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Eine der groRten Herausforderungen des Knorpel Tissue Engineering (TE) ist es, neben der
morphologisch einwandfreien knorpeligen Ausprdgung in vitro generierter Konstrukte, eine
Funktionalitdt zu generieren, die der wvon nativem Gewebe gleicht. Nur so ware das
Regenerationsgewebe in der Lage, den biomechanischen Anspriichen in der Gelenkumgebung
standzuhalten. Ziel dieser Arbeit war es daher, zundchst ein sensitives biomechanisches
Testverfahren zu identifizieren, mit dem TE Konstrukte auf ihre Funktionalitdit gepriift
werden konnen. Hauptziel war die Weiterentwicklung bisheriger Strategien zur Generierung
von Knorpel TE Konstrukten unter funktionellen Gesichtspunkten, um biochemische und
biomechanische Eigenschaften von natirlichem Knorpelgewebe soweit wie moglich zu

erreichen.

Mit der Digi-Test-1I Testeinheit (Bareiss) wurde ein biomechanisches Testsystem etabliert,
mit dem im Folgenden alle generierten Knorpel TE Konstrukte auf ihre Harte nach dem Very
Low Rubber Hardness (VLRH) -Prinzip analysiert wurden. Der Vorteil dieses Testsystems
gegeniber den bislang verwendeten Prifgerdten war einerseits die einfache, effiziente
Handhabung. So wurde ohne aufwéndige Auswertungsalgorithmen direkt nach der Prifung
von TE Konstrukten ihr Hartewert festgestellt. Ein weiterer Vorteil bestand in der sterilen
Anwendbarkeit, die bislang mit keinem der gangigen Testsysteme gegeben war. Im Vergleich
zum bereits etablierten confined compression Prinzip erwies es sich als deutlich sensitiver bei
der Detektion von biomemechanischen Konsequenzen durch Unterschiede im Gehalt an
Extrazellularmatrix (EZM). Somit sollte das Digi-Test-11 Testsystem zukiinftig einen hohen
Stellenwert bei der Analyse von Knorpel TE Konstrukten einnehmen. Zudem sollte die
VLRH als bedeutender Parameter zur Qualitdtsbeurteilung dienen. Im Zuge der

Identifizierung eines optimalen Tragersystems unter Analyse von funf unterschiedlichen



Matrices (Chondro-Gide®, Corgel® BioHydrogel, Kollagen Typ I/lll1-Matrix, Kollagen Typ
[I-Matrix, Optimaix 3D) wurde die Optimaix 3D mit ihren parallelen Kollagenfasern
ausgewéhlt, die den Chondrozyten als Leitstruktur diente und so eine gleichmaRige
Besiedlung und Ablagerung von EZM erlaubte. Uber die Kulturperiode von sechs Wochen
nahmen Konstruktdicke und EZM-Ablagerung signifikant zu, was mit einer Erhthung der
Hartewerte der TE Konstrukte Kkorrelierte, die in 68 % der Harte von nativem Knorpel
resultierte.  Somit wurde ein  Struktur-Funktionszusammenhang zwischen abgelagerten
Glykosaminoglykanen (GAG) und der VLRH nachgewiesen. Die ektope Implantation von TE
Konstrukten in die severe combined immunodefficiency (SCID) -Maus ergab keine
Verbesserung von EZM-Ablagerung und funktionellen Eigenschaften in der ektopen
Umgebung. Waéhrend die  Aktivierung der Wnt-B-Catenin  Signalkaskade  mittels
Lithiumchlorid in vitro kaum Wirkung zeigte, erwies sich erstmalig BMP-4/-7 Heterodimer
als hochst effektiv zur Steigerung der Expression knorpelrelevanter Gene, der EZM-
Neusynthese und -Ablagerung sowie der biomechanischen Eigenschaften wvon TE
Konstrukten, die bereits nach vier Wochen etwa 83 % der Harte von nativem Gewebe
aufwiesen. Diese Werte wirden unter Standardbedingungen erst nach etwa neun Wochen
erreicht. Im Hinblick auf eine zeit- und kosteneffiziente Generierung von TE Konstrukten
ermoglicht die Behandlung mit BMP-4/-7 somit zukinftig die Halbierung der Kulturdauer.
Trotz ihrer erhdhten EZM-Ablagerung zeigten optimierte TE Konstrukte unter tribologischer
Belastung einen Verlust von etwa 90 % ihrer abgelagerten EZM, wahrend natives Gewebe
etwa 13 % verlor.

Insgesamt ist durch Stimulation mit BMP-4/-7 Heterodimer eine Optimierung biochemischer
und funktioneller Eigenschaften gelungen. Zudem wurde deutlich, dass nicht nur die
gesteigerte Produktion von EZM-Molekilen fir das funktionelle TE relevant sein sollte,
sondern auch die Retention der Proteine im Konstrukt sollte im Fokus der Analysen stehen.
Fur die biomechanische Untersuchung von Konstrukten bedeuten die Ergebnisse, dass ein und
dasselbe Konstrukt nur einem einzigen biomechanischen Test unterzogen werden solite, da
strukturelle  Eigenschaften durch die Messung verdndert werden. Fir eine weitere
Verbesserung funktioneller Charakteristika ist anzuraten, neben der Erhthung des GAG-
Gehaltes durch biologische Faktoren auch die Vernetzung der Proteoglykanmolekile mit
weiteren EZM-Komponenten wie Kollagen im Konstrukt zu stimulieren, um eine

Verankerung im Gewebe und damit die Retention der Molekile unter Belastung zu starken.



