Kryokonservierung auf
Chondrozytentransplantate liegen bisher keine
Ergebnisse vor.

In dieser Studie wurde daher die Rekonstruk-
tion von Gelenkknorpeldefekten durch Chond-
rozyten, welche in einem PGLA-Polymervlies
eingebettet wurden, beurteilt. Ferner wurde die
Auswirkung einer vorangehenden Kryokonser-
vierung auf die Transplantatintegration im Ver-
gleich mit nativen Zelltransplantaten detailliert
bewertet.

“
Methode

28 sechs Monate alte minnliche Kaninchen mit
insgesamt 56 Knorpeldefekten wurden in die
Studie eingeschlossen. Je Kniegelenk wurde ein
Defekt gesetzt. Die Kaninchen wurden randomi-
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siert in 4 Gruppen eingeteilt. Die Defekte wur-
den entweder 4 oder 12 Wochen nach der Ope-
ration makroskopisch und mikroskopisch beur-
teilt,

B Polymervliese. Fiir die vorliegenden Versuche
wurden Ethisorb®-Zylinder mit einer Dicke von
2 mm und einem Durchmesser von 4 mm (Ethi-
con, Norderstedt, Deutschland) verwendet. Ethi-
sorb® ist ein ungewebtes Material, welches aus
resorbierbarem PGLA (= poly[lactid-co-glycoli-
clacid) besteht. Zusitzlich ist in einem geringen
Prozentsatz Polydioxanon enthalten. Durch die
Verwendung als Nahtmaterial haben sich die
Bestandteile seit vielen Jahren in den chirurgi-
schen Fachgebieten bewihrt. Eine relevante De-
gradation des Ethisorb® in vitro beginnt nach
ca. 3 Wochen [22].

M Isolation der Chondrozyten. Der Knorpel des
Hiift- und Kniegelenkes von sechs Monate alten
weiflen Neuseeland-Kaninchen wurde dissektiert
und unter sterilen Bedingungen in Ham’s F-12
(Seromed, Berlin, Deutschland) unter Zusatz
von Nystatin gesammelt. Der hyaline Knorpel
wurde iiber 12 Stunden durch 2 mg/ml Kollage-
nase P (Boehringer, Mannheim, Deutschland) in
Ham’s F-12 unter Zusatz von 10% fetalem Kil-
berserum (Seromed, Berlin, Deutschland), 100
IE/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
verdaut. Die erhaltene Zellsuspension wurde
dann durch einen 100 pm Polyesterfilter (Estal
mono, Thal, Schweiz) gegeben und dreimal mit
Ham’s F-12 gewaschen. Die isolierten Zellen
wurden in zwei Gruppen eingeteilt: die Zellen
der Gruppe I, welche nicht kryokonserviert
wurden, wurden dreimal passagiert und nach-
folgend fiir die Transplantatpréparation verwen-
det; die Zellen der Gruppe II wurden zundchst
in 10% Dimethylsulfoxid inkubiert, bei -80°C
fiir 8§ Wochen kryokonserviert und anschlieflend
nach schnellem Auftauen in Kulturschalen aus-
gesit.

M Tissue engineering. Zunichst wurde unter Ver-
wendung der Trypan-Blau-Firbung mit einem
Himozytometer die Anzahl vitaler Zellen be-
stimmt. Fiir die Prdparation des Zell-Fibrin-
Gemisches wurde eine 24-Well-Platte (Costar,
Cambridge, USA) verwendet. Die in Ham’s F-12
Medium suspendierten Zellen wurden danach
mit der Fibrinogen-Komponente eines Gewebe-
klebers (Tissucol Duo S® - Immuno, Heidel-
berg, Deutschland) im Verhiltnis 3:1 gemischt.
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Abb. 1. Darstellung der auf einem PGLA-Vlies kultivierten
Chondrozyten

Diese Zellsuspension wurde nachfolgend auf
runde Ethisorb®-Vliese mit einem Durchmesser
von 4 mm gebracht (Abb. 1). Die Polymerisation
erfolgte mit einer Thrombinlésung (Tissucol
Duo S® - Immuno, Heidelberg, Deutschland) in
Phosphat-gepufferter Salzldsung (PBS). Die Zell-
Polymer-Transplantate wurden nachfolgend fiir
2 Wochen in einer speziellen Perfusionskammer
fiir dreidimensionale Matrixsysteme kultiviert
(Minucells and Minutissue GmbH, Bad Abbach,
Deutschland) [9].

W Operation. Bei 28 Kaninchen wurden ins-
gesamt 56 Knorpeldefekte in standardisierter
Technik gesetzt. Die Tiere wurden durch im.

Applikation von 0,4 ml/kg Hypnorm® (10 mg/

ml Fluanisone/0,315 mg/ml Fentanyl) 25 Minu-

ten vor der Operation anisthesiert. Nach einem

medialen parapatellaren Zugang wurde die Pa-
tella luxiert und die Femurkondyle dargestellt.

Durch eine Hohlfrise wurde ein 4 mm grofRer

osteochondraler Defekt in der femoralen Gleit-

bahn der Patella gesetzt. Die Tiere wurden in 4

Gruppen eingeteilt:

1) PGLA-Vliese mit nativen allogenen Zellen,

2) PGLA-Vliese mit kryokonservierten allogenen
Zellen,

3) PGLA-Vliese ohne Zellen,

4) Leerdefekte mit Fibrinkleber. Die Transplan-
tate wurden in den Defekten mit Fibrinkleber
(Tissucol Duo S® - Immuno, Heidelberg,
Deutschland) fixiert. Anschliefend wurde die
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Patella reponiert und die Wunde mit Vicryl®-
Nihten (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen. Nach 4 bzw. 12 Wochen wurden
die Tiere getétet.

M Histologische und histochemische Untersuchung.
Die Gelenke wurden makroskopisch untersucht
und die Weichteile anschlieBend von den Fe-
murkondylen entfernt. Die Femora wurden in
4% Formaldehyd-PBS-Losung (pH 7,2) mit 0,5%
Cetylpiridiniumchlorid fixiert. Nach der Dekal-
zifizierung erfolgte die Dehydrierung mit Amei-
sensdure und anschlieflend die Einbettung der
Priparate in Paraffin. Die 5 um dicken, trans-
versalen Schnitte des distalen Femur wurden je-
weils mit Hématoxylin-Eosin (HE), Masson-
Goldner und Alcian-Blau (pH 1,0) gefarbt.

B Heilungsindices. Die Schnitte wurden von 2
unabhingigen Untersuchern ohne Kenntnis der
Defektbehandlung untersucht. Alle Defekte wur-
den entsprechend des histologischen Scores nach
Wakitani et al. [23] und Pineda et al. [11] klassi-
fiziert (Tabelle 1). Dabei wurde das Implantat in 5

Tabelle 1. Histologischer Score fiir Knorpeldefekte nach Pineda
und Wakitani [11, 23]

Kategorie Punkte
¥ Zellmorphologie
hyaliner Knorpel 0
iiberwiegend hyaliner Knorpel i
iiberwiegend Faserknorpel 2
tiberwiegend kein Knorpel 3
kein Knorpel 4
¥ Matrixfarbung (Metachromasie)
normal (im Vergleich zum normalen Knorpel) 0
gering reduziert 1
deutlich reduziert 2
keine Metachromasie 3
i Oberflachenregularitit
glatt (> 3/4) 0
moderat (> 1/2-3/4) 1
irreqular (1/4-1/2) 2
hochgradig irregular (< 1/4) 3
M Knorpeldicke
>2/3 0
1/3-2/3 1
<1/3 2
¥ Integration des Transplantats im Empfangerknorpel
beide Rander integriert 0
ein Rand integriert 1
kein Rand integriert 2
# Maximale Punktzahl 14

i T P —

Kategorien beurteilt: Zellmorphologie, Matrixfir-
bung, Oberflichenregularitit, Knorpeldicke und
Transplantatintegration.

M Statistische Analyse. Die statistische Analyse
der Resultate erfolgte mit dem Mann-Whitney
U-Test.

L
Resultate

B Makroskopische Beobachtungen. Alle Tiere
zeigten nach 7 Tagen ein unauffilliges Gangbild.
Wundheilungsstérungen wurden nicht beobach-
tet.

In den Verumgruppen der Chondrozyten-
transplantate fanden sich bei der Ubersichts-
untersuchung keine Hinweise auf degenerative
Verdnderungen, Arthrosezeichen, entziindliche
Reaktionen, synoviale Proliferationen oder
Knorpeldestruktionen. Nach 4 Wochen waren
die Defekte komplett mit weichem weiflen knor-
peldhnlichem Gewebe gefiillt, welches die Ober-
fliche bereits nahezu vollstindig wiederher-
gestellt hatte. Der Originaldefekt war jedoch
eindeutig gegeniiber der Umgebung abgrenzbar.
Nach 12 Wochen war die Abgrenzung der De-
fektrinder gegeniiber dem normalen Knorpel
deutlich erschwert. Das Implantat erschien voll-
stindig in den umgebenden Knorpel integriert.

Im Gegensatz dazu, beobachteten wir in den
Kontrollgruppen in der Umgebung des Defektes
Zeichen der Knorpelerosion. Die Defekte nach
Implantation eines Polymervlieses waren klar
abgrenzbar und mit einem weifl-grauen Gewebe
nahezu vollstindig gefiillt. Die Leerdefekte wa-
ren mit einem dunklen matten gelblichen Gewe-
be gefiillt. Nach 12 Wochen war eine unregelmi-
Bige Defektoberfliche bei nur partieller Fiillung
mit Bindegewebe zu beobachten. Die Defektzone
erschien in Folge der Erosion des angrenzenden
Knorpels vergrofiert. Unterschiede zwischen den
Kontrollgruppen wurden zu diesem Zeitpunkt
nicht beobachtet.

M Histologie
Verumgruppen

4 Wochen nach der Operation waren die Defekte
mit hyalinartigem Knorpelgewebe gefiillt. Native
Chondrozyten zeigten eine héohere Zelldichte
und eine gleichmifligere Verteilung, was wiede-
rum zu besseren Ergebnissen in der Bewertung
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Abb. 2. Regenerationsgewebe nach Transplantation von nativen
Chondrozyten mit homogener Zellverteilung und hyalinknorpel-
artigen Matrixcharakteristika (Masson-Goldner, OriginalvergroGe-
rung x 50)

nach Pineda et al. [11] und Wakitani et al. [23]
fiihrte (Abb. 2 u. 3). Jedoch war der Unterschied
statistisch nicht signifikant (p=0,80; Tabelle 2).
In beiden Gruppen wurde eine hohe Zahl klei-
ner runder Zellen sowie ein im Vergleich zu ge-
sundem Knorpel herabgesetztes Matrix-/Zellver-
hiltnis beobachtet. Die Oberfliche der Patellar-
grube war histologisch nur unvollstindig wie-
derhergestellt. Der neu geformte Knorpel grenz-
te direkt an den Wirtsknorpel.

Im Vergleich zu normalem Knorpel war eine
verstirkte interzellulire Matrixfarbung mit Alci-
an-Blau zu beobachten. Zahlreiche mononukled-
re Zellen und Riesenzellen fanden sich an der
Grenze des Transplantats zum umgebenden sub-
chondralen Knochen (Abb. 4). Eine Einwan-
derung dieser Zellen in den Defekt infolge einer
entziindlichen Reaktion wurde nicht beobachtet.
Das Polymer war nach 4 Wochen teilweise re-
sorbiert, eine Bindung der Chondrozyten an das
PGLA-Vlies fand nicht statt (Abb. 5). Die Resul-
tate des histologischen Scores der Verumgrup-
pen unterschieden sich nach 4 Wochen signifi-
kant von den Resultaten der Kontrollgruppen
(p < 0,05; Tabelle 2).

Nach 12 Wochen wurde in beiden Verum-
gruppen eine komplette Fiillung des Defektes

Abb. 3. Nachweis der Bildung eines hyalinartigen Knorpels mit
inhomogener Zellverteilung und unterschiedlich ausgepragter
Matrixsynthese bei kryokonservierten Chondrozyten (Alcian-Blau,
OriginalvergréBerung x 50)

Abb. 4. Grenzschicht zwischen neu gebildetem und origindrem
Knorpel mit Migration zahlreicher mononukledrer Zeilen in das
den Defekt umgebende Gewebe 4 Wochen nach Transplantation
nativer Chondrozyten (Masson-Goldner, OriginalvergréBerung
% 100)

mit hyalinartigem Knorpelgewebe beobachtet.
Das Transplantat zeigte direkten Kontakt zum
Knochen und zum Wirtsknorpel. Allerdings war
eine mangelhafte Integritit des neu-gebildeten
Knorpels 12 Wochen nach Transplantation bei
kryokonserviertem Knochen offensichtlich. Die
Chondrozyten insbesondere in den tieferen Re-
gionen des Transplantates gingen eine Cluster-
bildung ein und unterlagen einer progredienten
Hypertrophie. Im oberen Transplantatbereich
zeigten die Zellschichten eine zunehmende spin-



Abb. 5. Partielle Resorption der Polymere nach 4 Wochen bei
fehlendem Zellkontakt der Chondrozyten zum Polymergeriist (Al-
cian-Blau, Originalvergréferung x 1000)

delférmige Morphologie. Die Alcian-Blau-Far-
bung war weniger intensiv als 4 Wochen nach
der Implantation. In den Masson-Goldner-Fir-
bungen konnte eine diskrete Akkumulation von
perizellulir befindlichem Kollagen nachgewie-
sen werden. Zu diesem Zeitpunkt waren die Po-
lymere vollstindig resorbiert. Nekrosen oder
Granulationsgewebe konnten nicht nachgewie-
sen werden. Native Chondrozyten zeigten im
semiquantitativen Score gegeniiber kryokonser-
vierten Zellen in PGLA-Vliesen signifikant bes-
sere Ergebnisse (p < 0,05; Tabelle 2). Des Wei-
teren unterschieden sich die histologischen Re-

s L r———

sultate der Verumgruppen von den Ergebnissen
der Kontrollgruppen nach 12 Wochen (p < 0,05;
Tabelle 2).

Kontrollgruppen

Zu keinem Zeitpunkt fanden sich markante Dif-
ferenzen zwischen den beiden Kontrollgruppen.
Keiner der Defekte heilte mit hyalinartigem Ge-
webe. 4 Wochen nach der Transplantation war
ein weiches, den Defektgrund fiillendes Gewebe
in der Gruppe der Leerdefekte sowie in das Po-
lymer einwachsendes Bindegewebe in der ande-
ren Kontrollgruppe nachweisbar. Nach 12 Wo-
chen zeigten die Leerdefekte Fasergewebe mit
spindelférmigen Fibroblasten und nur wenig
metaplastischem Knorpel, wihrenddessen die
mit Polymervlies gefiillten Defekte mit unregel-
miflig geformtem Faserknorpel ausgekleidet
waren. 4 und 12 Wochen nach der Transplanta-
tion war nur eine minimale metachromatische
Farbung mit Alcian-Blau zu beobachten. Die
Polymere waren nach 4 Wochen partiell und
nach 12 Wochen vollstindig resorbiert. Eine Re-
konstruktion des subchondralen Knochens wur-
de nicht beobachtet.

B Erfolgsrate. Die Transplantation wurde als er-
folgreich definiert, wenn der Defekt durch ein
hyalinartiges Knorpelgewebe geschlossen wurde.
Die Erfolgsrate in der Gruppe mit nativen
Chondrozyten betrug nach 4 Wochen 71% (5
von 7) und nach 12 Wochen 100% (7 von 7).
Bei kryokonservierten Chondrozyten wurde bei
71% (5 von 7) nach 4 Wochen und 85% (6 von
7) nach 12 Wochen die Bildung von hyalinem
Knorpel beobachtet. In den beiden Kontroll-

Tabelle 2. Resultate des histologischen Grading Scores nach Pineda und Wakitani [11, 23]

Zeit nach der Zell- Matrix- Oberflachen- Knorpeldicke Tra'nsplantat- -Gesamt
Implantation morphologie fdrbung regularitdt integration
(Wochen) '
i Verumgruppe | 4 0,7 04 1,0 08 0,2 3,1
native Chondrozyten 12 0,8 03 08 04 05 28
¥ Verumgruppe Il 4 12 04 1,5 0,9 0,2 4,2
kryokonservierte 12 1,0 03 1,0 0,6 1,0 39
Chondrozyten
& Kontrollgruppe | 4 38 24 14 20 0,2 9,8
Polymervlies 12 5,2 2,2 1,6 1,6 04 9,0
ohne Zellen
= Kontrollgruppe lI 1 38 2,6 Za 2,0 18 125
Leerdefekte 12 31 2,6 2,0 1,6 13 10,6
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gruppen wurde nach 12 Wochen lediglich Faser-
knorpel gefunden.

o]
Diskussion

Zur Wiederherstellung von Knorpel durch Ver-
fahren des Tissue engineering sind Zellen erfor-
derlich, welche in einer biodegradierbaren Mat-
rix ihr chondrogenes Potential und ihre phino-
typische Differenzierung erhalten, um die Inte-
gritit und Funktion des Gewebes wiederherzu-
stellen [1, 2]. Resorbierbare Polymergeriiste be-
sitzen eine temporir ausreichende mechanische
Stabilitdit zur dreidimensionalen Kultivierung
von Chondrozyten in vitro. Nach einer Kultur-
dauer von 2 Wochen steht ein knorpeldhnliches
Gewebe mit charakteristischer Form fiir nach-
folgende Transplantationen zur Verfiigung [22].
Dieses Verfahren ist erfolgreich durch In vitro-
Ziichtung von Knorpel zur Reparatur von Ge-
lenkdefekten beim Kaninchen angewendet und
in einem kurzen Nachbeobachtungszeitraum
kontrolliert worden. Langfristige Kontrollen
nach chirurgischen Eingriffen sind allerdings
notwendig, um Langzeitergebnisse, und dabei
insbesondere degenerative Verinderungen, zu
erfassen.

Die Tatsache einer inhomogenen Zellvertei-
lung in dem Fasergeriist sowie der mangelnden
Zelladhdsion an den Faserstrukturen wurde
bereits als Problem der Chondrozytentransplan-
tation mittels Polymergeriisten genannt [4]. In
der vorliegenden Untersuchung, in welcher
Chondrozyten in Fibrinogen suspendiert und
nachfolgend die Zell-Fibrinogen-Suspension in
PGLA-Vliesen polymerisiert wurde, konnte die-
ses Problem gelst werden. Die Vernetzung der
Zellen mit den biokompatiblen resorbierbaren
Polymervliesen durch Fibrin verbesserte die An-
passungsfihigkeit und Formbarkeit der Trans-
plantate. Im Gegensatz zu anderen Techniken
der Chondrozytentransplantation ohne ein Zell-
Trager-System ist diese Methode fiir die Wieder-
herstellung der Oberfliche grofler und unregel-
mifiger Knorpeldefekte vorteilhaft. In Bezug
auf die Transplantatfixation war dieses Verfah-
ren einfach und sicher handhabbar. Im Unter-
schied zu anderen Autoren, die iiber eine Des-
integration des Transplantates berichteten, wur-
de trotz unmittelbarer postoperativer mecha-
nischer Belastung kein Transplantatversagen be-
obachtet [12].

Die Degradation des PGLA-Vlieses erfolgte
langsam, so dass infolge der Synthese knorpel-
spezifischer Matrixproteine eine stabile Trans-
plantatintegration gewihrleistet wurde. Reste
des Fasergeriists waren in allen Fillen 4 Wochen
nach Implantation noch sichtbar, nach 12 Wo-
chen waren diese jedoch vollstindig resorbiert.
Als Ergebnis der Degradation der Polymere
wurde eine leicht-entziindliche Reaktion mit
Akkumulation mononukledrer Zellen in der un-
mittelbaren Umgebung des Transplantats nach 4
Wochen nachgewiesen. Allerdings konnte ein
Einwandern dieser Zellen in die Defekte nicht
beobachtet werden. 12 Wochen nach der Opera-
tion waren Entziindungszellen in der Umgebung
der Defekte nicht mehr nachweisbar, was auf
die vollstindige Resorption der Polymere zu
diesem Zeitpunkt zuriickgefithrt werden kann.
Weder die Implantation zellfreier Polymervliese
noch die Anlage von Leerdefekten generierten
die Bildung von hyalinartigem Knorpel. Die De-
fekte waren mit faserknorpelihnlichem Gewebe
ausgekleidet. Dieser Umbau ist das Ergebnis der
Migration mesenchymaler Zellen, wobei die
Transplantation zellfreier Polymerkonstrukte
bzw. die Anlage von Leerdefekten somit zur Or-
ganisation von funktionell minderwertigem Er-
satzgewebe fiihrte. Der gebildete Faserknorpel
ist weniger belastbar und einer fortschreitenden
Degeneration ausgesetzt [14]. Beide Gruppen
zeigten vergleichbare Ergebnisse in den semi-
quantitativen Analysen, wobei nach Transplan-
tation von Polymeren eine homogenere struktu-
relle Auskleidung der Defekte beobachtet wer-
den konnte. Dabei dient das Polymergertist an-
scheinend als Leitstruktur fiir mesenchymale
Zellen, die in den Defekt einwandern und eine
spezifische Matrix aufbauen [6].

Die Ergebnisse unserer Untersuchung nach 4
Wochen unterscheiden sich von den Ergebnis-
sen, welche von Freed et al. [4] berichtet wur-
den. Diese konnten keinen signifikanten Unter-
schied zwischen Zell-Polymer-Transplantaten
und zellfreien Polymer-Transplantaten 4 Wo-
chen postoperativ bei Verwendung von PGLA-
Polymeren nachweisen. Die Ursache konnte in
der unterschiedlichen Polymerstruktur und in
der oben genannten Modifikation der Zellimmo-
bilisierung durch die Quervernetzung mittels Fi-
brin zu suchen sein.

Ein anderes Problem, welches in der vorlie-
genden Studie aufgeworfen wurde, war die Ver-
wendung kryokonservierter Chondrozyten zur
Herstellung von Transplantaten mittels Tissue
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engineering. Die semiquantitative Beurteilung
der histologischen Befunde nach dem Score von
Pineda et al. [11] ergab schlechtere Ergebnisse
bei Verwendung von Transplantaten mit kryo-
konservierten Chondrozyten. Diese zeigten eine
weniger charakteristische Zellmorphologie 4
Wochen sowie eine schlechtere Defektintegra-
tion 12 Wochen postoperativ. Die Defektheilung
durch hyalinartigen Knorpel wurde nur dann in
100% der Fille 12 Wochen postoperativ be-
obachtet, wenn native Chondrozyten verwendet
wurden. Ursachen fiir diese Beobachtungen
kénnten eine hohere Inzidenz infolge der Kryo-
konservierung irreversibel geschidigter Chond-
rozyten sein, welche zum Zeitpunkt der Trans-
plantation noch Vitalitit zeigten. Obwohl dieses
nicht lineare Beurteilungssystem keine sichere
statistische Priifung der Ergebnisse zulisst,
scheint die Transplantation nativer Chondrozy-
ten der Transplantation kryokonservierter
Chondrozyten iiberlegen zu sein. Langzeitunter-
suchungen sind allerdings notwendig, um zu
priifen, ob die Ergebnisse biologisch relevante
Unterschiede reflektieren. Dennoch wurde in
der Mehrzahl der Fille nach Transplantation
kryokonservierter Chondrozyten eine Defekthei-
lung durch hyalinartigen Knorpel erreicht.

Die Herstellung von Polymeren, welche an
die gewebespezifischen Anforderungen ange-
passt werden konnen, bietet neue Perspektiven
in der Geweberegeneration und -reparatur. Die
Flexibilitit der Formgebung degradierbarer Bio-
geriiste gestattet die Modifizierung durch be-
stimmte extrazellulire Matrixkomponenten (z.B.
Hyaluronsdure), um ein geeignetes supportives
Mikromilieu sowohl fiir eingebettete Zellen als
auch fiir Zellen der Nachbargewebe zu schaffen.
Bioaktive Molekiile, wie z.B. Zytokine, Protease-
inhibitoren und Wachstumsfaktoren, welche ent-
weder aus dem strukturellen Polymergeriist
oder durch genetische Modifikation der Zellen
freigesetzt werden, koénnen den Prozess der
Matrixdegradation und damit das Fortschreiten
arthrotischer Verinderungen mafigebend beein-
flussen. Des Weiteren offnet die Entwicklung
von Transplantatkonstrukten bestehend aus
einer Knochen- und Knorpelkomponente neue
Moglichkeiten in der Rekonstruktion tiefer
Knorpeldefekte. Zukiinftige Methoden des Tis-
sue engineering werden die kontrollierte Nut-
zung mechanischer Stimuli wihrend der In vi-
tro-Transplantatpriparation weiter in den Blick-
punkt riicken, um die biomechanische Stabilitit
zu verbessern.

L " |
Zusammenfassung

B Studienziel. Ziel dieser Untersuchung war die
Rekonstruktion tiefer Knorpeldefekte des Knie-
gelenks in einem Kaninchen-Tiermodell.

M Methode. In Polymervlies-Konstrukte wurden
allogene Chondrozyten integriert, die entweder
nativ oder nach temporirer Kryokonservierung
in Monolayer-Kultur expandiert worden waren.
Diese wurden in osteochondrale Defekte im-
plantiert und mit zellfreien Polymerkonstrukten
sowie Leerdefekten verglichen. Die Defekte wur-
den 4 und 12 Wochen nach Transplantation
makroskopisch und histologisch beurteilt. Die
Einschitzung der Transplantatintegration erfolg-
te durch einen semiquantitativen Score nach Pi-
neda und Wakitani.

M Ergebnisse. Eine vollstindige Transplantatinte-
gration in den Defekt unter Nachweis von neu-
gebildetem hyalinartigem Knorpel wurde nach 4
Wochen in 71% und nach 12 Wochen in 100%
der Fille beobachtet, bei denen native Chondro-
zyten zur Transplantation verwendet wurden.
Demgegeniiber wurde hyalinartiger Knorpel bei
Verwendung kryokonservierter Chondrozyten
nach 4 Wochen ebenfalls in 71% der Fille, nach
12 Wochen hingegen nur in 85% der Fille nach-
gewiesen. Eine Neubildung von Knochen in der
subchondralen Grenzschicht wurde nicht be-
obachtet. In den Kontrollgruppen wurde ledig-
lich faserknorpeliges Ersatzgewebe gebildet.

B Schlussfolgerung. Die Transplantation von
Chondrozyten in einem Polymervlies-Konstrukt
erweist sich als ein alternatives Verfahren zur
Reparatur von Gelenkknorpeldefekten. Dieses
Verfahren bietet auflerdem perspektivisch die
Moglichkeit, die Eigenschaften und die Archi-
tektur des neugebildeten Knorpels durch Ver-
wendung von Wachstumsfaktoren, wie z.B.
TGF-f und BMPs, zu optimieren. Die Verwen-
dung nativer Chondrozyten ist aufgrund des
hoheren regenerativen Potentials einer voran-
gehenden Kryokonservierung der Zellen vorzu-
ziehen.
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