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1. Einleitung

Die Rekonstruktion von segmentalen Knorpel- und ¢temdefekten nach Resektion von
malignen Tumoren des Skelettsystems ist eine deauséorderungen in der orthopadischen
Chirurgie. Dabei hat sich in den letzten Jahren Bend zur Extremitaten erhaltenden
Chirurgie entwickelt. Verschiedene Methoden zur dRakkonstruktion stehen dabei zur
Verfugung. Fir die Entscheidung Uber die Rekonsivnk-Methode spielen die chirurgische
Komplexitat, im Sinne von GroRe und Ausdehnung Dedektes, oder Infiltration von

benachbarten Strukturen durch einen Tumor, sowigerAlMorbiditdt und funktionelle

Anspriiche des Patienten ebenso eine Rolle, wiendhodenspezifischen Komplikationen
[Sim et al., 1987: 188-195]. Grundsatzlich kann d#ersorgung durch Prothesen,
insbesondere spezielle Tumorprothesen, Allografter cAutografts erfolgen. Jede dieser
Verfahrensmadglichkeiten bietet dabei, teils speeife Vor- und Nachteile. Allen gemeinsam

ist jedoch eine hohe Komplikationsrate [Hillmanrakf 2003: 340].

Kinstlicher Knochenersatz wird zur Fullung von Kheodefekten eingesetzt [Mittelmeier et
al., 1998: 126], jedoch ist derartiges Material Bmerbriickung groRerer Defekte ungeeignet
[Mittelmeier et al., 1996: 1087-1092]. Die biologe Rekonstruktion wird insbesondere bei
jungeren Patienten der Prothesenversorgung vorgazdguf der einen Seite werden durch
Prothesen zwar Vorteile geboten, etwa eine frihabig&t und damit mdgliche
Frihmobilisation. Neben dem Risiko einer postopesat Infektion spielen jedoch
spezifische Langzeit-Komplikationen, wie Implanaterung und —versagen (Briuche), die
zwangslaufig zu Revisionsoperationen filhren, eine3g Rolle [Elke, 2001: 258-263;
Natarajan et al., 2003: 176-178]. Diese konnentdatdlich in einer Amputation des

betroffenen Korperabschnitts enden [B6hm et aD32362].

Eine Alternative zur prothetischen Rekonstruktioells der Einsatz biologischen Gewebes
dar: Allografts stammen von einem Fremdspender, Adobgrafts wird patienteneigenes
Gewebe zur Rekonstruktion verwendet. Der EinsatzAltografts wird kontrovers diskutiert.
Spezifische Probleme, neben ethischen Fragen|mimiinreaktionen des Empfangers gegen
das transplantierte Gewebe, eine begrenzte Verfidgiba des Materials und ein
kostenintensives Handling mit Gewebe- bzw. KnocBanken [Sanjay et al., 1997: 291-297;

Sys et al., 2002: 177]. Vor allem aber das priméfektionsrisiko, insbesondere durch HIV
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oder Hepatitis, stellt ein Hauptargument gegenwevendung von allogenem Material dar
[Knaepler et al., 1991: 763-765]. So zeigte siclkimer Studie in etwa 18 % der Femurkopf-
Grafts eine Kontamination mit Bakterien oder Pilf€hapman et al., 1992: 398], selbst eine
maligne Infiltration wurde in einem Allograft naahgiesen [Palmer et al., 1999: 333-335].
Diese Aspekte fuhrten dazu, Allografts routinem&g@ig sterilisieren. Durch eingesetzte
Verfahren wie Bestrahlung oder Autoklavierung werdesitere Komplikationen im Hinblick
auf die biologische Wertigkeit und biomechanischiabfiitdit des Materials in Kauf
genommen. Diese Komplikationen werden durch da&tzlishe Einfrieren bei gangigerweise
—80 °C weiter verscharft [Pelker et al., 1987: 238]. So berichteten Mankin et al. (1996)
tber Komplikationen von 46 % bei 718 grof3en Alldgrawvobei die Komplikationsrate mit
der GroRRe der Grafts stieg. Hauptsachlich tratéektionen, Frakturen und eine Stérung der
ossaren Reintegration des Transplantats auf [Maekial., 1996: 86]. Auch Cruz et al.
(1997), die den Verlauf von 104 Patienten mit eidbograft-Implantation dokumentierten,
zeigten bei 31 Patienten Storungen der Graft-lategr, zum Teil assoziiert mit weiteren
Komplikationen, bei 18 Grafts kam es zu einer Rrra{Cruz et al., 1997: 101-103]. Die
Infektionsrate bei der allogenen Rekonstruktiondwirit 12-30 % angegeben [Altman et al.,
1995: 54; Hernigou et al., 1991: 6].

Die Standarddosis flr die sterilisierende Radiatin Allografts liegt bei 25-35 kGy [Akkus
et al., 2001: 927]. Eine Dosis von 30 kGy wurdealsreichend flir eine Inaktivierung von
HIV gesehen [Fideler et al., 1994: 1032], allerdisgheint ein Sterilitdtsniveau von®erst
bei 89 kGy erreichbar zu sein [Campbell et al.,2tF7]. Prionen wie Erreger von Scrapie
oder der Kreutzfeld-Jakob Krankheit bleiben seitzth Strahlendosen von 50 Mrads (50000
Gy) vital [Gibbs et al., 1978: 6268]. Sie konneteings durch Autoklavierung fir 60 min
bei 132 °C inaktiviert werden [Ernst et al., 19993].

Beide Verfahren weisen jedoch Nachteile auf. Einali® von Speirs et al. (1999) zeigte eine
dramatische Verschlechterung der biomechanischegen&chaften von Knochen nach
Autoklavieren fir 60 min bei 134 °C. Es zeigte sibhi dem durchgefuhrten axialen
Kompressions-Test eine Abnahme der Endkraft um 82uf6l eine Reduktion der
strukturellen Steifigkeit um 67 % gegenuber unbeletten Kontrollproben, so dass
biomechanisch stark beeintrachtigte Grafts restate[Speirs et al., 1999: 489]. Auch eine
Verschlechterung der biologischen Eingenschaftenokéavierter Resektate wurde

nachgewiesen [Munting et al., 1988: 34]. In einénigchen Studie kam es bei 4 von 7
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Patienten zu Komplikationen, in erster Linie zulktsaen und einem Nicht-Einwachsen des
autoklavierten Gewebes [Sanjay et al., 1997: 2B#le andere Arbeit zeigte im Tierversuch
eine Reduktion der Steifigkeit von autoklavierteraisplantaten um 50 % nach 12 Wochen,
verglichen mit der unbehandelten Kontrollseite [Eual., 1985: 340]. Man kam zu dem
Schluss, dass auf der Basis radiologischer, higitdber und biomechanischer Ergebnisse die
Bestrahlung zu besseren Resultaten fiihrt, als diekfavierung [B6hm et al., 1997: 289].

Autografts besitzen gegenuber Allografts verschied€orteile. Zum einen erlauben sie die
exakte, ,passgenaue“ Rekonstruktion des betroffeleschnitts, zum anderen entfallt das
Infektionsrisiko, welches von einem Allograft tra&terilisation ausgeht. Auch ist von einer
schnelleren Einheilung des Grafts auszugehen, daskorpereigenem Gewebe besteht und
keine immunologische Reaktion hervorruft [Bohm ket 2003: 363]. Daneben entfallt der
Aufwand einer Knochen-Bank [Sys et al., 2002: 177].

Die sichere extrakorporale Inaktivierung aller Tumadlen ist allerdings die Vorraussetzung
fur eine Reimplantation eines autologen Knorpel-&ren Segmentes. Klinisch werden zur
Devitalisierung resektierten, tumorbefallenen ageh Gewebes ebenfalls die
Autoklavierung und die Bestrahlung angewendet. Aioklavierung stellt hierbei zwar die

einfachere der beiden Methoden dar, sie ist abedem Nachteilen einer Knorpelschadigung
und einer deutlicheren Minderung der biologischerd tbiomechanischen Qualitat des
Gewebes verbunden (s. 0.). Diese Nachteile sinddreBestrahlung von Autografts geringer
ausgepragt [Bohm et al., 2003: 356, Sys et al.22@@7]. Dennoch zeigen sich auch nach
Bestrahlung hohe Komplikationsraten. In verschiederStudien wurden insgesamt 50
Patienten durch eine Tumorresektion mit extrakalgor Radiatio und Reimplantation

behandelt. Dabei betrug die durchschnittliche $#radosis 201 Gy. Die lokale Rezidivrate
lag bei 10 %. Hauptkomplikationen waren Infektionerd Frakturen in den reimplantierten
Gebieten. [Bohm et al., 2003: 359-362]. In einelldve-up-Studie von Park und Mitarbeitern

(1999) ergaben sich biologische und biomechanisthmplikationen in 5 von 11 Fallen

[Park et al., 1999: 520]. Bei der Behandlung von rhalignen Beckentumoren durch

extrakorporale Bestrahlung (300 Gy) und Reimplaotatwurde eine sehr hohe lokale
Rezidivrate von annahernd 50 % aufgezeigt, dariiyeaus traten in 13 der 15 Falle
Komplikationen auf [Sys et al., 2002: 175]. In eir&udie an Hunden zeigte sich nach 24
Wochen eine signifikant schlechtere Reintegratiastiahlter (25 Gy) osteochondraler

Reimplantate, verglichen mit der Kontrollgruppe.cAudas Remodelling des Knochens war
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beeintrachtigt und der Knorpel wies degenerativeaweerungen auf. Es zeigte sich eine
gesteigerte Resorption des behandelten Grafts [Sahlo 1999: 276-280]. In einem weiteren
Tierversuch an Ratten untersuchten Voggenreitealet(1996) die Auswirkungen einer
Bestrahlung von 1, 5, 10, 25 und 50 kGy auf kokikEnochensegmente mit folgender
Reimplantation. Die Versuchsreihe mit einer Dos@ \60 kGy wurde auf Grund von
Frakturen in mehr als 66 % der Falle nach drei VdacAbgebrochen. Das Einwachsen der
Transplantate war stark beeintrachtigt, es redigzsch um 16 % nach 1 kGy, um 24 % nach
5 kGy und um 50 % nach 25 kGy. Auch fehlte eine &&ularisierung nach 25 kGy
[Voggenreiter et al., 1996: 583-585]. Bei diesenrsviehen muss allerdings auch die relativ
hohe Strahlendosis bertcksichtigt werden, die imeiBa der Sterilisation liegt und die zur
Abtotung von Tumorzellen durchschnittlich verwemdddosis von 250-300 Gy deutlich
Ubersteigt [Bohm et al., 2003: 356; Chen et al0220.157; Sys et al., 2002: 174].

Die Verbesserung der bestehenden Methoden und rdigidklung alternativer Verfahren
sind auf Grund der zum Teil deutlichen Komplikagon notwendig. Eine primare
Vorraussetzung ist dabei die reproduzierbare, té&willige Abtdétung von malignen Zellen
durch das angewandte Verfahren. Weiterhin solikebthmechanische Stabilitat der Resektate
nach der Behandlung erhalten bleiben. Ein vielvexdpender Ansatz, der zu erfolgreichen
ersten Laborresultaten fuhrte, ist die Verwenduaog taydrostatischem Hochdruck (HHD),

um extrakorporal Tumorzellen zu devitalisieren das Gewebe folgend zu reimplantieren.

In der Lebensmittelindustrie wird hydrostatischercHdruck schon seit langerem mit Erfolg
zur Haltbarmachung von Lebensmitteln eingesetztt Mieser Methode wird eine

Wachstumshemmung bzw. Abtétung von Viren, Bakterea anderen Mikroorganismen
erreicht [Alpa et al., 2000: 33; Freitas et al.020205; Garcia-Graells et al., 2000: 4173;
Kingsley et al., 2002: 1605; Nakagami et al., 1965; O'Reilly et al., 2000: 4890; Wuytack
et al., 2002: 205]. Selbst verschiedene Sporen &dnturch HHD inaktiviert werden

[Delacour et al., 2002: 38; Drews et al., 2002:;78h et al., 2003: 599]. Dabei zeigt sich die
Behandlung von Lebensmitteln mit HHD schonender aldere géangige Verfahren wie
Erhitzen, Schockgefrieren, Anséduern oder Trockmamomen und Vitamine werden durch
diese Behandlung erhalten [Gould, 2000: 84 und 2@63; San Martin et al., 2002: 627].
Bereits 1899 erforschte Hite die Wirkung von Hodludtr in der Verarbeitung von

Lebensmitteln [Hite, 1899: 15]. In den 90er Jahrearde diese Technologie in Japan
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weiterentwickelt, mittlerweile wird hydrostatischidochdruck mit bis zu 900 MPa eingesetzt
[McClements et al., 2001: 514].

Auch bei eukaryotischen Zellen fuhrt eine Inkubatrait HHD zu einer Schadigung und zu
einem Abtdten der Zellen, wie verschiedene Arbegereigt haben [Crenshaw et al., 1996:
277-278; Dibb et al., 1981: 169-176; Hashiguchalet 1999: 107-111; Mentré et al., 2001:
46-49; Takano et al., 1997: 155-158]. Dabei konmeben gesunden Zellen auch
verschiedenste Arten von Tumorzellen durch HHD ftivédat werden [Dibb et al., 1981: 169-

176; Diehl et al., 2003: 1851; Diehl et al., 20B%1; Goldman et al., 2000: 352-357,
Matsumoto et al., 1998: 87; Take et al., 2001: 198: Yamaguchi et al., 1997: 257]. Der
Druckbereich, in dem eine Zellabtétung erreichtdeer kann, hangt dabei vor allem von der
Zelllinie ab. Tumorzellen der gleichen Zellart zmigsich bei einer Behandlung mit HHD

resistenter als gesunde Zellen [Dibb et al., 1989-176; Diehl et al., 2003: 1851-1854;
Diehl et al., 2004: 371]. In eigenen Arbeiten kanriiei verschiedenen normalen und
malignen Zellen nachgewiesen werden, dass bei Btuig ab 350 MPa alle Zellen und
Zelltypen sicher abgetotet werden [Diehl et alQ201851-1854; Diehl et al., 2004: 371].

Wie fur die Bestrahlung und Autoklavierung aufgeteikonnte jedoch auch eine

extrakorporale HHD-Behandlung zu einer mechaniscBeerintrachtigung des Resektats
fuhren. Fir befriedigende Behandlungsergebnisse &t jedoch ein Erhalt der mechanischen
Stabilitat erforderlich. In verschiedenen Arbeiteannte vor diesem Hintergrund ein Erhalt

der biomechanischen und biologischen EigenschaftenKnochensegmenten und Sehnen
nach einer Inkubation mit HHD bei 300 und 600 MRehgewiesen werden [Diehl et al.,

2001: 121; Diehl et al., 2005: eingereicht; Steurd® et al., 2006: 130].

Bislang liegen keine Ergebnisse zu der Wirkung MdrID auf Chondrozyten und

Chondrosarkomzellen vor. Ebenso sind keine Resulrat den Auswirkungen auf die
biomechanischen oder immunhistochemischen Eigefisch@on Knorpelgewebe verfugbar.
Dies ware jedoch winschenswert, zumal Malignome Stétz- und Bewegungsapparates,
insbesondere das Chondrosarkom, Gelenke und Kniofggleren kénnen, bzw. von diesem
ausgehen.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit soll die ppmse-Induktion und die letale Wirkung

einer hydrostatischen Hochdruckbehandlung bei hema@hondrozyten und Chondro-

10
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sarkomzellen untersuchen. Ein weiteres Ziel degerrsleils ist es, dabei mdgliche
Unterschiede zwischen adharent gewachsenen ZefldnZellen der gleichen Zelllinie in
Suspension aufzuzeigen. Im zweiten Teil der Arbsillen die Auswirkungen einer
Hochdruckbehandlung auf die biomechanischen undunfmstochemischen Eigenschaften

von osteochondralem Gelenkknorpel und von Menigkageitet werden.

11
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Material und Methoden

Verwendete Materialen

Gerate und Werkzeuge

Brutschrank ,Function Line“, Heraeus, Kendro Lallorg Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Einmal-Skalpelle, steril, PfM, Koéln, Deutschland

FACSCalibur, Becton Dickinson Labware, Franklin eakUSA
Handsage, herkémmlich erwerbbar

Henkellocheisen, Durchmesser 10 mm, herkdmmlicledybar
Histomesser, ,Prep Blades”, Edward Weck & Compadmg, Research Triangle Park,
New York, USA

Hochdruckmaschine ,Sitec, Sitec Engeneering, Zurchweiz
Hochdruckmaschine HDR 100-20, RECORD Maschinenbabld
Kbnigsee, Deutschland

Konfokale Laserscanning Einheit, Leica, Heidelb&gutschland
Kryomikrotom HM 500 OMV, Microm, Walldorf, Deutscihd

Laminar flow ,Herea Safe“, Heraeus, Kendro Labonaroducts GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Leica Immunostainer 5050, Leica, Heidelberg, Dehltsw
Lichtmikroskop ,Axiovert 25%, Zeiss, Jena, Deutsahd
Neubauer-Zahlkammer, Brand, Wertheim, Deutschland
Schuttel-Misch-Tisch, ,Titramax/Inkubator®, Heiddipnstruments,
Schwabach, Deutschland

Thermostat K10, Haake, Thermo Electron GmbH, Debigbeutschland
Universalprifmaschine zwickil120, Zwick, Ulm, Detlitand

Vortexer M52 Minishaker, IKA Works Inc., WilmingtoituSA

Zentrifuge ,Centrifuge 5804 R*, Eppendorf AG, HamgpuDeutschland
Zentrifuge ,Centrifuge 5415 D", Eppendorf AG, HamguDeutschland

12
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Y

YV V.V V V V V V

Ldsungen, Medien und Chemikalien

Annexin-V-FLUOS Staining Kit, Roche Diagnostics hRbkerg, Deutschland
Katalog-Nr. 1 988 549

Aqua Spullésung DeltaSelect, steril, DeltaSelecto@nPfulingen, Deutschland
Arthroskopie-Losung ,Purisole SM*, Fresenius, Baohitburg, Deutschland
D(+)-Sucrose, Fluka, Buchs, Deutschland

DAB (Diaminobenzidin), Vector Labs, Burlingame, USA

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) mit Hepesl High Glucose,
Biochrom KG, Berlin, Deutschland

DTT (1,4-Dithiothreitol), Boehringer, Mannheim, Oisahland

Dulbecco’s PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

EDTA-Natrium >99 %, RNAse-frei, Sigma-Aldrich In&t. Louis, USA
Einbettmedium, ,Tissue freezing medium®, Jung, Niugs, Deutschland
Enzyme: Hyaluronidase (1,5 U/ml)/Chondroitinina825 U/ml) ABC
Chondroitinase ABC, Chondroitinase ACII, alle tbkrr PD Dr. Milz, Minchen
Ethanol 70 %-100 %, Methanol 100 %, Xylol 100 %, RWhternational GmbH,
Darmstadt, Deutschland

FKS (Fetales Kélberserum), Biochrom KG, Berlin, Betuland

lodacetamid, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kunstharz ,DPX Mountant for histology”, Fluka, BugDeutschland

L-15 Leibovitz Medium, Biochrom KG, Berlin, Deutdehd

L-Glutamin, Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Meyer’s Haematoxylin, selbst angesetzt nach Romeispskopische Technik
PBS (Phosphate-buffered saline) 0,01 M, pH 7,4n&id\drich Inc., St. Louis, USA
PenStrep (Penicillin/Streptomycin), Gibco, Paisteghottland

Inhalt: 25000 Einheiten/ml Penicillin, 25 mg/ml §tomycin

Primarantikodrper: Col 1 (Kollagen-I), Sigma-Aldrict. Louis, USA; CIICI
(Kollagen-Il), Developmental Studies Hybridoma Baldwa, USA; FH7A
(Kollagen-Ill), 12C5 (Versican), 1C6 (Aggrekan), 8fLink-Protein), alle tber Herrn
PD Dr. S. Milz, Davos

Tris-Puffer ,Trizma base”, Sigma-Aldrich, St. LouldSA

13



Material und Methoden

Y

YV V V V

Trypanblau, 0,5 % in physiologischer Kochsalzlésung

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Trypsin/EDTA, 0,5 g/l Trypsin (1:250) und 0,2 g/DEA in modifizierter Puck’s
Salzlésung A, Gibco, Paisley, Schottland

Vectastain ABC-kitElite, Vector Labs, Burlingame, USA

Geféal3e, Pipetten und Sonstiges

96er-wells und Deckel, steril, Nalge Company, Retée USA

Cryordhrchen, Nalgene Cryoware “cryogenic vialsalge Company, Rochester,
USA, Cat-Nr. 5000-0012

Dako-Pen, DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Elektrische Pipette, Eppendorf AG, Hamburg, Deutsuh

Falcon Blue Max Tube 15 ml und 50 ml, Becton Dickin Labware,

Franklin Lakes, USA

Humane Chondrozyten (HCHON), proliferierend, Cetflibg, Berlin, Deutschland
Humane Chondrosarkomzellen (SW1353), Bank of bioklgnaterial; Interlab Cell
Line Collection (ICLC), Genua, Italien

Objekttrager und Deckglaschen Super Ftddus, Menzel GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland

Parafilm M, American National Can, Greenwich, USA

Pipetten, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefal3e 0,6 ml, Biozym Diagnostik, Hesdge@tlorf, Deutschland

Sterile Kunststoff-Pipetten Advantage 5 ml, 10 mdél 25 ml, Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, USA

T-25 Zellkulturflaschen BD Falcon (25 érBodenflache) mit Gasaustauschdeckel
und mit ,Blue Plug Seal Cap*“, BD Biosciences, BedfdJSA

T-75 Zellkulturflaschen BD Falcon (75 éBodenflache) mit Gasaustauschdeckel
und mit ,Blue Plug Seal Cap“, BD Biosciences, BedfdJSA

T-175 Zellkulturflaschen BD Falcon (175 &Bodenflache) mit Gasaustauschdeckel
und mit ,Blue Plug Seal Cap*“, BD Biosciences, BedfdJSA
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2.2 Aufbau der Hochdruckanlage fur die Zellversuche

Die Zellversuche mit hydrostatischem Hochdruck (HHiurden an der Hochdruckanlage
Modell 765.0050 (SITEC Sieber Engineering AG Zurichchweiz) durchgefihrt. Die
Hochdruckanlage gliedert sich in zwei funktionélleile, in das Druckerzeugungssystem mit
dem Hochdruck-Autoklaven und in das Druckregeluystesn. An den Autoklaven ist Gber
ein Thermostat ein Wasserbad angeschlossen, Ubedidagewiinschte Betriebstemperatur
der Autoklavenkammer eingestellt werden kann. In darchgefuhrten Versuchen wurden
stets 37 °C gewahlt, so dass die inkubierten Prokeinen zu grof3en Temperatur-
schwankungen ausgesetzt wurden. Die Hochdruckakkage einen Betriebsdruck von bis zu
400 MPa aufbauen. Einen Uberblick tber die weitdemmnischen Daten der Anlage gibt
Tabelle 1.

Tabelle 1: Technische Daten der Hochdruck-Anlage fur diev&eiuche.

Hochdruckanlage

Betriebsdruck Maximal 4000 bar (400 MPa)

Betriebstemperatur Bis 50 °C

Betriebsmedium Wasser

Betriebsspannung 230V
Druckerzeugungsaggregat

Betriebsdruck 4000 bar (400 MPa)

Hubvolumen 4 ml

Betriebstemperatur 20 °C (Raumtemperatur)

Betriebsmedium Wasser

Die Autoklavenkammer hat ein Volumen von 50 mlesinnnendurchmesser von 28 mm und
eine Wandstarke von 40,25 mm. Um Proben zu inkabjewird der Autoklav vorgewarmt
und die Probe in die Autoklavenkammer, in der sééh Ubertragungsmedium befindet,
uberfiihrt. Als Ubertragungsmedium dient ein Wa€3lgkiol-Gemisch im Verhaltnis 1:1. Die
Kammer wird mit einem Schraubdeckel verschlossen,ndit selbstdichtenden Ringen und
Dichtungen ausgestattet ist. Durch leichtes Anziethes Deckels entsteht eine Vorspannung

im Dichtungssystem und der Deckel dichtet sich wunbruck selbstidndig ab. Zur
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Druckerzeugung dient eine Spindelpresse, die miereAutomatik ausgestattet ist, um den

gewinschten Betriebsdruck nach dessen Erreichestdanzu halten. Die Abbildung 1 zeigt

das technische Schema des Hochdruck-Autoklaven.
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2.3 Verwendete Zelllinien

Zylinder

Stopfen
Druckschraube
Handgriff

Seegering

Dichtung

Dichtung

Ring

Druckschraube %2 HP
Druckring ¥ HP
Druckstiick
Distanzscheibe
Axial-Rillenkugellage

Abb. 1: Hochdruckautokla

Fur die Zellversuche mit hydrostatischem Hochdrauckden die folgenden zwei Zelllinien

eingesetzt:

» Primare humane Chondrosarkomzellen (SW1353)

Die Zellen stammen von einer 72 Jahre alten, kasdasn Frau. Sie wurden Uber

Herrn Dr. T. Florio (Abteilung Neurowissenschafté&kBC, Genua, ltalien) von der

.Bank of biological material; Interlab Cell Line Clection® bezogen. (Bezugs-

nummer ICLC HTL99008).

» Humane Chondrozyten (HCHON), proliferierend
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Die Zellen wurden von der Firmgell Lining® (Berlin, D) bezogen (Katalog-Nr.
1110211).

2.4 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte mit Zellen oder Medien erfatgt zur Vermeidung von Kontaminationen
stets unter sterilen Bedingungen. Es wurde mit delmghen unter der sterilen Laminar flow
.Herasafe" (Heraeus, Kendro Laboratory Products Bnilangenselbold, D) gearbeitet. Die
Handschuhe, die Arbeitsflache und alle verwend&efél3e und Flaschen wurden vor der
Benutzung mit 70 %igem Ethanol gereinigt. Fur Ripetchritte wurden sterile Einmal-
Pipetten (5, 10 und 25 ml) benutzt (,Falcon Advaeta Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, USA).

24.1 Herstellung der N&ahrmedien

Alle bendétigten Bestandteile der Nahrmedien wurdenéchst im Wasserbad auf 37 °C

vorgewarmt.

Fur die Chondrozytenkultur wurde DMEM (Dulbecco’ediiied Eagle's medium) mit Hepes
und High Glucose (500 ml, Biochrom KG, Berlin, Dirwendet. Anteilsmafiig wurden 10 %,
bzw. 50 ml FKS (Fetales Kalberserum, Biochrom), isoye 1 %, bzw. 5 m, PenStrep
(Penicillin/Streptomycin, Gibco, Paisley, SchotdgnVitamine und L-Glutamin (Biochrom)
hinzupipettiert und das fertige Medium kurz gesahkie

Fur die Chondrosarkomzellkultur wurde L-15 LeibavMedium (500 ml, Biochrom)
verwendet. Hinzupipettiert wurden ebenfalls 10 %ywb50 ml FKS, sowie je 1 %, bzw. 5 ml
PenStrep, Vitamine und L-Glutamin.

2.4.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in T-25, T-75 und T-175 Kultudtden (BD Falcon, BD Biosciences,
Bedford, USA) kultiviert. In die Kulturflaschen waden je nach Grof3e 5, 10 oder 20 ml
Nahrmedium gegeben. Zwei- bis dreimal wochentlicblgte eine morphologische Kontroll-

untersuchung der Zellen unter dem Lichtmikroskop amschlieBendem Mediumwechsel.
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Hierfir wurde zunachst das alte Medium aus denufildischen herauspipettiert. Es wurde
anschlieRend PBS (Phosphate-buffered saline, SAgdrach, St. Louis, USA) hinzugegeben,
je nach Grof3e der Flasche 2, 3 oder 5 ml, die kéakarz geschwenkt und das PBS wieder
entfernt. Der Waschvorgang mit PBS diente dazulickes Nahrmedium und tote Zellen zu
entfernen. Schliel3lich wurde wieder frisches Naldion® zu den Zellen pipettiert. Die
anschlieende Inkubation erfolgte im Brutschrartku@ction Line“, Heraeus) bei 37 °C und
5 % CQ.

Die Chondrosarkomzellkulturen wurden in Kulturflaea mit einem Plug Seal Cap (Falcon)
kultiviert. Ein Plug Seal Cap ist ein Deckel, deirlen Gasaustausch zulasst. Die Inkubation
der Chondrosarkomzellkultur im Brutschrank soliteAbwesenheit von CLerfolgen, wie es
in der von ICLC mitgelieferten Beschreibung aus#licgh aufgefihrt wurde. Die

Chondrozyten wurden in Kulturflaschen mit normal@asaustausch-Deckel kultiviert.

Die Verdoppelungszeit der Chondrosarkomzellen varae-3 Tagen machte es notwendig,
die Zellen zweimal wéchentlich zu splitten. Die @doozyten wurden alle 10-14 Tage

gesplittet.

2.4.3  ,Splitting” der Zellkulturen

Die Zellen wurden gesplittet, sobald eine Konflugnn 70-80 % erreicht war. Chondrozyten
und Chondrosarkomzellen sind adhérent wachsendenZéenn derartige Zellen zu dicht
wachsen, kommt es zur Kontakthemmung und zu unesg¥iien morphologischen
Veranderungen und zur Dedifferenzierung. Daherdiastauf zu achten, rechtzeitig ein

Splitting der Zellen durchzufuhren.

Zunachst wurde das N&hrmedium aus den Kulturflasdherauspipettiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden 2, 3 oder 5 ml TrydsibirA (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA,

Gibco) hinzugegeben. Die Flasche wurde dann furir8im Brutschrank belassen. Danach
wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop auf Ifel6sung hin beurteilt. Waren noch
adhéarente Zellen zu sehen, so liessen sich dies#gadls durch leichtes Klopfen gegen den
Flaschenboden Iésen. Im Anschluss wurden gleichegile an Nahrmedium hinzugeflgt, um
Trypsin/EDTA zu inaktivieren. Die Zellsuspension nde mit einer Pipette aufgenommen

und entweder in eine groRere Zellkulturflasche filthet, oder zu gleichen Teilen in neue,
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gleich grofRe Kulturflaschen gebracht. Es wurde daonh jeweils soviel Nahrmedium
hinzugegeben, dass sich in jeder T-25 Kulturflasgokgesamt 5, in jeder T-75 Kulturflasche
10 und in jeder T-175 Kulturflasche 20 ml Nahrmexdibefanden.

2.5 Hochdruckinkubation der Zellen in Suspension

Die Chondrozyten und Chondrosarkomzellen wurde®rnckstufen zwischen 50 und 350
MPa mit einer Inkubationsdauer von 10 min bei 37 f€handelt. Fur die Nullkontrolle

wurden die Proben bei Raumdruck belassen. Die Bintiklle wird weiter als Druckstufe 0

MPa bezeichnet. Bei jeder Druckstufe wurden 3 Rrabkubiert. Je Versuchsreihe wurden
Zellen aus drei gut bewachsenen T-175 Kulturflasamé Hilfe von Trypsin/EDTA gel6st

und in ein 50 ml Bluecap-Gefal3 (Falcon) tUberfulbie Zellsuspension wurde fur 10 min bei
250 U/min zentrifugiert, der Uberstand abpipettigrt! das Zellpellet mit 10 ml Nahrmedium
resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde mie Hidfr Neubauer-Zahlkammer (s. u.) die
Zellzahl bestimmt. Anschlie3end wurde der Zellsaspmn so viel Medium hinzugefuigt, dass
sich eine Konzentration von 500.000 Zellen/ml| edfitg. Die Suspension wurde auf dem
Vortexer gut vermischt. Dann wurden in je ein Remldgefald (Biozym Diagnostik, Hess.
Oldendorf) 0,7 ml dieser Suspension pipettiertiass die Gefalle randvoll gefillt waren und
ohne Lufteinschluss verschlossen werden konntenw@rden mit Parafilm umwickelt, um

eine gute Abdichtung zu erzielen. Die so vorbeteite Proben wurden dann dem

hydrostatischen Hochdruck ausgesetzt, je drei Prpbe Druckstufe.

2.5.1 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zalammer

Zuerst wurden die Randleisten der Zahlkammer leldfeuchtet und das Deckglaschen
aufgeschoben. Die Kammer besteht aus neun Quadradite je eine Flache von 1 mMm
besitzen. So ergibt sich ein Volumen von lje Quadrant. Um die Zellzahl zu bestimmen,
wurden aus der zuvor gut durchmischten Zellsuspangitwa 10l mit einer Pipette
aufgenommen. Die Pipettenspitze wurde an den Rasdeckgldschens angesetzt und
langsam entleert. Durch die Kapillarkréafte fllliensdie Zahlkammer (Abb. 2). Dabei war

eine Uber- oder Unterfillung zu vermeiden, da diesAuszahlung hatte verfalschen konnen.

Unter dem Lichtmikroskop wurden die duf3eren viar mEun Quadranten ausgezahlt (Abb.
3). Sie sind jeweils nochmals in sechzehn Quadnaterteilt. Um auf Linien liegende Zellen
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dabei nicht doppelt zu zahlen, wurden nur Zellenabét, die auf einer der beiden inneren

Linien lagen. Die Zellzahl pro ml wurde dann naclyénder Formel berechnet:

Zz=9Z:4x1dx Vvd Zz = Zellzahl/ml gZ = gezahlte Zellen
10" = Kammerfaktor Vd = Verdunnungsfaktor

Die gezahlte Zellzahl wurde durch vier geteilt, dar Quadranten ausgezahlt wurden.
Mogliche Fehler dieses Verfahrens beruhen zum emémriner mangelnden Durchmischung
der Zellsuspension vor der Bestimmung, so dassaRegZellcluster entstehen, zum anderen
in einer zu hohen oder zu niedrigen Zellzahl in &erspension. Um diese Fehler zu
vermeiden wurde auf eine Mindestzahl von 20-30 k@& Zellen geachtet. Die

Zellsuspension wurde zudem vor jeder Probenentnajun@auf dem Vortexer durchmischt.

Weiterhin erfolgte eine Dreifachauszéhlung bei jedellzahlbestimmung, um den Fehler so

gering wie maglich zu halten.
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Abb. 2: Neubauerkammer. Zur besseren Abb. 3: Fadenkreuz der Neubauer-
Darstellung der Zahlkammern sind diese kammer. Ausgezéhlt werden die
mit Trypanblau gefullt. aul3eren vier der neun Quadranten.

2.5.2  Hochdruckinkubation der Zellproben

Zunachst wurden die Hochdruckmaschine und der IHeider die Autoklavenkammer
temperierte, eingeschaltet. Die Temperatur fur Aetoklaven wurde auf 37 °C eingestellt.
An der Hochdruckmaschine selbst konnte die aktuedimperatur des Autoklaven abgelesen
werden. Nach 10 bis 15 min erreichte die Temperd@rC und es wurden je drei der

vorbereiteten Proben zugleich in die vorgewarmtéoRlavenkammer tberfuhrt. Der Deckel
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der Kammer wurde festgeschraubt und die gewilndshiekstufe Uber ein elektronisches
Display eingestellt. Als nachster Schritt wurde iditfe der Handpumpe (Abb.4) Trager-
medium in das System geschleust, um restliche lickstande auszuschlieRen. Danach
wurde das Ventil 3 (Abb. 4) geschlossen und mit idandpumpe manuell ein Vordruck
aufgebaut, der als aktueller Druck im Autoklaver @em elektronischen Display oberhalb
der Zieldruckangabe abzulesen war. Nachdem anBehite ebenfalls Ventil 1 (Abb. 4)
verschlossen wurde, konnte schlieRlich die Autoknaingeschaltet werden. Uber eine
Hydraulik wurde nun Druck aufgebaut bis der Ziettkerreicht war. Der Druckaufbau
bendétigte je nach Druckstufe 20 bis 60 Sekundem.Zdedruck wurde fur 10 min konstant
gehalten (+/- 0,1 MPa). Fur den Druckabbau wurdeehbst die Automatik abgeschaltet und
dann die Hydraulik heruntergefahren, bis der aktu@ruck 0 MPa erreichte und der
Druckzylinder vollstéandig zurtickgefahren war. Deutkabbau erfolgte dabei in der gleichen
Zeit wie der Druckaufbau. Hiernach wurden die Menti und 3 wieder gedffnet, der Deckel
vom Autoklaven geschraubt und die inkubierten Pndk@nnten zur Auswertung entnommen

werden.

. T

V3
B1

B1: Hochdruckautoklav
B2: Druckausgleichsbehalter

P1: Spindelpresse
P2: Handpumpe

V1 Ventil 1

V2. Ventil 2

V3: Ventil 3

V4. Ventil 4

V5: Ventil 5

TC: Temperaturregler

Abb. 4: Skizze des Druckerzeugungssystems mit Hochdrudki#av und Druckregelung.

2.6 Hochdruckinkubation adharent wachsender Zellen

Um bei Untersuchungen von adharenten Zellenirdidtro-Bedingungen maoglichst derer
vivo anzunahern, wurden humane Chondrozyten und hu@bhoadrosarkomzellen auf mit
Fibronektin beschichtete 96er-Wells (Nalge Compdtgchester, USA) ausgesét, bevor sie
der HHD-Inkubation zugefuhrt werden. FibronektimNjHst ein Bindeprotein, welches Inter-

aktionen zwischen Zellen und der extrazellulareriritdasowie Matrix-Matrix-Interaktionen
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vermittelt [Loeser, 2000: 109; White et al., 20@81]. In vivoist FN fur die Proliferation und
Differenzierung von mesenchymalen Zellen notwendigd an der Formation von
Knochengewebe beteiligt [Garcia et al., 1998: 43W8iss et al., 1980: 2074 und 1981: 634-
636]. In vitro-Versuche konnten eine beschleunigte und verbessAdhéasion von
Chondrozyten an Kulturgefal3e aufzeigen, die zuvibiAN beschichtet wurden [Bhati et al.,
2001: 79-81; Imoto et al., 2002: 41-43].

Zwei einzelne Wells zusammen wurden in je ein (Ryitwchen (Cryogenic Vials, Nalge

Company, Rochester, USA) uberfihrt und der Hochdnkeibation zugefiihrt. Dabei wurden

sowohl die Chondrozyten wie auch die Chondrosarledierz in Druckstufen zwischen 50

und 200 MPa behandelt. Fur die Nullkontrolle wurdéie Zellproben bei Raumdruck

belassen. Die Inkubationsdauer betrug analog detbbtion der suspendierten Zellen jeweils
10 min (37 °C). Es wurden auch hier bei jeder Dstiefe 3 Proben inkubiert.

2.6.1 Probenvorbereitung und Hochdruckinkubation adharent wachsender Zellen

Die Arbeitsschritte erfolgten stets unter steriBedingungen unter der Laminar flow. Aus
den steril verpackten 96er-Wells wurden zunachst &ells aus der Well-Platte
herausgebrochen, um einzelne Wells zu erhaltenviEden dann so viele Wells wieder auf

die Well-Platte aufgesteckt, wie flr eine Versueiltse benotigt wurden.

Als nachster Schritt erfolgte die Beschichtung Ritronektin. Die Fibronektin-Stammlésung
hatte eine Konzentration von 1Q@/ml. Aus der Stammlésung wurden zunachst 00
entnommen und in ein Reaktionsgefal? tberfuhrt, weslanit sterilem Aqua dest. auf 1 ml
aufgefullt wurde. Aus dieser Losung wurden zur Bedaung wiederum 100l entnommen
und in jedes einzelne Well pipettiert, so dass gedéell mit 1 ug. Fibronektin beschichtet
wurde. Es erfolgte eine Inkubation fiir 24 h bei®<C. Danach wurden die Uberstande
abpipettiert, die Wells mit PBS gewaschen und diled konnten ausgesét werden. In jedes
Well wurden etwa 10.000 Zellen pipettiert, bei eimef die Konzentration von 100.000
Zellen/ml eingestellten Chondrozyten- bzw. Chondrksmzellsuspension (Abb. 5). Die
Wellplatte wurde nach der Aussaat fur 24 StunderBmrtschrank belassen, damit sich die

Zellen absetzen und an Fibronektin binden konnten.
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Nach Ablauf der 24 Stunden wurde zunédchst das Anseat der Zellen unter dem
Lichtmikroskop Uberpriift. Uberschiissiges Medium deuentfernt und jedes Well mit 100
PBS gespult, um nicht adharente Zellen zu entferdanach wurden die einzelnen Wells mit
Nahrmedium vollstandig aufgefiillt und einzeln mar&ilm abgedichtet. Je zwei dieser
Wells wurden in ein Cryo-Réhrchen udberfihrt, wekheum Ausschluss von Luft
anschlielBend mit Aqua dest. aufgefillt und dannegzagraubt wurde (Abb. 6). Die Cryo-
Rohrchen wurden mit Parafilm umwickelt und die Rmolikonnten mit Hochdruck behandelt
werden. Die Hochdruckinkubation der adharentenesed#rfolgte im weiteren Verlauf wie
unter Punkt 2.4.2 beschrieben.

Abb. 5: In einzelne ,Wells* ausgesate Abb. 6: Cryo-Rohrchen. Das linke ist leer,

Zellen. Die ,Wells* wurden zuvor mit das rechte ist mit zwei Zellbewachsenen
Fibronektin beschichtet. Wells bestlckt, die mit Medium aufgefuillt

und mit Parafilm umwickelt wurden.

2.7 Auswertung des Effektes der Hochdruckinkubatiorder Zellen

Um die Effekte der hydrostatischen Hochdruckinkigmatauf Chondrozyten und Chondro-
sarkomzellen zu erfassen, erfolgte zum einen diegmtuale Bestimmung von vitalen und
avitalen Zellen direkt im Anschluss an die Hoch#hehandlung mit dem Trypanblau-Test
[Mishell et al., 1980: 1-25]. Zum anderen wurde [24pater mit den Zellen in Suspension
eine Fluoreszenz-Messung im FACS (FluorecenceatetivCell Sorter) mit Annexin V (AN)
als Apoptosemarker und Propidiumiodid (P1) als Markir destruierte Zellen durchgefihrt
[Bronckers et al., 2000: 267-72; Koopman et al94t9415-20; Moore et al., 1998: 265-78;
Reutelingsperger et al., 2002: 123-32].
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2.7.1 Bestimmung der Zahl vitaler und avitaler Zelén mit dem Trypanblau-Test

Trypanblau ist ein Farbstoff, der haufig zur Di#iezierung vitaler und avitaler Zellen
herangezogen wird. Trypanblau kann bei zerstormv. ldefekter Membran (leakage) in
Zellen permeieren und bindet dort an intrazellulRreteine. Unter dem Lichtmikroskop
resultiert eine dunkelblaue Farbung avitaler Zellgahrend vitale Zellen weild erscheinen.

Um den prozentualen Anteil lebender und toter Zelach der Hochdruckinkubation zu
bestimmen, wurde die Zellzahl ebenfalls wie untet.22 beschrieben mit der Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Hierfir wurden zuvor eine tamte Menge Trypanblau und eine
bestimmte Menge der Zellsuspension in ein Reakgigid® zusammenpipettiert und auf dem
Vortexer gut durchmischt. Bei den Versuchsreihemn aein Zellen in Suspension wurden

10 ul der Zellsuspension zu 40 Trypanblau pipettiert.

Um den Trypanblau-Test bei den an Fibronektin agitén Zellen durchzuftihren, wurden
zunachst die Uberstande der einzelnen Wells nachHibehdruckinkubation in 0,7 ml
Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Die Zellen, die am BadlenWells adharent waren, wurden mit
Trypsin/EDTA abgeldst und in die entsprechendenkRaasgefal3e hinzupipettiert. Diese
Suspension wurde fir 10 min bei 250 U/min zentiduy der Uberstand verworfen und das
Pellet in 100ul Nahrmedium resuspendiert. Hieraus wurden zurzablbestimmung je 3(l

entnommen und je 3@ Trypanblau hinzugefigt.

Es wurde dann weiter verfahren, wie unter 2.4.1clyésben. In der Berechnungsformel
musste der Verdunnungsfaktor durch die Zugabe wypahblau beriicksichtigt werden. In
den vorliegenden Versuchen wurden zupgdrypanblau 10ul Zellsuspension sowie zu 30
ul Trypanblau ebenfalls 30l Zellsuspension gegeben, so dass die Verdinningzw. 1:2,

der Verdunnungsfaktor also 5 bzw. 2 betrug.

2.7.2 Messung der Annexin V-Bindung und Propidiumiodid-Aufnahme im
Fluorescence-activated Cell Sorter (FACS)

Die in Suspension mit HHD inkubierten Zellproben rden einer Annexin V- und
Propidiumiodid-Fluoreszenzmessung im FACS untempgen die Auswirkungen einer
HHD-Behandlung auf Apoptose und Zelltod zu untelnsuc Die Fluoreszenz-Messung mit
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Annexin V ist neben dem TUNEL-Assay [Lizard et 4l997: 61; Loo et al., 1998: 251-64;
Moore et al. 1998: 265-78] die gangigste Methode, Aboptoserate von chondralen und

ossaren Zellen zu bestimmen.

2.7.2.1 Prinzip der FACS-Messung

Apoptotische Zellen verlieren ihre Zellmembranpitédr Diese wird durch den sogenannten
Flip-Flop-Mechanismus aufrechterhalten. Tretenetelh den Apoptosezyklus ein, so erliegt
dieser Mechanismus und an der aul3eren Membran kozsn#u einer Anhaufung von
Phosphatidylserin (PS), welches sich normalerwaisder inneren Membran befindet und als
friher Marker des apoptotischen Zelltods angesahieh[Bratton et al., 1999: 28113; Frasch
et al.,, 2004: 17625; van Engeland et al., 1998:Dijtch diese PS-Prasentation wird die
Phagozytose apoptotischer Zellen getriggert [Brabal., 1999: 28113]. Annexin V (AN)
besitzt die Fahigkeit, hochaffin an PS zu bindemrynkiewicz et al., 1998: 33-36; van
Engeland et al., 1998: 1]. Wird AN mit einem Fluseenz-Marker konjugiert und zu einer
Zellprobe hinzugegeben, so wird sich AN mit dem uyelenen Marker an apoptotische
Zellen binden, die PS prasentieren. Vitale Zelledsentieren kein PS. So entsteht je
apoptotischer Zelle ein Fluoreszenz-Signal, welchias einem Durchflusszytometer

quantifiziert und dargestellt werden kann.

Die zuséatzliche Messung von Pl dient der Differenang zwischen Zellen, die sich in der
Apoptose befinden und bereits toten Zellen, bzwlttdenmern. PI interkaliert mit DNA-

Doppelstrangen, d. h. Pl baut sich zwischen Nuk#inen ein, kann bei intakter Membran
allerdings nicht in die Zelle permeieren, so dass 8indung mit messbarer Fluoreszenz nur
bei zerstorter Zellmembran mdglich ist. So sind ddeem Doppelsignal in der Messung von
Pl und AN die Zellen nicht apoptotisch, sondern gsi¢issen bereits eine Membran-

undichtigkeit aufweisen bzw. sie sind zerstort.

Fur die Fluoreszenz-Messungen am FACS (FACSCaliBeetion Dickinson, Franklin Lakes,

USA) wurde das Annexin-V-FLUOS Staining Kit (Rocbeéagnostics GmbH, Penzberg, D)
verwendet. An AN ist bei diesem Kit Fluorescein kgyert, welches bei einer Wellenlange
von 488 nm angeregt wird. Die Extinktion liegt B4i8 nm. PI besitzt eine Eigenfluoreszenz,

die bei einer Wellenlange von 488-540 nm angeragt. \Wie Extinktion liegt bei 617 nm.
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2.7.2.2 Hochdruckinkubation der Zellen fir die FACSMessung

Die Hochdruckinkubation der Zellproben fur die ANg®immung erfolgte zunachst wie unter
Punkt 2.4.2 beschrieben. Es wurden nur Chondrozyted Chondrosarkomzellen in
Suspension durchflusszytometrisch untersucht. BikaBdlung erfolgte in Druckstufen bis
200 MPa. Fur die Nullkontrolle wurden die Zellen Baumdruck belassen. Im Anschluss an
die Hochdruckbehandlung wurden die Proben aus deokfavenkammer enthommen und
direkt in ein Ethanolbad (70 %) gebracht, um einentdminierung zu verhindern. Aus
diesem Ethanolbad wurden die Proben erst unteta®inar flow entnommen. Die Zellen
aus den einzelnen ReaktionsgefaRen wurden danDryekstufe gesondert, in eine T-75
Kulturflasche pipettiert und diese mit Nahrmediuaf &0 ml aufgefillt. Es wurden also etwa
1 Mio Zellen je Druckstufe rekultiviert. Die Kultilaschen wurden dann fir 24 h im

Brutschrank belassen.

2.7.2.3 Probenvorbereitung und FACS-Messung

Nach 24-stindiger Inkubation der rekultivierten I@elim Brutschrank wurden nach der
Begutachtung unter dem Mikroskop zunachst die Uhede aus den Kulturflaschen
abpippetiert und je Druckstufe gesondert in einaziheschriftetes 15 ml Falcon ,Blue Max
Tube* Uberfuhrt. Die Zellen wurden dann mit Hilfeorv Trypsin/EDTA abgel6ést und
ebenfalls in das der Druckstufe entsprechende ,BMax Tube" gebracht. Diese
Suspensionen wurden dann fiir 10 min bei 250 U/raitirfugiert, der Uberstand verworfen
und das Zellpellet mit 5 ml Nahrmedium resuspendidieraus erfolgte dann je Druckstufe

bzw. Gefald gesondert eine Zellzahlbestimmung.

Die Zellen wurden weiter auf vier FACS-Rdhrchemjeickstufe aufgeteilt. Dabei sollte sich
in allen FACS-Ro6hrchen etwa die gleiche absolutkz@el befinden. In den vorliegenden
Versuchen betrug die Zellzahl immer etwa 200.000 PACS-RoOhrchen. Die Réhrchen
wurden fir 5 min bei 300 U/min zentrifugiert, undrdJberstand entfernt. Die Zellpellets in
den einzelnen Rohrchen wurden mit je BQder entsprechenden Reaktionslosungen fir die

FACS-Messung resuspendiert.

Die Reaktionslosungen wurden zuvor in den bendtigfenzentrationen hergestellt. Als

Grundsubstanz der Reaktionslosungen diente der itmerikhaltene Inkubationspuffer, mit
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dem ebenfalls die Grundfluoreszenz bestimmt wurd@ir die Messungen der
Chondrosarkomzellen wurde eine Konzentration vop@®@N je 1 ml Reaktionslésung bzw.
von 2,5ug Pl je 1 ml Reaktionslésung eingestellt, flr deighzeitige Messung von AN- und
Pl-Fluoreszenz dementsprechend eine Konzentraton20 ug AN und 2,5ug Pl je 1 ml
Reaktionslésung. Die Chondrozyten bendtigten hidosizentrierte Reaktionslosungen von
30 ug AN bzw. von 1Qug PI je 1 ml Reaktionslésung, zur gemeinsamen Megaiso 3Qug
AN und 10ug PI je 1 ml Reaktionslésung.

Die Proben wurden dann fur 15 min im Dunkeln beumgemperatur inkubiert. Nach der

Inkubationszeit wurden zu jedem FACS-Ro6hrchen gDthkubationspuffer hinzugegeben,

die Suspension auf dem Vortexer kurz vermischt diedProben konnten am FACS-Gerat
durchflusszytometrisch ausgewertet werden. Da® dgihrchen diente dabei der Messung
der Grundfluoreszenz, das zweite der AN-Messung diitte Rohrchen der PI-Messung, mit
der vierten Probe wurden sowohl die AN- als auah Rli-Fluoreszenz bestimmt. Fir die
Auswertung wurde vom Geréat die Zellsuspension amgmz. Jede dabei durchfliessende

Zelle entsprach einem Signal und je Réhrchen wulde®00 Signale gezahilt.

2.8 Morphologische Bewertung hochdruckbehandelter Zelle mittels konfokaler
Lasermikroskopie

Die Chondrozyten und Chondrosarkomzellen in Suspensurden morphologisch an einem
konfokalen Lasermikroskop (Axiovert 35, Zeiss, Jemmtersucht. Dabei erfolgte eine
Fotodokumentation der jeweiligen Nullkontrolle umach einer Behandlung bei 200 MPa (10
min, 37 °C). Zusatzlich erfolgte eine Fotodokum&atader Chondrosarkomzellen nach 150
MPa.

2.9 Auswertung der Vitalitatsanalyse mittels TrypanblauTests und der FACS-

Messungen

Die Ergebnisse der einzelnen Messungen wurden tgimils Fehler wurde das Konfidenz-
intervall der 95 %-Perzentile (p=0,05) berechnetr Mittelwert der Nullproben wurde als
100 % definiert. Die Uberlebensrate der Zellen naehjeweiligen Druckbehandlung wurde

prozentual dazu angegeben.
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Die 50 %-Uberlebensrate der Zellen wurde grafisestimmt. Fiur jede einzelne Messreihe
wurde ein Graph angefertigt und der 50 %-Wert adspai. Die erhaltenen Werte wurden
gemittelt. Der Fehler wurde anhand der Standardaibnweg angegeben.

Die Ergebnisse der vier einzelnen FACS-Messreihean vChondrozyten und
Chondrosarkomzellen wurden gemittelt, als Fehledeulie Standardabweichung berechnet.

2.10 Biomechanische und immunhistochemische Eigenschafte#on Knorpelgewebe

nach hydrostatischer Hochdruckinkubation

Um die mechanischen Eigenschaften von Knorpelgewelbeund nach einer Hochdruck-
behandlung zu testen, wurden jeweils 30 Knorpekmohus den medialen und lateralen
Femurkondylen, sowie aus den medialen und laterdiéemisken paariger boviner
Kniegelenke (Abb. 7) gewonnen, so dass insgesattPt@ben ausgewertet wurden. Dabei
dienten je 10 Proben als Kontrollproben, je 10 Brolwurden mit 300 MPa und je 10 mit 600
MPa behandelt. Alle Proben wurden aus insgesanftvigEnschiedenen Individuen gewonnen.
Die Entscheidung, bovine Kniegelenke zu verwendEg zum einen in der guten
Verfugbarkeit begriindet, das Kniegelenk bot weitennit Kondylen und Menisken zwei
verschiedene Knorpelarten und Rinder sind zum dekpder Schlachtung jung und etwa
gleich alt. Die Kniegelenke wurden in frischem Zust von der FleischgrofZhandlung
Anzenberger, Munchen, direkt nach der Schlachtuegodpen. Sichtbare degenerative
und/oder traumatische Knorpelschaden waren einohlissskriterium fir die Testung. Direkt
nach der Probengewinnung wurden die Proben in @éskupie-Losung (Purisole SM,
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, D) uberfuihrt. Dgeschah um eine Austrocknung und
auf Grund der zum Knorpel isotonischen Eigenschaftier Losung ebenfalls ein
Anschwellen des Knorpels zu verhindern. Die Hochklbehandlung wurde fir 10 min bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Nach der Inkubationden die Knorpelproben an einer
Universalprifmaschine (zwickil120, Zwick, Ulm, D) ufa ihre biomechanischen
Eigenschaften hin getestet. Dies erfolgte durclerei8tress-/Relaxationsversuch. Die mit
Hochdruck behandelten Proben wurden dabei mit warmbditen Kontrollproben aus dem
paarigen Kniegelenk verglichen. Die einzelnen Velnguwurden jeweils vollstandig an einem

Tag durchgefiuhrt, so dass die Proben nicht einggiraverden mussten.
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2.10.1 Gewinnung der Knorpelproben

Zunachst wurde mit Hilfe eines Operationsbesteckiess Kapsel-Band-Apparat der
Kniegelenke entfernt und das Gelenk exartikulien, die Femurkondylen und die Menisken
freizulegen. Aus jedem Kondylus und Meniskus wurgémdardisiert drei Knorpelproben
entnommen (Abb. 8 und 9). Dies erfolgte mit Hilfees Locheisens mit einem Durchmesser
von 10 mm (Abb. 10), so dass Knorpel-Knochenzylinbzw. Knorpelzylinder mit einem
Durchmesser von ebenfalls 10 mm aus den KondylenMenisken herausgestanzt werden
konnten. Die herausgestanzten Proben wurden danndeo subchondralen Seite bzw.
Meniskusunterseite her auf eine definierte Dicka ¥anm plan zugearbeitet. Hierfir wurde
ein hohlrunder Stahlzylinder verwendet, der 10 moohhwar und dessen Innendurchmesser
mit 10 mm dem Durchmesser der Knorpel-Knochen-Zgmentsprach. In den Hohlzylinder
konnte ein Stempel von 6 mm L&nge eingesetzt westedass eine Nut mit 4 mm Tiefe und
10 mm Durchmesser resultierte (Abb. 11). Die Prokemnten dann mit der Knorpelober-
flache voran in die Nut eingebracht werden. MiteenHistomesser (Prep Blades, Edward
Weck & Company, Inc. Research Triangle Park, NewkY®SA) wurden die Meniskus-
Proben dann von der Unterseite her plan in HoheSdialslzylinders geschnitten, so dass sie
die gewlnschte Probendicke von 4 mm erreichten sDiechondrale Knochen der Kondylen-
Proben wurde mit einer Handsdge abgesagt und daéchieiiberstehende Gewebe mit
Schmirgelpapier abgeschliffen. Die Abbildungen I#1 U3 zeigen die fertig bearbeiteten
Knorpelproben.

Abb. 7: Bovines Kniegelenk. Im Bild
links erkennt man Teile des femoralen
Knorpels, nachdem die Kapsel ertffnet
wurde (mit Pfeil markiert).
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Abb. 8: Aufsicht auf die herauspraparierten
Menisken eines bovinen Kniegelenkes. Die
Entnahmestellen der Proben sind markiert.

Abb 9: Aufsicht auf die Kondylen eines
bovinen Kniegelenkes nach Exartikulation
und Praparation. Die Entnahmestellen der
Proben sind markie

Abb. 10: Henkellocheisen. Durchmesser
10 mm.

Abb. 11: Stahlzylinder zur Bearbeitung der

Knorpelproben. Eine Probe kann in die Nut
positioniert und dann mittels Handsage
(osteochondrale Proben) oder Messer
(Meniskus-Proben) auf eine Dicke von 4

mm gesagt bzw. geschnitten werden.
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Abb. 12: Zylinder aus dem medialen
Meniskus eines bovinen Kniegelenkes.
Ho6he 4 mm, Durchmesser 10 mm.

Abb. 13: Osteochondrale Zylinder aus
dem medialen Femurkondylus eines
bovinen Kniegelenkes. Hohe 4 mm,
Durchmesser 10 mi

2.10.2 Hochdruckanlage und Hochdruckinkubation deiKnorpelproben

Die Versuche wurden an der Hochdruckanlage HDR ZMQRECORD Maschinenbau
GmbH, Koénigsee, D) durchgefuhrt (Abb. 14). Die Mase kann Driicke von bis zu 600
MPa aufbauen. An die Hochdruckeinheit ist ein Thestat (K10, Haake, Dreieich, D)
angeschlossen, Uuber den die Temperatur des in dercckikammer befindlichen
Ubertragungsmediums eingestellt werden konnte. Bisertragungsmedium diente ein
Wasser/Glykol-Gemisch im Verhdltnis 1:1. Die Hoakzkversuche mit Knorpelproben
wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Der Hydkduick konnte mittels eines
Drehrades manuell eingestellt und der aktuelle RWatendruck tber eine Anzeige abgelesen

werden. Die Maschine hielt einen eingestellten Rikanstant.

Die fertig bearbeiteten Proben, jeweils drei gersam, wurden direkt in ein mit
Arthroskopie-Losung gefulltes 15 ml ,Blue Max Tubgébracht. Die Tubes wurden bis zum

Rand mit Arthroskopie-Losung aufgefullt, so dass Deckel luftdicht aufgeschraubt werden

31



Material und Methoden

konnten. Um die Deckel wurde Parafiim gewickelt.eDiProben konnten nun in die
Autoklavenkammer gebracht werden und wurden fiumi® bei entweder 300 oder 600 MPa

behandelt. Druckauf- und Druckabbau erfolgten gi@iafdig innerhalb von 60 s.

Medium ' Abb. 14: Hochdruckanlage.
L ~ I Die Druckkammer und das
" Praparat o Wirkprinzip sind schematisch

vergroRert dargestellt.

2.10.3 Biomechanische Testung der Knorpelproben

Die Knorpelproben wurden einzeln mittels einer émsalprifmaschine (zwickil120, Zwick,
Ulm, D) getestet. Hierflir wurden lber einen an dimaftmessdose angebrachten Stempel,
der am unteren Ende ein Stahlkugel (Durchmessemd ais Druckibertrager besalf3, funf
axiale Belastungszyklen je Probe durchgefuhrt (Ab®). Der Stempel drickte dabei die
Probe bis zu einer definierten Vorbelastung von N,5ein. Diese Position wurde als
Ausgangsposition definiert. Von hier ausgehend wwethe definierte Maximalkraft von 7,0
N aufgebaut und der Stempel verblieb fur 60 s @seli Position. Hiernach fuhr der Stempel
auf eine definierte Endposition zurlick. Diese wugdeicht, wenn die gemessene Kraft 0,1 N
betrug. Der Stempel verblieb fir weitere 60 s iesdr Endposition, bevor er danach wieder
eine Vorkraft von 0,5 N aufbaute, diese Positiareue Ausgangsposition definierte und der
Zyklus analog des ersten Belastungszyklus von nebegann. Insgesamt wurden finf
solcher axialen Zyklen je Probe hintereinander ligefihrt. Die gemessenen Krafte wurden

Uber einen angeschlossenen Computer kontinuiedidigezeichnet. Aus den Messwerten
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konnten die Zyklen spéater grafisch dargestellt wardveiterhin wurden aus den Werten die
biomechanischen Kriterien ,Steifigkeit”, ,Kraft ande der Relaxation* und ,Eindringtiefe

bis Fnax bestimmt.

Fmax=7N
Abb. 15: Schematische Darstellung der
biomechanischen Testung. Die getesteten
Proben hatten jeweils einen Durchmesser (d)
von 10 mm und eine Hohe (h) von 4 mm.
B . Die Kugel am Ende des Stempels besal}
=omm

einen Durchmesser von 5 mm. Es wurden
funf axiale Belastungszyklen mit einer
Maximalkraft (Fma) von 7 N hintereinander

\\_// durchgefiihrt.

h=4mm

Y

d=10mm

A
Y

2.10.4 Auswertung der biomechanischen Testung d&norpelproben

In der Abbildung 16 ist ein Versuchszyklus grafistdrgestellt. Wahrend der Stempel die
definierte Maximalkraft von 7 N aufbaute, wurde @&isifigkeitsmodul (N/m) berechnet. Die

Berechnung erfolgte in dem Bereich zwischen 3 umdl ®er wahrend der darauffolgenden
Relaxation zu verzeichnende Kraftabfall wurde geseesund die Kraft am Ende der

Relaxation (N) bestimmt. Ebenfalls wurde die Eindtiefe (mm) bestimmt, die bendtigt

wurde, um die Maximalkraft (fz,) aufzubauen. In der Auswertung, die mit Hilfe der
Software MatLab (Version 6.5, Mathworks, USA) egtal, interessierte insbesondere der
Vergleich zwischen unbehandelten und hochdrucklugigen Proben.

Medialer und lateraler Kondylus, sowie medialer uUatkraler Meniskus wurden getrennt

ausgewertet. Fur jeden der funf Zyklen wurden digteMverte der 10 Probenserien von

Steifigkeit, Relaxation und Eindricktiefe bisyk berechnet. Als Fehler wurde die
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Standardabweichung angegeben. Fir die Signifikasttiihg wurde der Students-t-Test flr
unverbundene Stichproben durchgeftihrt. Das Sigmizkiveau wurde auf p=0,05 gesetzt.

Kraft [N]

‘/Q_l —— Kraft
Weg
or r’_ @~ Maxima M

--@- Absolutes Minimum pro Zyklus

--#- Relaxation
1 [ [ [ T T

0 100 200 300 400 500 600
Zeit [t]

Abb. 16: Grafische Darstellung eines Versuchszyklus einéebandelten Probe aus dem
Femurkondylus. Die Steifigkeit der Probe wurde bdéiafbau der Maximalkraft (7 N)
zwischen 3 und 6 N ermittelt. Dabei wurde die Eimtttiefe des Stempels ermittelt, die
benétigt wurde, um die definierte Maximalkraft zireechen. Die Kraft am Ende der
Relaxation wurde nach der Haltezeit von 60 s eethitt

2.10.5 Immunhistochemische Untersuchungen der Knogdproben

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen desrget® wurden Proben aus den
medialen Kondylen und medialen Menisken von vierseleiedenen Individuen untersucht.
Aus jedem Meniskus und Kondylus wurden jeweils z®Rebben entnommen, wobei eine
Probe bei 600 MPa hochdruckbehandelt wurde, wieruth®.2 beschrieben, und die zweite
als Kontrollprobe diente (unbehandelt). Direkt inms&hluss an die Hochdruckinkubation
wurden die Proben in 100 %iges Methanol Uberfuhd filr 7 Tage (Meniskus) bzw. fir 10
Tage (Kondylus) bei 4 °C fixiert. Die Kondylen-Peosb wurden nach der Fixierung vier
Wochen lang unter Schitteln bei Raumtemperatur UtBslFMisch-Tisch, ,Titramax/
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Inkubator®, Heidolph Instruments, Schwabach, D} i#higer EDTA-LOsung (Sigma-Aldrich)
entkalkt. Die EDTA-LGsung wurde alle zwei Tage erew.

2.10.5.1 Anfertigen von Gefrierschnitten der Knorpéproben

Die Gefrierschnitte wurden an dem Kryomikrotom HMIO50MV (Microm, Walldorf, D)
angefertigt (Abb. 17). Nach der Fixierung bzw. Efitking wurden die Proben in 5 %ige
Sucrose-Losung (@)-Sucrose, Fluka, Buchs, D) uberfuhrt und fur 24eh 4 °C gelagert.
Zum Anfertigen der Schnitte wurden die einzelneoben aus der Sucrose-Ldsung entfernt,
hochkant auf ein Objekttischchen aufgebracht undHiife eines Einbettmediums (Tissue
freezing medium, Jung, Nussloch, D) auf der Scheéierplatte des Geréates aufgefroren.
Der Objekthalter mit der aufgefrorenen Probe wudden in eine auf —20 °C gekihlte Halte-
vorrichtung eingebracht. Die Probe wurde zunachst, Trimmschnitt* mit einer Schnitt-
starke von 50 um bearbeitet, bis das Praparatgdgnehmafiige glatte Schnittflache aufwies.
Von jeder Probe wurden dann 24 Kryo-Schnitte mibeei Schnittstarke von 12 pm
angefertigt, wobei je zwei Schnitte auf einen Otijékger aufgebracht wurden. Die Objekt-

trager mit den Schnitten wurden bis zur immunhisémsischen Farbung bei —20 °C gelagert.

Abb. 17: Ansicht des Kryotoms mit Blick
in die Schneidekammer. Links im Bild
befindet sich die Schnellgefrierplatte. Im
Zentrum die Objekthalterung, davor die
Schneidevorrichtung.

2.10.5.2 Immunhistochemische Anfarbung der Gefrierschnitte

Um einen prazisen Vergleich zwischen unbehandeitehhochdruckbehandelten Proben zu
erreichen, war bei der immunhistochemischen FarldiegEinhaltung der exakt gleichen
Antikoérper-Inkubationsvolumina und Inkubationszeiteotwendig. Um dies zu gewahrleisten
wurden die Gewebeschnitte mit Hilfe des Leica-Imosiainers 5050 (Leica, Heidelberg)

angefarbt. Schnitte der Meniskus-Proben (Faserlehoymd der osteochondralen Kondylen-
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Proben (Gelenkknorpel) wurden auf die Kollagene Typll und Ill, sowie auf die
Proteoglykane Versican, Aggrecan und Link-Proteigedarbt (Tab. 2).

Abb. 18: Mit Objekttragern bestlckte
Farbekammer des Leica Immunostainers.
Die fur die Farbung bendtigten Enzyme
und Antikdrper wurden in die Facher in
der Mitte eingebracht.

Mit einem Dako-Pen (DakoCytomation, Glostrup, Daaeéh wurde zunachst eine dinne
Linie um die Praparate auf den Objekttragern gezogen ein zu rasches Ablaufen der
Inkubationslésungen von den Schnitten zu verhindenschlieRend wurden die Objekttrager
auf die entsprechenden Halterungen der Farbe-Kamgeéracht (Abb. 18). Vor der
Enzymbehandlung zur Freilegung der entsprechengéafde erfolgte eine Rehydrierung der
Schnitte mit PBS+Tween fur 5 min und anschliel3and Refixierung in Methanol (100 ml +
1 ml 30 % HOy) fir 30 min, an die sich drei Waschschritte mitS3Bween fur je 5 min
anschlossen. Die Enzymbehandlung erfolgte fur 30lmei 37 °C. Fur die Kollagene |, 1l und
Il wurde Hyaloronidase (1,5 U/ml)/ ChondroitinieaABC (0,25 U/ml) eingesetzt, fur
Versican Chondroitinase ACII, sowie fur Aggrecarm wmnk-Protein Chondroitinase ABC (s.
Tab. 2). Nach der Enzymbehandlung erfolgten dretene Waschschritte mit PBS+Tween
fur je 5 min bevor die Schnitte fir 60 min mit Rfeserum inkubiert wurden, um eine
unspezifische Proteinbindung zu blockieren. Diechhs3ende Primérantikorper-Inkubation
(s. Tab. 2) erfolgte ebenso wie die nach einem W&duitt (s. o0.) folgende
Sekundarantikorper-Inkubation (Vectastain ABCHklite) fir 30 min bei Raumtemperatur.
Kontrollproben wurden mit PBS an Stelle des Primtkérpers inkubiert, so dass spater die
spezifische Anfarbung bewiesen werden konnte. \fat mach der Applikation des ABC-
Komplexes aus dem Vectastatin ABC-kit erfolgten gdsv erneute Waschschritte (s. 0.).
Schlief3lich wurden die Schnitte fir 4 min mit DABi&éminobenzidin) gefarbt.

Vor der Anfarbung von Aggrecan und Link-Protein veame Vorbehandlung der Schnitte in

Form einer Reduktion und Alkylierung notwendig. DReduktion, die der Freilegung der
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Epitope dient, erfolgte mittels 10 mM DTT (1,4-Dathreitol, Boehringer, Mannheim) fir 2
h bei 37 °C. Die Alkylierung, die zur Stabilisiegigebrochener Disulfid-Bindungen flhrt,
erfolgte im Anschluss mittels 40 mM lodacetamidy(8a) fur 1 h bei ebenfalls 37 °C.

Nach der Farbung mit DAB erfolgte die Gegenfarbting20 s mit Meyers Haematoxylin.
Hiernach wurden die Objekttrager mit den gefartSehnitten fir je 5 min in zwei Wasser-
bader hintereinander gebracht, um tUberschissigesataxylin zu entfernen. Es erfolgte die
Entwasserung der Proben in einer aufsteigendenhélkeihe (Ethanol 70 % - 80 % - 90 % -
100 % - 100 %) und schlielich in Xylol (100 % -01%). Die Inkubation erfolgte fur jeweils

5 min. Abschliel3end wurden die Proben auf den Qivgdern mit Hilfe eines Kunstharzes
(DPX Mountant for histology, Fluka, Buchs) und Dgldschen ,eingedeckelt”. Die
Objekttrager wurden fir 7 Tage flach gelagert, @meh das Harz an Festigkeit gewann und

seine beste optische Klarheit erreichte, bevoHis¢ologien fotografiert werden konnten.

Antigen Antikdrper | Verdunnung | Eingesetzte Enzyme |Bezugsquelle

Hyal (1,5 IU/ml) & .
Kollagen | Col 1l 1:2000 Sigma
ChABC (0,25 1U/ml)

Hyal (1,5 IU/ml) &
Kollagen Il CIICI 1:5 DSHB
ChABC (0,25 IU/ml)

Hyal (1,5 IU/ml) & PD Dr. med. Stefan Milz,

Kollagen lll | FH7A 1:500 _
ChABC (0,25 IU/ml) | Davos, Schweiz
) PD Dr. med. Stefan Milz,
Versican 12C5 1:10 ChACII (0,25 1U/ml) )
Davos, Schweiz
PD Dr. med. Stefan Milz,
Aggrecan 1C6 1.5 ChABC (0,25 IU/ml) _
Davos, Schweiz
) _ PD Dr. med. Stefan Milz,
Link-Protein | 8A4 1:5 ChABC (0,25 IU/ml)

Davos, Schweiz

Tab. 2: Primare Antikérper und Enzym-Vorbehandlung fir dmemunhistochemische
Untersuchung von Meniskus- und Gelenkknorpel. Altgikorper sind monoklonale Maus-
Antikdrper. Die Enzym-Vorbehandlungen wurden irealMVersuchen bei 37 °C in 0,1 M
Tris-Puffer (pH 7,8) fur 30 min durchgefiihrt. Ch=d@idroitinase, Hyal=Hyalonoridase,
DSHB=Developmental Studies Hybridoma Bank, Unitétdowa (USA).
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3. Ergebnisse

3.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung sowohl der humanen Chondrozytemaich der humanen Chondrosarkom-
zellen gestaltete sich unproblematisch. Es trahekd{ontaminierung mit Bakterien oder
Pilzen auf. Die Chondrozytenkulturen wurden etwke dl4 Tage gesplittet. Das rasche
Wachstum der Chondrosarkomzellen machte ein zweima@thentliches Splitting der

Kulturen erforderlich. In den folgenden Abbildungsmd kultivierte Chondrozyten und

Chondrosarkomzellen dargestellt.

A A= A % 4
Abb. 19: Chondrozyten in Kultur. Abb. 20: Chondrosarkomzellen in Kultur.
3.2 Vitalitatstests hochdruckbehandelter Zellen

3.21 Hochdruckinkubation von Chondrozyten in Suspesion

Bis zu der Druckstufe von 100 MPa zeigte sich kaine Anderung in der Uberlebensrate
der Zellen. Erst ab 125 MPa begann ein Abfall leleerzellen, der sich zwischen 150 MPa
und 175 MPa beschleunigte. Bei der Druckstufe vos WMPa waren bereits etwa 85 % der
Zellen tot. Bei Dricken von 225 MPa und hoher kenniviederholt keine lebenden Zellen
mehr nachgewiesen werden (Tabelle 3, Grafiken 1 2jndie 50 %-Uberlebensrate der
Zellen lag bei 154,75 MPa +/- 4,5 MPa (s. Tab. 7).
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In Abb. 21 sind lichtmikroskopisch im Phasenkorttrastakte Chondrozyten aus der
Nullprobe gezeigt, die bei Raumdruck belassen wurtit steigenden Druckstufen wurden
die Zellen inhomogener und der Anteil zerstorteliefestieg. Ab einem Druck von 150 MPa
waren zerstorte Zellmembranen zu erkennen, ebeasenwnit steigenden Driicken verstarkt
Zelltrimmer sichtbar. Ab einem Druck von 250 MParevanur noch zerstorte Zellen zu
erkennen, die von reichlich Zelltrimmern umgebemenwaAbb. 22). Die Abbildungen der

Zwischendruckstufen (50-200 MPa) sind dem Anhangrznehmen.

Abb. 21: Chondrozyten in Abb. 22: Chondrozyten in
Suspension. Nullkontrolle. Suspension nach 250 MPa.
Druckstufe Lebende Zellen In Prozent von Fehler in
in MPa in Mio/ml der O-Probe Prozent
0-Probe 0,506 100,0 +/- 6,1
50 0,506 100,0 +/-1,9
100 0,500 98,8 +/- 1,7
125 0,450 88,9 +/- 9,2
150 0,311 61,5 +/- 7,6
175 0,078 15,4 +/-7,4
200 0,017 3,4 +/- 0,9
225 0,000 0,0 +/- 0,0
250 0,000 0,0 +/- 0,0

Tabelle 3. Chondrozyten in Suspension nach 10 min HHD-InkobatMittelwerte der
Versuche 1-4 und prozentuale Fehler (95 %-Konfideagvall).
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3.2.2 Hochdruckinkubation von Chondrosarkomzellenm Suspension

Bis zu der Druckstufe von 125 MPa zeigten die Ze#daen leichten linearen Abfall in ihrer
Uberlebensrate. Der Abfall beschleunigte sich &b MPa. Bei der Druckstufe von 165 MPa
waren bereits mehr Zellen tot als lebend. Bis zucken von 300 MPa zeigten sich immer
einzelne lebende Zellen. Erst ab 350 MPa konntexdevholt keine lebenden Zellen mehr
nachgewiesen werden (Tabelle 5, Grafiken 2 und®).50 %-Uberlebensrate der Zellen lag
bei 159 MPa +/- 3,84 MPa (s. Tab. 7).

In Abb. 23 sind lichtmikroskopisch im Phasenkorttiatsakte Chondrosarkomzellen aus der
Nullprobe gezeigt. Mit steigenden Druckstufen wurddie Zellen inhomogener und der

Anteil zerstorter Zellen stieg. Ab einem Druck vbB0 MPa, waren zerstorte Zellmembranen
zu erkennen, ebenso waren mit zunehmenden Drickenenwrt Zelltrimmer zu sehen. In

Abb. 24 sind Zellen mit zerstorter Membran nacheeidruckbehandlung 350 MPa gezeigt.
Die Abbildungen der Zwischendruckstufen (50-300 M&tad dem Anhang zu entnehmen.

Abb. 23: Chondrosarkomzellen in Abb. 24: Chondrosarkomzellen in
Suspension. Nullkontrolle. Suspension nach 350 MPa.
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Druckstufe Lebende Zellen In Prozent von Fehler in
in MPa in Mio/ml der O-Probe Prozent
0-Probe 0,521 100,0 +/- 4,5

50 0,493 94,6 +/-4,1
100 0,466 89,4 +/- 4,0
125 0,435 83,5 +/-1,9
150 0,340 65,3 +/- 5,6
165 0,232 44,5 +/- 2,8
175 0,086 16,5 +/- 2,4
200 0,052 10,0 +/-1,7
250 0,019 3,6 +/- 0,7
300 0,007 1,3 +/- 0,5
350 0,000 0 +/- 0,0

Tabelle 4. Chondrosarkomzellen in Suspension nach 10 min HitkDbation. Mittel-
werte der Versuche 5-8 und prozentuale Fehler (9&o¥idenzintervall).

3.2.3  Hochdruckinkubation von adharenten Chondrozyten

Bis zu der Druckstufe von 100 MPa zeigten die Zelenen in etwa linearen leichten Abfall
in ihrer Uberlebensrate. Der Abfall beschleunigté swischen 100 MPa und 125 MPa. Bei
der Druckstufe von 125 MPa waren bereits etwa 60e¥Zellen tot. Ab 200 MPa konnten
wiederholt keine lebenden Zellen mehr nachgewiegenden (Tabelle 5, Grafiken 2 und 4).
Die 50 %-Uberlebensrate der Zellen lag bei 121,PaM/- 7,7 MPa (s. Tab. 7).

Die Abbildungen 25-29 zeigen die Zellen lichtmiktopisch im Phasenkontrast nach der
Hochdruckbehandlung. Die Zellen der Nullprobe wasdle adharent mit ausgebildeten

Zellauslaufern (Abb. 25). Bereits ab 50 MPa beghaen einzelnen Zellen ein Abrunden,

verbunden mit einer Retraktion der Zellauslaufenl{A26). Dieser Prozess verstarkte sich mit
steigenden Druckstufen, bei 150 MPa waren beiniaeZallen abgerundet (Abb. 28). Nach

200 MPa zeigten sich nur noch einzelne adharerternz@bb. 29).
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Abb. 27. Adharente Chondrozyten Abb. 28: Adharente Chondrozyten
nach 100 MPe nach 150 MP:

Abb. 29: Adharente Chondrozyten
nach 200 MPa.
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Druckstufe Lebende Zellen In Prozent von Fehler in
in MPa in Mio/ml der O-Probe Prozent
0-Probe 0,093 100,0 +/- 6,5

50 0,088 94,6 +/-7,4
100 0,077 82,8 +/- 11,7
125 0,037 39,8 +/- 8,1
150 0,008 8,6 +/- 3,6
200 0,000 0,0 +/- 0,0

Tabelle 5. Chondrozyten adhérent nach 10 min HHD-Inkubatibftittelwerte der
Versuche 9-12 und prozentuale Fehler(95 %-Konfigdearvall).

3.2.4  Hochdruckinkubation von adhéarenten Chondrosarkomzelen

Bis zu der Druckstufe von 100 MPa zeigten die Zelenen leichten linearen Abfall in ihrer
Uberlebensrate. Der Abfall beschleunigte sich ziaésc 100 MPa und 125 MPa. Bei der
Druckstufe von 125 MPa waren bereits mehr Zellenats lebend. Ab 200 MPa konnten
wiederholt keine lebenden Zellen mehr nachgewiegenden (Tabelle 6, Grafiken 3 und 4).
Die 50 %-Uberlebensrate der Zellen lag bei 122,3MR 5,2MPa (s. Tab. 7).

Die Abbildungen 30-33 zeigen die Zellen lichtmiktopisch im Phasenkontrast nach der
Hochdruckbehandlung. Die Zellen der Nullprobe zigsich adharent und mit ausgebildeten
Zellauslaufern (Abb. 30). Ab 100 MPa begannen glah Zellen abzurunden (Abb. 31).
Dieser Prozess verstéarkte sich mit steigenden Btufdn, bis sich die Zellen bei 200 MPa
alle abgerundet darstellten. Ein Teil der Zelleritehasich abgelost (Abb. 33). Mit zu-

nehmendem Druck war eine Retraktion der Zellenatfmst&zu beobachten.

43



Ergebnisse
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Abb. 30: Adharente Chondrosarkom- Abb. 31: Adharente Chondrosarkom-
zellen. Nullkontrolle. zellen nach 100 MPa.

Nl

Abb. 32: Adharente Chondrosarkom Abb. 33: Adharente Chondrosarkom-
zellen nach 150 MPa. zellen nach 200 MPa.
Druckstufe Lebende Zellen In Prozent von Fehler in
in MPa in Mio/ml der 0-Probe Prozent
0-Probe 0,101 100,0 +/- 5,3
50 0,096 95,1 +/- 6,1
100 0,084 83,2 +/- 8,5
125 0,047 46,5 +/- 4,8
150 0,006 5,9 +-2,7
200 0,000 0,0 +/- 0,0

Tabelle 6: Chondrosarkomzellen adh&rent nach 10 min HHD-lakoh. Mittelwerte der
Versuche 13-16 und prozentuale Fehler(95 %-Konfidearvall).
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3.2.5 Grafische Darstellung der Ergebnisse des TrypanblaVitalitatstests

hochdruckbehandelter Zellen
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Grafik 1: Chondrozyten nach HHD-Behandlung (10 min, 37 °Gderpriifung der
Vitalitat im Trypanblau-Test. Adharente Chondrozyteeigten sich empfindlicher
gegeniber HHD als die Zellen in Suspension.
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Grafik 2: Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandlung (10 mih,°@3). Uberpriifung
der Vitalitat im Trypanblau-Test. Adharente Chorsdnkkomzellen zeigten sich
empfindlicher gegentber HHD als die Zellen in Susjan.
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Grafik 3: Chondrozyten und Chondrosarkomzellen in Suspemsach HHD-Behandlung
(10 min, 37 °C). Uberpriifung der Vitalitat im Trygalau-Test. Chondrosarkomzellen
zeigten sich bei hohen Druckstufen etwas resiste@ieondrozyten waren bis 125 MPa
etwas unempfindlicher.
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Grafik 4: Adhéarente Chondrozyten und Chondrosarkomzellern riéidD-Behandlung
(10 min, 37 °C). Uberpriifung der Vitalitat im Trypgalau-Test. Chondrosarkomzellen
und Chondrozyten wurden bei 200 MPa inaktiviertzEgten sich keine Unterschiede in

der Druckresistenz.
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SW1353 Chondrosarkomzellen Chondrozyten
| Suspension| | 159 +/- 3,84 MPa || 154,75 +/- 4,5 MPa |
| Adharent | | 122,5 +/- 5,2 MPa || 121,25 +/- 7,7 MPa |
| pwert | | 0,05 || 0,05 |

Tabelle 7: 50%-Uberlebensraten von SW1353 Chondrosarkomzeiteh Chondrozyten
nach HHD-Inkubation (10 min, 37 °C). Es zeigterhssehr nah beiananderliegende Werte
fur Chondrozyten und Chondrosarkomzellen.

3.3 FACS-Messungen hochdruckbehandelter Zellen

3.3.1 Lichtmikroskopie hochdruckbehandelter Zellen nach aschliessender

Rekultivierung fir 24 Stunden

24 h nach der Hochdruckbehandlung zeigten sowoldn@iozyten wie auch Chondro-
sarkomzellen lichtmikroskopisch ein mit steigend@nmicken zunehmendes ,rounding* und
einen Verlust von Zellauslaufern und Adhéarenz. éndbn Zellreihen bildeten die Zellen der
Nullkontrolle deutliche Zellauslaufer aus und waradharent an den Boden der Kultur-
flaschen angewachsen (Abb. 34 und 37). Auch diee@elach einer Behandlung bei 50 MPa
zeigten regelrecht ausgebildete Zellauslaufer umanale Adharenz. Ab 100 MPa zeigten
sich die Zellen teilweise abgerundet, die Zellaufgawaren sparlicher ausgebildet, es zeigten
sich vermehrt abgeltste bzw. nicht adharente ZéAdab. 35 und 38). 24 h nach Inkubation
bei 150 MPa waren sowohl die meisten Chondrozytisn aaich Chondrosarkomzellen
abgerundet und nicht adharent. Es hatten sich k&siiauslaufer ausgebildet. Nach 200 MPa
waren in beiden Zellreihen nur noch nicht adharemiede Zellen zu erkennen, auch zeigten
sich Zelltrimmer (Abb. 36 und 39). Die Abbildungéer Zwischendruckstufen (50 und 150
MPa) sind dem Anhang zu entnehmen.
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Abb. 34: Rekultivierte Chondrozyten.
Nullkontrolle.

Abb. 35: Rekultivierte Chondrozyten
24 h nach Inkubation bei 100 MPa.

Abb. 36: Rekultivierte Chondrozyten
24 h nach Inkubation bei 200 MPa.

Chondro-
sarkomzellen 24 h nach Inkubation bei
100 MPa.

Abb. 38: Rekultivierte

Abb. 39: Rekultivierte Chondro-
sarkomzellen 24 h nach Inkubation bei
200 MPa.
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3.3.2  Auswertung der FACS-Messungen

In den Abbildungen 40-55 ist exemplarisch eine @sentative der vier Versuchreihen der
Chondrozyten, sowie der Chondrosarkomzellen gez&wg einzelnen Abbildungen der
FACS-Messung werden dabei wie folgt ausgewertet: Ndorphologie der Zellen ist anhand
der durchflusszytometrischen Messungen ohne Flmengsnarker-Zusatz zu erkennen. Die
Zellen werden dabei nach GroRRe (X-Achse, FSC-Heighd Oberflachenbeschaffenheit bzw.
Rauhigkeit (Y-Achse, SSC-Height) dargestellt (Ab40,41,48,49). Bei Messungen der
alleinigen Annexin V (AN)-Bindung ist die Zellgrol§X-Achse) zur Fluoreszenz (Y-Achse,
FL1-Height) aufgetragen (Abb. 42,43,50,51). Die &tdilung trennt unmarkierte Zellen
(unten) von AN-positiven Zellen (oben). Die allgjai Propidiumiodid (Pl)-Fluoreszenz ist
ebenfalls auf der Y-Achse (FL3-Height) gegen dié&r auf der X-Achse aufgetragen (Abb.
44,45,52,53). Die Unterteilung trennt unmarkiertell@h (unten) von Pl-positiven Zellen
(oben). Bei der gleichzeitigen Doppelmessung vonulid Pl ist AN (X-Achse, FL1-Height)
gegen Pl (Y-Achse, FL3-Height) aufgetragen. Daraunssteht hierbei eine Quadranten-
unterteilung, links unten zeigen sich vitale Zelle@hne Fluoreszenz, links oben nur PI-
positive, rechts unten nur AN-positive und obenhtedl- und AN-positive Zellen (Abb.
46,47,54,55).

3.3.3 FACS-Messungen hochdruckinbubierter Chondrozgn in Suspension

Bis 100 MPa zeigte sich die Morphologie der ZelienVergleich zur Nullkontrolle nahezu
unverandert (Abb. 40 A-C).
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Abb. 40 A-C: Morphologie von Chondrozyten nach HHD-Behandlund. Q0 MPa). Die
GroR3e der Zellen ist auf der X-Achse (FSC-Heigtiig, Oberflachenbeschaffenheit bzw.
Rauhigkeit auf der Y-Achse (SSC-Height) dargestd@is 100 MPa zeigte sich keine
wesentliche Anderung der Zellgrosse und Oberfldsobschaffenheit.
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Ab 150 MPa kam es zu leichten Anderungen, die 8trguder Zellen bezuglich GréRe und
Oberflachenbeschaffenheit bzw. Rauhigkeit nahmAtb( 41 A). Bei 200 MPa kam es zu

deutlichen Anderungen, die Zellen wurden in ihred@ insgesamt homogen kleiner, die

Rauhigkeit nahm zu (Abb. 41 B).
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Abb. 41 A,B: Morphologie von Chondrozyten nach HHD-Behandlun§0¢200 MPa).
Die GroRRe der Zellen ist auf der X-Achse (FSC-HbBigtlie Oberflachenbeschaffenheit
bzw. Rauhigkeit auf der Y-Achse (SSC-Height) datgjis Nach 150 MPa wurden die
Zellen kleiner und die Oberflache inhomogener, ligher ausgepragt nach 200 MPa.

Bei der alleinigen Messung der AN-Bindung zeigtdro@drozyten bis 100 MPa kein deutlich
vermehrtes AN-Signal (Abb. 42 A-C). Bis nach eirigdslich 100 MPa waren unter 5 % der

Zellen AN-positiv.
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Abb. 42 A-C: Annexin V-Bindung von Chondrozyten. Die Zellgrof3¢-Achse, FSC-
Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse, FL1gHbi aufgetragen. Signale oberhalb der
Trennlinie zeigen AN-positive Zellen an, Signaleruder AN-negative Zellen. Bis
einschliesslich 100 MPa zeigt sich keine weserglichnahme AN-positiver Zellen.
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Die Rate AN-positiver Zellen stieg ab 150 MPa rapaah, sie lag dort bei 46,0 % (+/- 2,2 %)
und erreichte bei 200 MPa 95,2 % (+/- 1,5 %) (A®bB®.A,B). Die einzelnen Messergebnisse

sind dem Anhang zu entnehmen.
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Abb. 43 A,B: Annexin V-Bindung von Chondrozyten. Die Zellgrofd¢-Achse, FSC-

Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse, FL1gHbi aufgetragen. Ab 150 MPa liess
sich gut eine zweite, AN-positive Zellpopulatiorkemnen (D), die nach 200 MPa die
meisten Zellen einnahm (E).

Bei der alleinigen Messung der PI-Bindung zeigtéo@irozyten bis 100 MPa keine deutlich
vermehrte Pl-Fluoreszenz (Abb. 44 A-C). Bis naatsehliesslich 100 MPa waren unter 5 %

der Zellen PI-positiv.
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Abb. 44 A-C: Propidiumiodid-Bindung von Chondrozyten. Die Zeii§e (X-Achse, FSC-
Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse, FL1gHbi aufgetragen. Signale oberhalb der
Trennlinie zeigen Pl-positive Zellen an, Signalerutiéer Pl-negative Zellen. Bis
einschliesslich 100 MPa zeigt sich keine weserglichnahme Pl-positiver Zellen.
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Die Rate Pl-positiver Zellen stieg ab 150 MPa rama und lag dort bei 46, 4% (+/- 3,7 %)
(Abb. 45 A). Bei 200 MPa waren 96,1 % (+/- 0,6 %) dellen Pl-positiv (Abb. 45 B). Die

einzelnen Messergebnisse sind dem Anhang zu enarehm
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Abb. 45 A,B: Propidiumiodid-Bindung von Chondrozyten. Die Zell§e (X-Achse,
FSC-Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse,-Helght) aufgetragen. Ab 150 MPa
liess sich deutlich eine zweite, Pl-positive Zepptation erkennen (D), die nach 200 MPa
die meisten Zellen einnahm (E). Die dritte erkemab&opulation ist durch einen
tetraploiden DNA-Satz wahrend der Zellteilung zkl@en. Das Signal ist durch die
Aufnhame von Pl wahrend eines Teilungszyklus entia.

Bei der Doppelmarkierung der Chondrozyten mit ANI U1 zeigten sich bis einschliesslich
100 MPa keine wesentlichen Anderungen der AN- urElioreszenz (Abb. 46 A-C).
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Abb. 46 A-C: Annexin V- und Propidiumiodid-Bindung von Chondréay. Die Annexin
V-Fluoreszenz ist auf der X-Achse (FL1-Height), @mpidiumiodid-Fluoreszenz auf der
Y-Achse (FL3-Height) aufgetragen. Zellen im untedarken Quadranten weisen keine
Fluoreszenz auf. Zelln im unteren rechten Quadrasiad AN- positiv und Zellen im
oberen linken Quadranten Pl-positiv. Zellen, diehsim oberen rechten Quadranten

darstellen sind sowohl AN- als auch PI-positiv.
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Erst ab 150 MPa sank die Zahl unmarkierter Zelleatlcch, bis nach 200 MPa nur noch 0,5

% (+/- 0,1 %) der Zellen weder eine PIl-, AN-, nashe Doppelfluoreszenz aufwiesen (Abb.
47 A,B).
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Abb. 47 A,B: Annexin V- und Propidiumiodid-Bindung von Chondrtery. Die Annexin
V-Fluoreszenz ist auf der X-Achse (FL1-Height), &ieopidiumiodid-Fluoreszenz auf der
Y-Achse (FL3-Height) aufgetragen. Zellen im untederken Quadranten weisen keine
Fluoreszenz auf. Zelln im unteren rechten Quadrasiad AN- positiv und Zellen im
oberen linken Quadranten PI-positiv. Zellen, diehsim oberen rechten Quadranten
darstellen sind sowohl AN- als auch Pl-positiv. ABO MPa stieg deutlich die Zahl der
Zellen mit positivem Signal. Die zwei abgrenzbaraopulationen im oberen rechten
Quadranten sind durch einen unterschiedlichen DMhaR der Zellen wéahrend der
Hochdruckbehandlung bedingt. Dies ist auf den ntemeeise diploiden Satz in deroG
Phase bzw. auf einen tetraploiden Satz wahrendZditeilung zurtckzufihren. Die zu
vermutende dritte Population mit dem hdchsten Sigesailtiert aus Zellfragmenten.
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Eine Ubersicht tiber die einzelnen Ergebnisse beDdppelmarkierung von Chondrozyten
mit AN und PI gibt die folgende Tabelle 8:

Druck || Vital | STA || Nur AN-pos. | STA |[ Nur Pl-pos. | STA || AN- und Pl-pos. | STA
in MPal in % | in % in % in % in % in % in % in %
0 96,24| 1,97 1,71 1,83 0,57 0,04 1,48 0,15
50 |/ 96,01 2,33 1,79 2,00 0,57 0,13 1,64 0,38
100 || 94,90| 1,51 1,79 1,40 0,68 0,19 2,65 0,17
150 || 47,86 4,69 5,74 1,58 6,12 2,84 40,28 1,19
200 || 0,48 | 0,05 3,45 0,64 4,19 1,48 91,89 2,07

Tabelle 8: Chondrozyten in Suspension nach HHD-Behandlungo@-MPa, 10 min, 37
°C). FACS-Messwerte (Mittelwert und Standardabweid) bei der Doppelmarkierung mit
AN und PI. Vital bedeutet, dass die Zellen weder &AN- noch ein PI-Signal aufwiesen.
AN=Annexin V, Pl=Propidiumiodid, STA=Standardabwmaing.
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3.34 FACS-Messungen hochdruckinkubierter Chondros&omzellen in Suspension

Die Morphologie der Chondrosarkomzellen war im \eidh zu Chondrozyten deutlich inho-
mogener mit einer verstarkten Variabilitat in Zefige und Rauhigkeit. Bei Chondrosarkom-
zellen war die Morphologie nach einer HHD-Behandlloms einschliesslich 50 MPa nahezu
unverandert (Abb. 48 A,B). Nach 100 MPa liess sle zweite, verdnderte Zellpopulation
abgrenzen (Abb. 48 C).
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Abb 48 A-C: Morphologie von Chondrosarkomzellen nach HHD-Belhamg (0-100
MPa). Die GroRRe der Zellen ist auf der X-Achse (H3&ight), die Oberflachen-
beschaffenheit bzw. Rauhigkeit auf der Y-Achse (F&@ht) dargestellt. Bis 50 MPa
zeigte sich keine wesentliche Anderung der Zellggoéand Oberflachenbeschaffenheit.
Ab 100 MPa liess sich deutlich eine zweite Zelldapan nachweisen, die sich kleiner
und inhomogener darstellte.

Ab 150 MPa kam es zu deutlichen Anderungen, diee@elurden kleiner, die Oberflachen-
beschaffenheit bzw. Rauhigkeit nahm zu und die Molggie der Zellen verschob sich
zugunsten der veranderten Population (Abb. 49 AgchiN200 MPa zeigten die Zellen die

gleichen, weiter verstarkten Anderungen (Abb. 49 B)
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Abb. 49 A,B: Morphologie von Chondrosarkomzellen nach HHD-Belamgl (150-200
MPa). Die GrolBe der Zellen ist auf der X-Achse (H3ight), die Ober-
flachenbeschaffenheit auf der Y-Achse (SSC-Heiglangestellt. Nach 150 MPa wurden
alle Zellen kleiner und die Oberflache inhomogedeutlicher ausgepragt nach 200 MPa.
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Bei der alleinigen Messung der Annexin V-Bindunggn Chondrosarkomzellen bis 50
MPa kein steigendes AN-Signal im Vergleich zu urgretelten Zellen (Abb 50 A,B).
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Abb. 50 A,B: Annexin V-Bindung von Chondrosarkomzellen. Die geil3e (X-Achse,
FSC-Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse, -Height) aufgetragen. Signale
oberhalb der Trennlinie zeigen AN-positive Zellen Signale darunter AN-negative Zellen.
Bis einschliesslich 100 MPa zeigt sich keine wdadm@ Zunahme AN-positiver Zellen.

Ab 100 MPa stieg die AN-Bindungsrate an und erteictach 200 MPa 85,17 % (+/- 16,13
%) (Abb. 51 A-C). Die einzelnen Messergebnisse diexth Anhang zu entnehmen.
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Abb. 51 A-C: Annexin V-Bindung von Chondrosarkomzellen. Die gsil3e (X-Achse,

FSC-Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse,-Helght) aufgetragen. Ab 150 MPa
liess sich deutlich eine zweite, AN-positive Zelhotation erkennen, die bereits die
meisten Zellen einnahm.
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Bei der alleinigen Messung der PI-Bindung wiesenrei® in der Nullkontrolle
durchschnittlich 8,99 % (+/- 4,24 %) der Chondr&eanzellen eine Pl-Fluoreszenz auf (Abb.
52 A). Die Rate stieg auf 14,27 % (+/- 6,64 %) @0 MPa (Abb. 52 C).
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Abb. 52 A-C: Propidiumiodid-Bindung von Chondrosarkomzellen. MiellgroRe (X-
Achse, FSC-Height) ist gegen die Fluoreszenz (YsiclirL1-Height) aufgetragen. Signale
oberhalb der Trennlinie zeigen Pl-positive Zellen &ignale darunter Pl-negative Zellen.
Bis 100 MPa stieg der Anteil Pl-positiver Zellerf &napp 15 % an.

Ab 150 MPa kam es zu einem verstarkten AnstiegdBItpper Zellen, nach 200 MPa wiesen
79,81 % (+/- 9,07 %) der Zellen eine PI-Fluoreszent (Abb. 53 A,B). Die einzelnen

Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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Abb. 53 A,B: Propidiumiodid-Bindung von Chondrozyten. Die Zeii§e (X-Achse,
FSC-Height) ist gegen die Fluoreszenz (Y-Achse,-Height) aufgetragen. Ab 150 MPa
liess sich deutlich eine zweite, Pl-positive Zefiptation erkennen (1), die nach 200 MPa
die meisten Zellen einnahm (J). Die dritte erkemeb®&opulation ist durch einen
tetraploiden DNA-Satz wahrend der Zellteilung zkl@en. Das Signal ist durch die
Aufnhame von Pl wahrend eines Teilungszyklus enta.
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Bei der Doppelmarkierung der ChondrosarkomzellenAh und PI zeigte sich bis 100 MPa
eine leichte Zunahme der Zellen, die eine Doppetiaaung aufwiesen (Abb. 54 A-C).
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Abb. 54 A-C: Annexin V- und Propidiumiodid-Bindung von Chondrdgamzellen. Die
Annexin V-Fluoreszenz ist auf der X-Achse (FL1-Hd)g die Propidiumiodid-Fluoreszenz
auf der Y-Achse (FL3-Height) aufgetragen. Zellen umteren linken Quadranten weisen
keine Fluoreszenz auf. Zelln im unteren rechtendfargen sind AN- positiv und Zellen im
oberen linken Quadranten PlI-positiv. Zellen, diehsim oberen rechten Quadranten
darstellen sind sowohl AN- als auch PI-positiv.
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Ab 150 MPa sank die Zahl unmarkierter Zellen debthis nach 200 MPa nur noch 5,29 %
(+/- 1,43 %) der Zellen weder eine Pl-, AN-, noaeeDoppelfluoreszenz aufwiesen.
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Abb. 55 A,B: Annexin V- und Propidiumiodid-Bindung von Chondrdsamzellen. Die
Annexin V-Fluoreszenz ist auf der X-Achse (FL1-Hg)g die Propidiumiodid-Fluoreszenz
auf der Y-Achse (FL3-Height) aufgetragen. Zellen umteren linken Quadranten weisen
keine Fluoreszenz auf. Zelln im unteren rechtendgargen sind AN- positiv und Zellen im
oberen linken Quadranten PI-positiv. Zellen, diehsim oberen rechten Quadranten
darstellen sind sowohl AN- als auch Pl-positiv. ABO MPa stieg deutlich die Zahl der
Zellen mit positivem Signal. Die zwei abgrenzbar@aopulationen im oberen rechten
Quadranten sind durch einen unterschiedlichen DMNhdR der Zellen wahrend der
Hochdruckbehandlung bedingt. Dies ist auf den ntemeise diploiden Satz in deroG
Phase bzw. auf einen tetraploiden Satz wahrendZditeilung zurtckzufihren. Die zu
vermutende dritte Population mit dem hdchsten Sigesaultiert aus Zellfragmenten.
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Eine Ubersicht (iber die einzelnen Ergebnisse bei Digppelmarkierung von Chondro-
sarkomzellen mit AN und PI gibt die folgende Taeédl

Druck || Vital | STA |[ Nur AN-pos. | STA|| Nur Pl-pos. | STA |[AN- und Pl-pos.| STA
in MPaf| in% | in% in % in % in % in % in % in %
0 85,06 | 6,53 5,31 1,69 2,40 1,56 7,18 3,66
50 84,62 | 7,52 4,69 2,24 3,95 2,69 6,75 3,34
100 || 77,07 | 12,29 8,22 5,49 4,12 1,28 10,60 5,92
150 || 19,67 | 7,37 8,60 1,31 2,97 0,32 68,76 8,47
200 529 | 143 13,05 6,58 4,19 5,18 77,47 12,01

Tabelle 9: Chondrosarkomzellen in Suspension nach HHD-Belugugd(10 min, 37 °C).

FACS-Messwerte (Mittelwert und Standardabweichureg)der Doppelmarkierung mit AN
und PI. Vital bedeutet, dass die Zellen weder eM- Aoch ein PI-Signal aufwiesen.
AN=Annexin V, Pl=Propidiumiodid, STA=Standardabwmaing.
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3.4  Konfokale Lasermikroskopie hochdruckbehandelteiZzellen

Im konfokalen Lasermikroskop liessen sich die Aukwmng der Hochdruckbehandlung (10
min, 37 °C) auf die Membranen von Chondrosarkomerelind Chondrozyten deutlich
erkennen. Unbehandelte Zellen waren rund und homowg®bei Chondrosarkomzellen
kleiner als Chondrozyten waren (Abb. 56 und 58)ciNainer Behandlung bei 150 MPa
zeigte sich eine deutliche GrélRenzunahme der Cbeadkomzellen, wobei sich starke
MembranunregelmaRigkeiten in Form von Blasen undsgen zeigten (Abb. 59). Nach 200
MPa wiesen beiden Zelllinien zerstbrte Membranend wtesintegrierte subzellulare
Bestandteile auf, die Chondrozyten zeigten im \@cfjl zu den Chondrosarkomzellen keine
GroRRenzunahme (Abb. 57 und 60).

Abb. 56: Unbehandelte Chondrozyten.
Die Zellen erscheinen rund und
gleichmafig, die Zellmembran ist intakt.

Abb. 57: Chondrozyten nach HHD-
Behandlung bei 200 MPa. Die Zellen
sind inhomogen und die Zellmembran ist
zerstort.
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Abb. 58: Unbehandelte Chondrosarkom-
zellen. Die Zellen erscheinen rund und
gleichmaliig, die Zellmembran ist glatt
und intakt.

Abb. 59: Chondrosarkomzellen nach

HHD-Behandlung bei 150 MPa. Es sind

kontrastreiche Granula zu erkennen,
Zellveranderungen zeigen sich in Form
von Ausstllpungen, auch lasst sich eine
deutliche Zunahme des Zelldurchmessers
erkennen.

Abb. 60: Chondrosarkomzellen nach
HHD-Behandlung bei 200 MPa. Die
Zellen sind inhomogen und zerstort.
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3.5 Biomechanische Untersuchungen von Knorpelgewebach
Hochdruckbehandlung

3.5.1 Lateraler Meniskus

Die Steifigkeit (N/m) der Kontrollproben aus dentelalen Meniskus stieg von Zyklus zu
Zyklus innerhalb der funf Test-Zyklen, wobei sicie €harakteristik einer Sattigungskurve
entwickelte, d. h. der Anstieg der Steifigkeit fidn Zyklus zu Zyklus geringer aus. Die
Proben nach einer Behandlung bei 300 und 600 MBan(h, 20 °C) zeigten das gleiche
Verhalten. Die Steifigkeit lag nach dem ersten IBddus bei den behandelten Proben etwas
hoher als bei den Kontrollproben, dieser Untersthierlor sich jedoch in den folgenden
Test-Zyklen. In den bei 600 MPa behandelten Prddgulie Steifigkeit ab dem zweiten Test-
Zyklus geringfugig unterhalb derer der Kontrollpeol(Grafik 5). Es zeigten sich weder nach
300 noch nach 600 MPa signifikante Unterschiedd#emSteifigkeit gegeniiber unbehandelten

Proben.

Die Kraft am Ende der Relaxation (N) der Kontradlpen aus dem lateralen Meniskus stieg
ebenfalls von Zyklus zu Zyklus an, wobei sich aulter die Charakteristik einer

Sattigungskurve zeigte. Die Proben nach einer Bilbag bei 300 und 600 MPa (10 min, 20
°C) zeigten das gleiche Verhalten, wobei die Keaft Ende der Relaxation (N) in allen Test-
Zyklen geringfugig hoher als in den Kontrollprobesar (Grafik 6). Es zeigten sich weder
nach 300 noch nach 600 MPa signifikante Untersehigd Relaxationsverhalten gegentber

unbehandelten Proben.

Die Eindricktiefe des Stempels bis zum ErreichenMiximalkraft von 7,0 N (in mm) sank

sowohl in den Kontrollproben, als auch in den beletten Proben aus dem lateralen
Meniskus von Zyklus zu Zyklus. Auch hierbei zeigtaah keine signifikanten Unterschiede
zwischen behandelten und unbehandelten Probengllatdbei den mit 600 MPa inkubierten
Proben lagen die Werte der Eindriicktiefe ab demtedriTestzyklus geringfligig oberhalb der
fur die Kontrollproben ermittelten Werte (Grafik. 7)

Die einzelnen Messergebnisse und Mittelwerte dembkichanischen Tests von unbehandelten

und behandelten Proben aus dem lateralen Menigkdislem Anhang zu entnehmen.
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Grafik 5: Lateraler Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 660 MPa. Fir die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Es zeigte sich Vestzyklus zu Testzyklus eine
Zunahme der Steifigkeit in allen Proben. Es konnkemne Unterschiede zwischen
unbehandelten und HHD-behandelten Proben gefundeshewn.
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Grafik 6: Lateraler Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 660 MPa. Fir die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Es zeigte sich Vestzyklus zu Testzyklus eine
Zunahme der Kraft am Ende der Relaxation in allewbén. Es konnten keine
Unterschiede zwischen unbehandelten und HHD-belttenderoben gefunden werden.
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Grafik 7: Lateraler Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 660 MPa. Fir die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Es zeigte sich Vestzyklus zu Testzyklus eine
Abnahme der Eindriicktiefe des Stempels bis zumidiree der Maximalkraft (7 N) in
allen Proben. Es konnten keine Unterschiede zwrschebehandelten und HHD-
behandelten Proben gefunden werden.
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35.2 Medialer Meniskus

Die Steifigkeit (N/m) der Kontrollproben aus dem disen Meniskus stieg ebenso von
Zyklus zu Zyklus wie bei den Proben aus dem lageralieniskus, auch hier mit der
Charakteristik einer Sattigungskurve. Die Probeohneiner Behandlung bei 300 und 600
MPa (10 min, 20 °C) zeigten das gleiche Verhalie. Steifigkeit lag nach dem ersten Test-
Zyklus bei den behandelten Proben etwas Uber agfigReit der Kontrollproben, ab dem
zweiten Test-Zyklus lag sie darunter. Der Untemdlawischen den mit 600 MPa inkubierten
Proben und den Kontrollproben war dabei geringsrzalischen den bei 300 MPa behan-
delten Proben und den Kontrollproben (Grafik 8).zEgyten sich weder nach 300 noch nach
600 MPa signifikante Unterschiede in der Steifigkgigentber unbehandelten Proben.

Die Kraft am Ende der Relaxation (N) in den Koripmben aus dem medialen Meniskus
stieg ebenfalls von Zyklus zu Zyklus an, wobei sminch hier die Charakteristik einer

Sattigungskurve zeigte. Die bei 300 und 600 MPanfir) 20 °C) behandelten Proben zeigten
das gleiche Verhalten, wobei die Kraft in allenffiiest-Zyklen geringfuigig oberhalb derer

der Kontrollproben lag. Der Unterschied gegenulssr Kontrollproben war bei den mit 300

MPa behandelten Proben grél3er als bei den mit 68a Mkubierten Proben (Grafik 9). Es

zeigten sich weder nach 300 noch nach 600 MPa fikigmie Unterschiede im

Relaxationsverhalten gegeniber unbehandelten Proben

Die Eindrucktiefe des Stempels bis zum ErreichenMizximalkraft von 7,0 N (in mm) sank
sowohl in den Kontrollproben als auch in den bektied Proben aus dem medialen
Meniskus von Zyklus zu Zyklus. Auch hierbei zeigtoh keine signifikanten Unterschiede

zwischen behandelten und unbehandelten ProbeniKG )t

Die einzelnen Messergebnisse und Mittelwerte dembhanischen Tests von unbehandelten

und behandelten Proben aus dem medialen Meniskdglem Anhang zu entnehmen.
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Grafik 8: Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 @0® MPa. Fir die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Genau wie in debdh des lateralen Meniskus zeigte
sich von Testzyklus zu Testzyklus eine ZunahmeSdeifigkeit in allen Proben aus dem
medialen Meniskus. Es konnten keine Unterschiedschen unbehandelten und HHD-
behandelten Proben gefunden werden.
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Grafik 9: Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 @0® MPa. Fir die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Analog zu den éhrates lateralen Meniskus zeigten
auch die Proben aus dem medialen Meniskus eine hfumader Kraft am Ende der
Relaxation von Testzyklus zu. Es konnten keine tdcteede zwischen unbehandelten
und HHD-behandelten Proben gefunden werden.
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Grafik 10: Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 660 MPa. Fiur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. In allen Probegteesich eine von Testzyklus zu
Testzyklus abnehmende bendétigte Eindriicktiefe desngels bis zum Erreichen der
Maximalkraft (7 N), analog zu Proben aus dem ld&@raMeniskus. Es konnten keine
Unterschiede zwischen unbehandelten und HHD-belttenderoben gefunden werden.
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3.5.3 Lateraler Kondylus

Die Steifigkeit (N/m) der Kontrollproben aus dentelalen Kondylus stieg von Zyklus zu
Zyklus, wie bei Meniskus-Proben aufgezeigt. Die B@0 und 600 MPa (10 min, 20 °C)
behandelten Proben zeigten das gleiche Verhaltenzdigte sich nach 300 MPa kein
signifikanter Unterschied in der Steifigkeit gegbatiunbehandelten Proben, bis zum 5. Test-
Zyklus war die Steifigkeit der Kontrollproben unédrdbei 300 MPa behandelten Segmente
nahezu identisch. In den bei 600 MPa behandeltebdnrzeigte sich ab dem 2. Testzyklus
eine signifikante Reduktion der Steifigkeit um et®& %, die in dem gleichen Ausmalf} bis
zum 5. Testzyklus bestehen blieb (Grafik 11).

Die Kraft am Ende der Relaxation (N) in den Korlpamben aus dem lateralen Kondylus
stieg ebenfalls von Zyklus zu Zyklus an, wobei sminch hier die Charakteristik einer
Sattigungskurve entwickelte. Die bei 300 und 600aMP0 min, 20 °C) behandelten Proben
zeigten das gleiche Verhalten. Es zeigten sich wedeh 300 noch nach 600 MPa
signifikante Unterschiede im Relaxationsverhaltegeniber unbehandelten Proben, bis zum
5. Test-Zyklus war die Kraft am Ende der Relaxat{®) in allen drei Gruppen nahezu
identisch (Grafik 12).

Die Eindricktiefe des Stempels bis zum ErreichenMiximalkraft von 7,0 N (in mm) sank

sowohl in den Kontrollproben als auch in den bele#tad Proben aus dem lateralen
Kondylus von Zyklus zu Zyklus. Zwischen den Konlppobben und den bei 300 MPa
behandelten Proben zeigte sich in allen 5 Testaykkin signifikanter Unterschied in der

Eindricktiefe. Bei den mit 600 MPa behandelten Sagen lag die Eindriicktiefe nach dem
1. Testzyklus knapp 10 % oberhalb derer der Kolptraiben. Dieser Unterschied wuchs stetig
von Zyklus zu Zyklus. Nach dem 5. Testzyklus lag\deert der Eindrucktiefe fur die bei 600

MPa behandelten Segmente ca. 40 % Uber dem Weanhtdehandelten Proben (Grafik 13).

Die einzelnen Messergebnisse und Mittelwerte dembechanischen Tests von unbehandelten

und behandelten Proben aus dem lateralen Kondyldsilem Anhang zu entnehmen.
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Grafik 11: Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 &0@ MPa. Fur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die SteifigkdeéraProben aus dem lateralen Kondylus
stieg von Testzyklus zu Testzyklus, wie bei Mensskuoben aufgezeigt. Nach
Behandlung bei 300 MPa waren keine Unterschiedergdmer unbehandelten Proben
nachweisbar. In den bei 600 MPa behandelten Probgpe sich ab dem 2. Testzyklus
eine signifikante Reduktion der Steifigkeit um ett& %, die in dem gleichen Ausmal
bis zum 5. Testzyklus bestehen blieb.
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Grafik 12: Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 0@ MPa. Fur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die Kraft am Edde Relaxation stieg ebenfalls in
allen Proben aus dem lateralen Kondylus von Tekigyku Testzyklus an. Es zeigten sich
weder nach 300 noch nach 600 MPa signifikante Jaokéede im Relaxationsverhalten
gegenuber unbehandelten Proben.
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Grafik 13: Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 0@ MPa. Fur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die zum Erreictien Maximalkraft (7 N) benétigte
Eindricktiefe des Stempels sank in allen Probenhesizyklus zu Testzyklus. Zwischen
den Kontrollproben und den bei 300 MPa behandeResben zeigte sich in allen 5
Testzyklen kein signifikanter Unterschied. Bei deit 600 MPa behandelten Segmenten
lag die Eindrucktiefe nach dem 1. Testzyklus knapp % oberhalb derer der
Kontrollproben. Dieser Unterschied wuchs stetig #yklus zu Zyklus. Nach dem 5.
Testzyklus lag der Wert der Eindriicktiefe fir dea 600 MPa behandelten Segmente ca.
40 % Uber dem Wert der unbehandelten Proben. Dierthiede waren vom 2. bis zum
5. Testzyklus signifikant.
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3.54 Medialer Kondylus

Die Steifigkeit (N/m) der Kontrollproben, der bed@ und der bei 600 MPa behandelten
Proben (10 min, 20 °C) aus dem medialen Kondyliegston Zyklus zu Zyklus. Die
Steifigkeit der unbehandelten und der behandeltebdn (300 und 600 MPa) war nach dem
1. Testzyklus nahezu identisch. Ab dem zweiten dyKhg die Steifigkeit der hochdruck-
behandelten Segmente leicht unterhalb derer detr&liproben (max. 8 %), wobei dieser
Unterschied nicht signifikant war. Zwischen den 800 und 600 MPa behandelten Proben
zeigten sich keine Unterschiede (Grafik 14).

Die Kraft am Ende der Relaxation (N) in den Korpmben, sowie in den bei 300 und bei
600 MPa behandelten Proben (10 min, 20 °C) ausrdedialen Kondylus stieg ebenfalls von
Zyklus zu Zyklus. Es zeigten sich weder nach 30@hnmach 600 MPa signifikante
Unterschiede im Relaxationsverhalten gegentberkaenrollproben, bis zum 5. Testzyklus

war die Kraft am Ende der Relaxation (N) in alleaidsruppen nahezu identisch (Grafik 15).

Die Eindrucktiefe des Stempels bis zum ErreichenMigximalkraft von 7,0 N (in mm) sank

sowohl in den Kontrollproben als auch in den belkfied Proben aus dem medialen
Kondylus von Zyklus zu Zyklus. Die Eindriucktieferdeehandelten Proben lag in allen 5
Testzyklen oberhalb derer der Kontrollproben, deludr bei den mit 300 als bei den mit 600
MPa behandelten Segmenten. Zeigten sich nach dédmsizyklus nur geringe Unterschiede
zu den Kontrollen, so vergroRerte sich der Untaesthtetig bis zum 5. Zyklus. Hier lag der

Wert fur die Eindrtcktiefe bei den mit 300 MPa batielten Proben ca. 30 % tber dem Wert
der Kontrollen. Zwischen unbehandelten und bei Ba behandelten Proben zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede (Grafik 16).

Die einzelnen Messergebnisse und Mittelwerte dembchanischen Tests von unbehandelten

und behandelten Proben aus dem medialen Kondyldsdeim Anhang zu entnehmen.
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Grafik 14: Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 &td MPa. Fiur die

biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die SteifigkdieraProben aus dem medialen
Kondylus stieg von Testzyklus zu Testzyklus an. &d&m zweiten Zyklus lag die
Steifigkeit der HHD-behandelten Segmente leichtethwlb derer der Kontrollproben
(max. 8 %), wobei dieser Unterschied nicht sigaifik war. Zwischen den mit 300 und
600 MPa behandelten Proben zeigten sich keine &aftexde.
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Grafik 15: Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 @&td MPa. Fiur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die Kraft am EdeleRelaxation stieg in allen Proben
Kontrollproben von Testzyklus zu Testzyklus leieim. Es zeigten sich weder nach 300
noch nach 600 MPa Unterschiede im Relaxationsuvierhglegeniuber den Kontrollproben.
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Grafik 16: Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 @&@d MPa. Fiur die
biomechanischen Untersuchungen wurden die Knorpledpr funf direkt hintereinander-
folgenden Testzyklen unterzogen. Die zum Erreictien Maximalkraft (7 N) benétigte
Eindricktiefe des Stempels sank in allen Probenhasizyklus zu Testzyklus. Die Werte
der behandelten Proben lagen in allen 5 Testzyhmrhalb derer der Kontrollproben,
deutlicher bei den mit 300 als bei den mit 600 NbdBhandelten Segmenten. Nach dem 5.
Testzyklus lag der Wert fir die Eindricktiefe bendmit 300 MPa behandelten Proben
ca. 30 % uber dem Wert der Kontrollen.
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3.6 Immunhistochemische Farbungen von Knorpelgewebe nac
Hochdruckbehandlung

3.6.1 Meniskus-Knorpel

Die Schnitte der Meniskus-Proben zeigten die typ@sdistologie von Faserknorpel, mit teils
langs, teils schrag und teils senkrecht angesemeitt Fasern, was besonders gut in den
Bildern der Kontrollfarbung erkennbar war (Abb. 67h den immunhistochemischen
Anfarbungen der von hochduckbehandelten (600 MBamih, 20 °C) und unbehandelten
Meniskus-Proben gewonnenen Kryo-Schnitte wareriem &éallen die spezifisch angefarbten
Kollagene und Proteoglykane nachweisbar. Es zeigteln dabei keine Unterschiede im
Verteilungsmuster. Die Kollagene (I, Il und Ill) veam sowohl in den Kontrollproben, als
auch in den HHD-behandelten Proben nachweisbar.(8blbis 63). Ebenfalls konnten die
Proteoglykane Versican, Link-Protein und Aggrecanallen Proben immunhistochemisch
nachgewiesen werden (Abb. 64 bis 66). Sowohl inebhahdelten, wie auch in HHD-
behandelten Proben wiesen die Proteoglykane einer@mderte Anfarbbarkeit und ein
unverandertes Verteilungsmuster auf. Die Kontrdbidagen (mit PBS) zeigten Kkein
spezifisches Signal, was die Spezifitat der immstolchemischen Farbung bewies (Abb. 67).
Die in den folgenden Abbildungen dargestellten imiistologischen Schnitte sind mit
10-facher VergroRerung aufgenommen worden. Eineisgee Anfarbbarkeit resultierte in
einer graubraunlichen (z. B. Versican, Abb. 64) ssbwarzen (z. B. Kollagen I, Abb 61)
Farbung.

Abb. 61: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen | inrid&us-Gewebe. Links
Kontrollprobe (0 MPa), rechts nach HHD-BehandlueQ MPa, 10 min, 20 °C). Es
zeigte sich kein Unterschied in der Anfarbbarkeid um Verteilungsmuster von Kollagen
I. Durch eine etwas andere Schnittrichtung erscltBerechte Abbildung vergréssert. 73
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Abb. 62: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen Il irrfiskus-Gewebe. Links
Kontrollprobe (0 MPa), rechts nach HHD-BehandlueQ MPa, 10 min, 20 °C). Es
zeigte sich kein Unterschied in der Anfarbbarkeitl im Verteilungsmuster von Kollagen
[I. Durch eine etwas andere Schnittrichtung ersdhdie rechte Abbildung vergrossert.

Abb. 63: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen IINieniskus-Gewebe. Links
Kontrollprobe (0 MPa), rechts nach HHD-Behandlue@Q MPa, 10 min, 20 °C). Es
zeigte sich kein Unterschied in der Anfarbbarkeitl im Verteilungsmuster von Kollagen

Abb. 64: Immunhistochemische Anfarbung des Proteoglykanssiv@n in Meniskus-
Gewebe. Links Kontrollprobe (0 MPa), rechts nachCHBehandlung (600 MPa, 10 min,
20 °C). Es zeigte sich kein Unterschied in der Apifarkeit und im Verteilungsmust
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Abb 65: Immunhistochemische Anfarbung des Proteoglykan&-Birotein in Meniskus-
Gewebe. Links Kontrollprobe (0 MPa), rechts nachCHBehandlung (600 MPa, 10 min,
20 °C). Es zeigte sich kein Unterschied in der Apibarkeit und im Verteilungsmuster.

b

Abb 66: Immunhistochemische Anfarbung des Proteoglykangrécpn in Meniskus-
Gewebe. Links Kontrollprobe (0 MPa), rechts nachCHBehandlung (600 MPa, 10 min,
20 °C). Es zeigte sich kein Unterschied in der Aifarkeit und im Verteilungsmuster.
Durch die Schnittrichtung sind die Fasern linksrdegs und rechts eher quer getroffen.

o L . S o

Abb 67: ,Kontrollfarbung“ (mit PBS) von Meniskus-Gewebeinks Kontrollprobe (0
MPa), rechts nach HHD-Behandlung (600 MPa, 10 rBbh,°C). Es zeigte sich keine
Signalanreicherung, was die Spezifitat der voraagggnen Farbungen bewies.
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3.6.2 Gelenkknorpel

Die Schnitte der osteochondralen Kondylus-Probeigtee die typische Histologie von
hyalinem Knorpel, sowie vom angrenzenden subchdgdiénochen. Dies war besonders gut
auf den Bildern der Kontrollfarbungen erkennbar I§AG4). In den immunhistochemischen
Anfarbungen der von hochduckbehandelten (600 MBamih, 20 °C) und unbehandelten
osteochondralen Segmenten gewonnenen Kryo-Schvaiten in allen Fallen die spezifisch
angefarbten Kollagene und Proteoglykane nachweiskar zeigten sich dabei keine
Unterschiede im Verteilungsmuster. Kollagen | war @ntsprechenden Abschnitten des
subchondralen Knochen sowohl in den Kontrollprokeds, auch in den HHD-behandelten
Proben signalintensiv nachweisbar (Abb 68). Im @Gdteorpel bzw. in endostalen
Abschnitten zeigten die Kollagene Il und Il in el Proben keine Unterschiede in der
Anfarbbarkeit und im Verteilungsmuster (Abb. 69 unid). Die Proteoglykane Versican,
Link-Protein und Aggrecan waren in unbehandelterd uAHD-behandelten Proben
unverandert anfarbbar. Sie stellten sich in Fomerediffus-fleckigen, braunlich bis schwaren
Farbung ohne Unterschiede im Verteilungsmuster(dbb. 71-73). Die Kontrollfarbungen
zeigten kein spezifisches Signal, was die Spetifigr immunhistochemischen Farbungen
bewies (Abb. 74). Die auf manchen Abbildungen enkemen Querstreifen sind
Schnittartefakte, die durch das Messer wahrend Aefertigung der Kryoschnitte
hervorgerufen wurden. Die in den folgenden Abbilgierm dargestellten immunhistologischen
Schnitte sind mit 10-facher Vergrél3erung aufgenommerden.

Abb 68: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen | ineoshondralen Gelenk-
knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htscnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). Kollagen | war im Knochen iitea Proben ohne Anderung des
Verteilungsmusters nachweisbar. *=Knorpel, **=Kneah Pfeilspitze=Grenzlamelle.
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Abb 69: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen Il stemchondralen Gelenk-
knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htscnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). Kollagen Il war im hyalinen ¢tpel deutlich in allen Proben ohne
Anderung des Verteilungsmusters nachweisbar. *=g@lor*=Knochen, Pfeilspitze=

Grenzlamelle

v
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Abb 70: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen lllasteochondralen Gelenk-
knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htscnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). Kollagen Il war in allen Pesbim Knochen, speziell im
endostalen Bereich (Pfeile) und im Mrakraum nachinesi.

Abb 71: Immunhistochemische Anfarbung von Versican in astendralen Gelenk-

knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htschnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). Versican liel3 sich im Knoclrem allen Proben ohne Veréanderung
des Verteilungsmusters diffus nachweisen (Pfeile).
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Abb 72: Immunhistochemische Anfarbung von Link Proteirosteochondralen Gelenk-
knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htscnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). In allen Proben zeigte sich Kmorpel ein deutliches, diffus-
fleckiges Signal ohne Verédnderung im Verteilungsieus*=Knorpel, **=Knochen,
Pfeilspitze:

,‘# ; i 5 T

Abb 73: Immunhistochemische Anfarbung von Aggrecan in adtendralen Gelenk-
knorpel-Segmenten. Links Kontrollprobe (0 MPa),htechnach HHD-Behandlung (600
MPa, 10 min, 20 °C). Aggrecan war in allen Prob@anKinorpel deutlich, diffus-fleckig
anfarbbar. Es zeigte sich keine Veranderung im edarigsmuster. *=Knorpel,
**=~Knochen. Pfeilspitze=Grenzlamel

o ;lp iv . 50um

Abb 74:  Kontrollfarbung® fnit PBS) von hyaline Knorpelinks Kntrbllprobe
(0 MPa), rechts nach HHD-Behandlung (600 MPa, 10, 120 °C). Es zeigte sich kein
spezifisches Signal, was die Spezifitat der vorgaggenen Farbungen bewies.
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4. Diskussion

Die Rekonstruktion von tumorbefallenen osteochdedr&egmenten des Stltzapparates stellt
eine zentrale Herausforderung in der orthopadis&@igrurgie dar. Hierzu haben sich unter
anderem die Methoden der Autoklavierung und detrBbking des betroffenen Segmentes
mit anschlieBender autologer Reimplantation eteblieVorteile dieser autologen
Rekonstruktion sind die ,passgenaue“ Wiederhestglldes betroffenen Skelettabschnitts,
das Entfallen eines Infektionsrisikos und eine stlere Graft-Einheilung, da er aus
korpereigenem Gewebe besteht [Bohm et al., 2003}. $@urch beide genannte Verfahren
konnen tumorbefalle Knochensegmente devitalisiererden, um eine konsekutive
Reimplantation zu ermdoglichen. Beide Methoden hbateh jedoch gravierende Nachteile
und Komplikationen, wie den Verlust biomechanischgtabilitat und Veranderungen
biologischer Eigenschaften [Knaepler et al., 19994-199; Knaepler et al., 1994: 44-49;
Sugimoto et al., 1991: 492-497; Zoricic et al., 20021-128]. Die Entwicklung alternativer
Verfahren ist auf Grund dieser zum Teil deutlichéamplikationen notwendig. In der
Lebensmittelindustrie wird seit langerem hydrostdter Hochdruck (HHD) zur Haltbar-
machung verschiedener Nahrungsmittel eingesetztKamme unter Erhalt von Geschmack
und Vitaminen abzutéten [Cheftel et al., 1997: 2BP: Gould, 2001: 464-470; Hoover et al.,
1989: 100-104]. Dieses Verfahren wurde bis jetainoicht in der orthopadischen Chirurgie
eingesetzt, um Tumorzellen ex vivo zu inaktivierand das betroffene Segment zu
reimplantieren. Bislang liegen keine ErgebnisseeuAuswirkung von HHD auf Zellvitalitat
und Apoptose-Induktion bei Chondrozyten und Chosalkomzellen vor. Ebenfalls sind die
Effekte einer HHD-Behandlung auf die biomechanisctied biologischen Eigenschaften von
Knorpelgewebe unbekannt.

4.1 Allgemeine Wirkungsweise von hydrostatischem Htdruck

Das grundsatzliche Verhalten von biologischen 3ysteunter Hochdruck erfolgt nach dem
Le Chetalier’'schen Prinzip: Druck fordert Prozeshe,von negativen Volumenanderungen
begleitet sind und inhibiert umgekehrt Prozesse ndt einer Volumenzunahme einhergehen
[Masson et al., 2001: 85]. Kovalente Bindungen waraicht von Hochdruck angegriffen,

auch Wasserstoffbriickenbindungen sind nahezu drsiskent [Masson et al., 2001: 85].

Unter den nicht-kovalenten Bindungen beeinflusstirbgtatischer Hochdruck die hydro-
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phoben Wechselwirkungen, auch ionische Bindungenlevegespalten [Masson et al., 2001:
85]. Diese Angriffspunkte erklaren die Druckempfiodkeit von Proteinen, da die von
Hochdruck angegriffenen Bindungs-Typen fur die @rarund Tertidrstruktur von Proteinen
verantwortlich sind [Mozhaev et al., 1996: 81; Grat al., 1994: 617-630]. Abhangig von
Druckhdhe [Ohmori et al. 1992: 1285], Druckdauepittan et al., 1983: 65], Temperatur
[Casadei et al., 2002: 5970; Cheftel 1995: 75-98] auhemischen Umgebungsbedingungen
[Weemaes et al., 1998: 2785] werden durch Druckiekung der Reihe nach die Quartar-,
Tertiar- und letztendlich auch die Sekundarstrukietroffen [Meyer-Pitroff 2003: 296],
sowie Enzymaktivitat und Enzymspezifitat moduligtorgan et al., 1983: 65; Masson et al.,
2001: 85; Ohmori et al. 1992: 1285].

Die Anwesenheit von Wasser bzw. flissigen Medignaissgesprochen wichtig fur die
Wirkung von Hochdruck. Zum einen penetrieren Wasségktile verstarkt in polar-apolare
Zwischenraume und zwischen geladene Gruppen. Diiede Hydratation erweitern sich die
Abstande zwischen apolaren Gruppen und die Obkdl&on Makromolekilen wird groéRer.
Zum anderen bewirkt Hochdruck eine Strukturierumg Wassermolekilen, was zu deren
Verdichtung fuihrt [Mentré et al., 2001: 21-23].Hiéheren Druckbereichen beginnen Proteine
zu denaturieren. Sie dndern unter Druckeinwirkumgn Zustand von der nativen globuléren
Form zu einer geschmolzen globuldren Form undef@hdih zu einer entfalteten, sogenannten
,Coil“-Form [Mentré et al., 2001: 23]. Ohne Anwes$eit eines flissigen Umgebungs-
mediums sind Proteine jedoch ernorm druckresismtgdass sogar ein Druck von 1 GPa
keine Strukturalterationen hervorruft [Mentré et, &001: 3]. Eine wichtige Rolle scheint
dabei die Geschwindigkeit des Druckaufbaus zu spialVong et al. (1988) beobachteten das
die Denaturierung von Chymotrypsinogen bei rascigockaufbau bei 370 MPa einsetzte
und bei 760 MPa abgeschlossen war. Bei langsameokBufbau begann sie hingegen erst
bei 550 MPa und war bei 880 MPa vollstandig abgessken [Wong et al., 1988: 1]. In den
vorliegenden Versuchen wurde die Geschwindigkeit Douckauf- und —abbau stets konstant

gehalten, so dass sich hier keine Differenzeniibdiden untersuchten Zelllinien ergaben.

Durch die Anwendung in der Lebensmittelindustriedsdie Auswirkungen von HHD auf
Abt6tung und Wachstumshemmung von Bakterien, SpanenViren weitreichend untersucht
worden. Zur Nahrungsmittelprozessierung werden at@rweise hydrostatische Driicke von
300-700 MPa eingesetzt [O'Reilly et al., 2000: 489@ikroorganismen werden durch

verschiedene Prozesse wie MembranveranderungeymBmzdulation und Transkriptions-
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inhibition inaktiviert [Abe et al., 1999: 447-453Angriffspunkte sind dufRere und innere
Membranen, Enzyme und das Zytoskelett [Casadel.e2@02: 5965]. Membranschaden
spielen hierbei eine bedeutende Rolle. Der Verllst physikalischen Integritdt durch
Hochdruckeinwirkung kann z. B. durch Aufnahme valypanblau oder dem Fluoreszenz-
farbstoff Propidiumiodid nachgewiesen werden, weldine intakte Zellmembran nicht
permeieren kdnnen [Pagan et al., 2000: 2830-2831hzipiell werden bei eukaryotischen
Zellen die gleichen Bestandteile durch hydrosthgsc Hochdruck angegriffen wie bei
Prokaryoten. Auch wurde die Synthese stressspelzéisProteine wie Hsp 70, Hsp 90 und
TGF{3 unter subletalem Hochdruckeinfluss beobachtet glal., 2000: 617; Kaarniranta et
al., 1998: 2323; Takahashi et al., 1997: 150].

4.2 Vitalitat und Morphologie humaner Chondrozyten und Chondrosarkomzellen

nach Hochdruckbehandlung

Die Grundvoraussetzung fur eine mogliche Anwenduog HHD in der orthopéadischen
Chirurgie ist die sicher zu erzielende Abtdétungemllmalignen Zellen durch eine
entsprechende Hochdruckbehandlung. Die Ergebnisse@atliegenden Arbeit zeigten, dass
humane Chondrozyten und Chondrosarkomzellen (SW186&h HHD bis 350 MPa (10
min, 37 °C) sicher inaktiviert werden konnten. Higirkonnten Unterschiede zwischen beiden
Zellreihen in der Resistenz gegenuber Hochdruckbdeuet werden. Ebenfalls waren
Differenzen zwischen Zellen in Suspension und asifién Zellen aufzeigbar. Humane
Chondrozyten in Suspension wurden ab einem hydresten Druck von 225 MPa (10 min
bei 37 °C) abgetotet, die 50 %-Uberlebensrate kiglb4,75 +/- 4,5 MPa. In Suspension
befindliche humane Chondrosarkomzellen (SW1353ubfexh eines hdoheren Druckes von
350 MPa (10 min bei 37 °C) um sicher inaktiviertveerden, wobei die 50 %-Uberlebensrate
nur unwesentlich héher bei 159 +/- 3,84 MPa lag.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Diehl et al. (2@@3)der Hochdruckbehandlung (10 min
bei 37 °C) von Fibroblasten, Osteoblasten, Ost&osar (SAOS-2), Leukamie- (U-937) und

Ovarialkarzinomzellen (OV-MZ-6). Die 50 %-Uberlelseaten der malignen Zellen lagen bei
170-193 MPa und damit etwa 20 % oberhalb dereCti@ndrosarkomzellen. Bei den beiden
benignen Zelllinen lagen die Werte mit 130-145 Méteht unter der Rate der Chondrozyten.
Die malignen Zelllinien wurden vollstandig zwische@d0 und 350 MPa, die Fibro- und
Osteoblasten bei etwa 25 % geringerem Druck inegktiyDiehl et al., 2003: 1852-1853].
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Takano et al. (1997) behandelten Lymphoblaster3@imin (37 °C) mit Driicken bis 250
MPa. Oberhalb von 250 MPa waren alle Zellen toe B0 %-Uberlebensrate lag in einem
ahnlichen Druckbereich, wie er in der vorliegendebeit gefunden wurde [Takano et al.,
1997: 155-156]. Yamaguchi und Mitarbeiter (1997)ewsuchten die Auswirkungen von
HHD (30 min, 37 °C) auf Ehrlich Aszites Tumorzellévergleichbar mit den vorliegenden
Ergebnissen kam es bis nach 100 MPa zu keinem tEffblerhalb von 130 MPa nahm die
Zahl toter Zellen allerdings signifikant zu. Naclerdimplantation derart behandelter
Tumorzellen in Mause, kam es nach einer Behandbemgiber 130 MPa zu keiner weiteren
Proliferation des Tumors [Yamaguchi et al., 19998-260]. Ebenfalls wurde fir MEL Zellen
(murine erythroleukemia cells) eine Hemmung detifération im Bereich von 80-110 MPa
nachgewiesen [Matsumoto et al., 1998: 87]. Goldmein al. (2000) eliminierten
Lungenmetastasen erfolgreich durch eine Hochdruekiiiung bei 120 MPa (15 min). Sie
kombinierten die Inkubation allerdings mit einergéibe vonN-Acetyl-L-Cystein, so dass
hieraus keine direkt vergleichbaren Ergebnissdtresen [Goldman et al., 2000: 351-354].

Tumorzellen sind resistenter gegenuber einer Haadkilnaktivierung als benigne Zellen, wie
verschiedene Arbeiten gezeigt haben [Diehl et28l03: 1852-1854; Diehl et al., 2004: 370-
372; Dibb et al.,, 1981: 169-173]. Diese Beobachttmgvurden anhand der vorliegenden
Ergebnisse bestatigt. Interessanterweise lag die\dtaler Chondrozyten bis zu einem Druck
von 125 MPa oberhalb der vitaler Chondrosarkomeellerst ab Dricken tdber 150 MPa
zeigten sich mehr lebende maligne Zellen. Hierbkiesnien lediglich wenige resistente Zellen
Driicke von bis zu 350 MPa zu uberstehen, Uber SfefPdChondrosarkomzellen waren bei
250 MPa bereits tot.

Sowohl Chondrozyten als auch Chondrosarkomzellenadf mit Fibronektin beschichtete
96-Wells ausgesat und in adharentem Zustand dendiockbehandlung zugefiihrt wurden,
zeigten eine erhohte Empfindlichkeit gegeniber HiétD-Inkubation. Beide Zelllinien
wurden bei 200 MPa (10 min, 37 °C) sicher inakfivi®ie 50 %-Uberlebensraten zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen Chondiezyuind Chondrosarkomzellen (121,25
+/- 7,7 Mpa bzw. 122,5 +/- 5,2 MPa). FibronektimNjFiente in den vorliegenden Versuchen
zur Imitation derin vivo Extrazellularmatrix von Knorpelgewebe. FN ist &mdeprotein,
welches Interaktionen zwischen Zellen und der eettalaren Matrix, sowie Matrix-Matrix-
Interaktionen vermittelt [Loeser, 2000: 109; Wteteal., 2003: 251]. Der FN-Rezeptor ist das

in Chondrozyten am starksten exprimierte Integéindmoto et al., 1993: 276; Loeser, 2002:
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119; van der Kraan et al.,, 2002: 631-638j. vivo ist FN fir die Proliferation und
Differenzierung von mesenchymalen Zellen notwendigd an der Formation von
Knochengewebe beteiligt, wie verschiedene Arbestefgezeigt haben [Garcia et al., 1998:
48-49; Weiss et al., 1980: 2074 und 1981: 634-6841. FN beschichtete KulturgefalRe
zeigten eine beschleunigte und verbesserte Adh&sinnChondrozyten [Bhati et al., 2001:
79-81; Imoto et al., 2002: 41-43]. Die Beobachtudgss adharente Zellen vulnerabler auf
Hochdruck reagieren als Zellen in Suspension machteh Diehl und Mitarbeiter (2004).
Sie untersuchten den Einfluss von HHD (10 min, @Y &uf Ovarialkarzinom-, Fibrosarkom-,
Osteosarkom-, und Mammakarzinomzellen. Ab Dricken 250 MPa zeigten sich keine
vitalen adhéarenten Zellen mehr. Hingegen bendétidtergleichen Zelllinien Driicke oberhalb
von 350 MPa zur Inaktivierung, wenn sie in Suspamdbehandelt wurden. Die 50 %-
Uberlebensraten lagen mit 94-105 MPa fur die véesiemen adharenten Zelllinien unterhalb
der in der vorliegenden Arbeit gefundenen Rate eova 122 MPa [Diehl et al., 2004: 370-
372]. Die Beobachtung, dass die physiologischeadbbrenz die Hochdruckwirkung nicht
reduziert, sondern sogar die Empfindlichkeit gedpeniHochdruck steigert, ist bedeutsam flr
die Inaktivierung von Tumoren in Knorpelgewebevino sind die meisten Tumorzellen in
die Knorpelmatrix eingebettet und liegen nicht usfension vor. Lediglich maligne Zellen,
die den Tumorzellverband verlassen haben sindcint midh&arentem Zustand erreichbar.

Neben verschiedensten Ursachen fur die letale Wgkuon HHD auf Zellen bedingt
moglicherweise eine frih einsetzende Schadigung slasgk ausgebildeten Zytoskeletts
adharenter Zellen eine erh6hte Empfindlichkeit imrgleich zu Zellen in Suspension. Die
Struktur des Zytoskeletts scheint als erstes varclobetroffen zu sein, wobei bereits relativ
moderate Dricke von 20 bis 40 MPa eine Desorgamisaeiner Komponenten bewirken
[Mentré et al., 2001: 49-50]. Bereits in den 30a&hrén wurde beobachtet, dass Zellen, die
reich an zytoskelettalen Elementen sind, sehr emdjpth gegentber Hochdruck sind [Brown
1934: 335]. Neben der Oberflachenadhasion bildeon@tozyten und Chondrosarkomzellen
im Monolayer Zellauslaufer und Zell-Zell-Kontakesatdierdurch ist auch eine im Verhaltnis
zu runden Zellen in Suspension grof3ere Oberflactéiranter Zellen bedingt, die eine
groRere Angriffsflache fur Druckwirkungen bietetu¢h haben an den Untergrund adharente
Zellen keinen ,Platz zum ausweichen®, wodurch eawentuell durch Scherbewegungen
bedingte, friihere Zerstérung der Zellmembran ingltziverden kdnnte. Das fur die hier
gefundenen Unterschiede die Expression von Hitzesgitoteinen eine frihe Schéadigung

des Zytoskeletts bewirkt hat, ist auf Grund dekarzen Druckaufbau-Zeit unwahrscheinlich.
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Hitzeschockproteine spielen als molekulare Chapereine wichtige Rolle im Erhalt der
Integritat zytoskelettaler Strukturen [Hartl et 4992: 293; Liang et al., 1997: 1431].

Die Wirkung von HHD auf biologische Membranen igt aeiterer Faktor, der zu einem
Vitalitatsverlust von Zellen fihrt. Die drucksensiften Membranen scheinen die des
Endoplasmatischen Retikulums und des Zellkernsebmu $Mentré et al., 1999: 356]. Eine
bedeutende Rolle kommt dabei dem Verlust der Meniluiditat zu [Meyer-Pitroff 2003:
296]. Phospholipid-Bilayers andern unter steigendemck ihren Zustand von flissig-
kristallin hin zu gelartig, verbunden mit einer liieren Anordnung der Fettsaureketten
[MacDonald 1984: 47; Mentré et al., 2001: 35]. @jkichen Vorgange lassen sich bei
herabgesetzten Temperaturen beobachten [Mentré.,e199: 356-357]. Ursache dieser
Veradnderung ist die zunehmende Hydratation der ¢oppen und der polar-apolaren
Zwischenraume [Bernsdorff et al., 1997: 1264]. Wiereits erwahnt erleichtert
hydrostatischer Hochdruck die Penetration von Wasskekilen zwischen interagierende
ionische oder hydrophobe Domanen, wo sie sichrie strukturiertere Form, die dichter als
die des ,normalen” Wassers ist, organisieren. RQistahdsénderung von flussig-kristallin hin
zu gelartig fuhrt dabei zu Undichtigkeiten in deemdbran, wie Smelt et al. (1998) und
Perrier-Cornet et al. (1999) durch einen Verlust watrazellularen Natrium-, Kalium- und
Calciumionen aufzeigten [Perrier-Cornet et al.,2984; Smelt et al., 1998: 152]. Auch die
Beobachtung, das Stresssituationen die Bildung Desaturase induzieren, einem Enzym,
welches die Membranfluiditat erhodht, belegen diellRaler Membranfluiditat bei der
Wirkungsweise von HHD [Vigh et al., 1993: 9090].

Eine Schlisselfunktion unter dem Aspekt der Meméchadigung kommt dem Cholesterol,
natlrlicher Membranbestandteil, zu. Es reduziert glinberweise die Freiheit der
Kopfgruppen und reguliert so die Membranfluiditi#tas wiederum zu einer erhdhten
Druckresistenz fuhrt [Bernsdorff et al., 1997: 1pP6Reis et al. (1996) kamen nach ihren
Experimenten zu dem Schluss, dass Cholesterolvéaigige Rolle darin spielt, Membranen
gegen Anderungen der Umgebungseinflisse, wie geggirostatischen Hochdruck,
unempfindlicher zu machen [Reis et al., 1996: 5]clABeney et al. (1997) konnten in ihren
Versuchen nachweisen, das ein hoherer Cholestenai/Azu steigender Druckresistenz von
Memranen fuhrt [Beney et al., 1997: 1258]. Auch degr Membranen mit héheren Anteilen
geséttigter Fettsauren geringer durch Hochdrucleguiffen, so dass gesattigten Fettsauren

ein ahnlicher Effekt wie dem Cholesterol zugesdiete werden kann [Mentré et al., 1999:
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358]. Eine weitere Rolle spielt die Verteilung uAd von Doppelbindungen innerhalb der
Fettsaureketten. Bernsdorff et al. (1997) zeig@amss Doppelbindungen Wassermolekile
daran hindern, in den beweglichen Anteil der Kettarpenetrieren [Bernsdorff et al., 1997:
1264]. Die Sensibilitit von Membranen gegeniber cRrsteigt dabei, je weiter die
Doppelbindungen von der Oberflache entfernt sindn Erhohter Anteil von cis-
Doppelbindungen gegenubetrans-Bindungen steigert hingegen die Druckresistenz
[Kaneshina et al., 1998: 1-6]. Eine weitere Ursatinedie Zerstérung der Zellmembran
konnte die rasche Expansion von Gasen wahrend ddorbpression sein, die unter
Hochdruck eine grofRere intrazellulare Loslichkessitzen, was von Park et. al (2002) fur
Helium beschrieben wurde [Park et al., 2002: 14@djnliche Beobachtungen machten
Enomoto und Mitarbeiter (1997) bezuglich £0nd NO, deren Expansion bei rapider

Dekompression von 40 atm einen Zelltod verursajgitemoto et al., 1997: 1133].

Fir die Unterschiede in der Druckresistenz von @nazyten und Chondrosarkomzellen, wie
auch von anderen benignen und malignen Zelllinkénnte somit eine ungleiche Membran-
zusammensetzung im Hinblick auf Cholesterol, Feted Doppelbindungen und
Proteinausstattung verantwortlich sein. Auch deteAnntrazellular geloster Gase konnte

zwischen den Zelllinien differieren.

Der Verlust von mit der Zellmembran assoziiertemiionen besitzt ebenfalls eine wichtige
Funktion bei der Inaktivierung von Mikroorganismeder Zellen [UImer et al., 2002: 1088;
Wouters et al., 1998: 509]. In den meisten bioldgegn Systemen wird ein pH-Abfall
wahrend einer Hochdruckinkubation beobachtet. MolButierrez et al. (2002) machten
hierfir neben einer beschleunigten Dissoziationwscher organischer Séuren und einer
erhohten Membranpermeabilitat die Inaktivierung v@h-Homdodostase regulierenden
Enzymen verantwortlich [Molina-Gutierrez et al., 020 4399]. Verschiedene Arbeiten
zeigten eine erhohte Sensibilitat von Bakterienegéber Druck mit sinkendem pH des
Suspensionsmediums [Alpa et al., 2000: 33; Garcaels et al., 1998: 1566; Molina-
Gutierrez et al.,, 2002: 4401-4403]. So konnte adieh Abtétung von Chondrozyten und
Chondrosarkomzellen durch eine Inaktivierung derHidindostase durch HHD beschleunigt

worden sein.

Die morphologischen Beobachtungen an ChondrozytenGhondrosarkomzellen zeigten bei

den nach der HHD-Behandlung fir 24 h rekultivierZatlen einen druckabhéngigen Verlust
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ausgebildeter Zellauslaufer und der Adharenz, iois Bei 200 MPa schliel3lich alle Zellen
abgerundet darstellten. Das gleiche Phanomen desdmg”“ der Zellen konnte auch bei den
adharenten Zellen direkt nach der Hochdruckinkwimahieobachtet werden. Das ,rounding”
und die Retraktion der Zellauslaufer, zwei auch aoderen Autoren beobachtete Phanome
der HHD-Behandlung [Bourns et al., 1988: 380; Chams et al., 1996: 285; Crenshaw et al.,
1996: 277; Parkkinen et al., 1995: 495; Wilsoneldral., 2001: 652-655], begannen bei den
adharenten Chondrozyten bereits nach 50 MPa, beiadbarenten Chondrosarkomzellen
nach 100 MPa. In beiden Zellreihen verstarkten dielse Effekte mit steigenden Driicken,
bis nach 200 MPa alle Zellen vollstandig abgerunaeren. In der konfokalen
Lasermikroskopie zeigten sich ab 150 MPa desirdegrisubzellulare Bestandteile und

zerstorte Membranen, wie sie auch zuvor beschrieheden [Diehl et al., 2004: 371-372].

Fiur diese bei Chondrozyten und Chondrosarkomzéiabachtete Anderung der morpho-
logischen Zellgestalt ist eine Schadigung des X giests die Grundlage. Eine andere
Arbeitsgruppe untersuchte den Einfluss von HHD (40@d 8000 psi (ca. 27,8 und 55,6
MPa), 20 min) auf das Zytoskelett von PC-12 Phamolozytomzellen. Dabei zeigte sich ein
mit steigendem Druck zunehmendes ,rounding“, eingnehmende Retraktion der
Zellauslaufer, sowie die Abnahme und weitgehendestdaing von Mikrotubuli und

Mikrofilamenten [Wilson Jr. et al., 2001: 652-659)ie Retraktion von Zellauslaufern,

welche bei Chondrozyten von Parkkinen et al. (199&3chrieben wurde, konnte in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet werdenkjiiaen et al., 1995: 495]. Die in der

konfokalen Lasermikroskopie belegte Grol3enzunahoneGhondrosarkomzellen, die bei 150
MPa behandelt wurden, bestatigt vorangegangene a@bataimgen [Wilson Jr. et al., 2001.:
655]. Mdglicherweise ist auch hierfur eine Zershiyules Zytoskeletts verantwortlich. Ein
.rounding“ von Zellen geht mit einem zunehmendenaMgtsverlust einher [Dibb et al.,

1981: 169-173]. Maligne Zellen sind dabei resisgteregeniber eines ,rounding” (ab 110
MPa) als benigne Zellen (ab 70 MPa) [Dibb et a@81 169-173]. In den vorliegenden
Untersuchungen bei primar adharenten Zellen war zimehmende Retraktion der
Zellauslaufer und das Abrunden mit steigenden Dedickbenfalls friher und ausgepragter
bei Chondrozyten als bei Chondrosarkomzellen zu bdéeaen. Auch waren die

morphologischen Verdnderungen mit einem steigerdeeil avitaler Zellen verbunden, wie

im Trpyanblautest nachgewiesen. Allerdings zeigieh keine Unterschiede zwischen beiden

Zelllinien in dem zur vollstandigen Inaktivierungrmitigten Druckniveau.
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Die durchflusszytometrischen Untersuchungen begséiti die Ergebnisse des Trypanblau-
Tests. So konnte ein mit der Aufnahme von Propidbaid (PI) verbundener Zelltod von
Chondrozyten und Chondrosarkomzellen im FACS nateibHBehandlung (10 min bei 37
°C) nachgewiesen werden, wobei die exakten Zahéegleichbar mir den Ergebnissen des
Trypanblau-Tests waren. Interessanterweise zeigte in der grafischen Auswertung bei
Chondrozyten und auch bei Chondrosarkomzellen aivedte Zellpopulation nach 150 und
200 MPa, die ein doppelt so hohes PI-Signal aufwiesse Beobachtung lasst sich dadurch
erklaren, das manche Zellen im Zellzyklus ruhen amen diploiden DNA-Satz aufweisen
und manche sich in Teilung befinden, damit einérapdoiden DNA-Satz besitzen. Da Pl mit
DNA-Doppelstrangen interkaliert, erklaren sich gveei Populationen, wobei die tetraploiden
Zellen eine doppelt so hohe Pl-Intensitat aufweigsa tetraploide Population der Chondro-
sarkomzellen ist grof3er als die der Chondrozytes, eurch die deutlich héhere Teilungsrate

bedingt ist. Darliber hinaus besitzen Tumorzelleereaneuploiden DNA-Satz.

Eine signifikante Apoptose-Induktion durch HHD, wsee fur verschiedene eukaryotische
Zellen und fur humane Lymphoblasten beschrieberd&viifrey et al., 2004: 459; Takano et
al.,, 1997: 155-158], konnte in der vorliegenden érlfir Chondrozyten und Chondro-
sarkomzellen anhand der Bestimmung von Annexin ‘%htninachgewiesen werden.
Moglicherweise ist durch die Messung 24 h nachHlé¢D-Behandlung ein Teil apoptotischer
Zellen der Detektion entgangen, da sie innerhalseati Zeit von Apoptose in Nekrose
Ubergegangen sind. Die Frihphase der Apoptose tdauwewenige Minuten, allerdings sind
Apoptosekdrper und damit apoptotische Zellen naathnStunden nachzuweisen [Roach et
al., 2004: 266]. Die meisten apoptotischen Zellerd&nin vivo phagozytiert. Findet keine
Phagozytose statt, so sind apoptotische Zellenopgdrt nachweisbar, unterliegen dann
jedoch einer sekundaren Nekrose, bei der die lid¢gter Zellmembran verloren geht und
die Zelle lysiert [Roach et al., 2004: 266-267]efk sekundare Nekrose der Zelle kbnnte es
somit erlauben, dass Propidiumiodid in die zersto#elle eindringt und in der
durchflusszytometrischen Messung ein DoppelsigA&l (nd PI) auslést. Damit wirde die
primar apoptotische Zelle den nekrotischen Zellagenrdnet werden. Allerdings zeigten
verschiedene Arbeiten das Maximum einer induzieAg@optose erst nach 24 h, weshalb
auch in den vorliegenden Untersuchungen die Messaie) 24 h erfolgte. Takano et al.
(1997) beschrieben einen signifikanten AnstiegAjesptoserate in Lymphoblasten nach 8 h,
wenn die Zellen bei 100 MPa behandelt wurden (30, 187 °C). Die héchste Apoptoserate
von bis zu 40 % wurde dabei nach 24 h festgediedlkano et al., 1997: 156-158]. In den
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vorliegenden Ergebnissen lag die héchste Rate apsgiter Zellen fir Chondrozyten bei 5,7
% (150 MPa, 10 min, 37 °C) und fur Chondrosarkoternebei 13,1 % (200 MPa, 10 min, 37
°C), bei welchen bereits in unbehandelten Probesr 6b% der Zellen apoptotisch waren.
Moglicherweise wird eine langere Druckbehandlungszds 10 min bendtigt, um in

Chondrozyten und Chondrosarkomzellen eine sigmfika Apoptose zu induzieren.

Verschiedene Arbeiten wiesen eine vermehrte Exjgres®n proapoptotischen Faktoren wie
TNF-a und Interleukinen (IL) bei bereits 20 oder 50 Mizeh [Takahashi et al., 1998: 231;
Westacott et al., 2002: 125]. TNF-und IL-1 kbénnen eine Apoptose in Chondrozyten
hervorrufen [Aizawa et al., 2001: 785; Chen et2000: 364; Schuerwegh et al., 2003: 681].
Allerdings betrug bei diesen Versuchen die Behamghidauer 2 h und mehr. So scheint
weniger die Druckhohe allein, die bei Uberschreiggnes Grenzwertes die Zelle direkt

zerstort, als mehr die Dauer der Druckbehandlugtpische Signale in Zellen auszuldsen.

Insgesamt zeigten humane Chondrozyten und Chontloosaellen ein @hnliches Verhalten
in Hinblick auf die Vitalitat nach einer Hochdruokubation. Lediglich das absolute
Inaktivierungsniveau von Chondrosarkomzellen ingeasion lag mit 350 MPa deutlich tber
dem Chondrozyten (225 MPa), wobei dies hauptsdchéaf einzelne druckresistente
Tumorzellen zurlickzuftiihren war. Innerhalb der Tiamsation von benignen zu malignen
Zellen kénnten Anderungen in der Enzymausstattudey des Zytoskeletts erfolgt sein, die
eine erhohte Druckresistenz einzelner Tumorzellewitken. In vivo sind Knorpelzellen

adharente Zellen. Im Rahmen der malignen Transfomaerlangen Tumorzellen die

Fahigkeit, einen Zell- bzw. Gewebeverband zu vedasund sind generell weniger adhasiv
[Ruoslahti 1999: 1], was zu der erhtéhten Drucktess von Chondrosarkomzellen in
Suspension fuhren koénnte. In den Versuchen mit radbén Zellen, in denen die

Inaktivierungsnieveaus von Chondrozyten und Chosatfomzellen identisch waren,
wurden vor der HHD-Behandlung durch einen Wascligahicht adharente Zellen entfernt.
So kénnten Tumorzellen, die sich eventuell der rabem Adharenz entzogen haben und
damit moglicherweise druckresistenter wéren, in deswertung nicht mit einbezogen

worden sein.

Ob die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Aukumgen einer HHD-Behandlung auf
Chondrozyten und Chondrosarkomzellen bis zu einestitamten Druckniveau reversibel
sind, wie bei Hochdruck-Untersuchungen fur MEL g2ellaufgezeigt, bleibt in weiteren
Versuchen zu klaren. [Matsumoto et al., 1998: 8&nive et al., 1999: 354-360].
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4.3 Knorpelgewebe: Funktionen, biochemische und biomeeamische Grundlagen

von Gelenkknorpel und Meniskus

Neben der sicheren Inaktivierung von malignen Zelidie auch durch Autoklavieren oder
Bestrahlen erreichbar ist, ware ein Erhalt der dgmchen und biomechanischen
Eigenschaften des behandelten Gewebes winschensiiendurch ware im Rahmen einer
autologen Skelettrekonstruktion eine grossere aieitiStabilitit und eine beschleunigte
Inkorporation des Grafts zu erreichen. Durch digldére 0. g. Verfahren kann der Erhalt der
Biologie und der Biomechanik jedoch nicht gewalstiei werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass durch HHD nicht nurndhmsarkomzellen abgetttet werden,
sondern auch, dass die biomechanischen und biolmgisEigenschaften von Gelenkknorpel
(osteochondrale Zylinder) und von Faserknorpel (islars-Segmente) erhalten bleiben.
Bevor diese Resultate diskutiert werden, soll imigEoden ein kurzer Uberblick Uber die
biologischen und biomechanischen Grundlagen voerikkhorpel und von Meniskusknorpel

gegeben werden.

Es gibt drei Hauptarten von Knorpelgewebe: hyalit@rorpel, elastischen Knorpel und
Faserknorpel. Hyaliner Knorpel ist die haufigsteolrelart und findet sich an Gelenkflachen,
in Epiphysenfugen, sowie in der Trachea, an Rippéae und am Nasenseptum [Junqueira et
al., 1996: 181; Mow 1997: 114]. Faserknorpel findath ausser im Meniskus im Anulus
fibrosus der Disci intervertebrales und in der Skiggs pubica [Junqueira et al., 1996: 188;
Mow 1997: 114]. Elastischer Knorpel kommt in derr@hbschel, im auf3eren Gehérgang, in
der Tuba auditiva, in der Epiglottis und in einigéahlkopfknorpeln vor [Junqueira et al.,
1996: 187].

Gelenkknorpel ist auf hohe Druck- und Stossbelagnrausgerichtet, wobei die auftretenden
Kréafte gleichmaRig auf den angrenzenden Knochengébetet und Kontaktkrafte im Gelenk
reduziert werden. Dabei erlaubt Gelenkknorpel dwseme glatte Oberflache eine nahezu
abriebfreie Bewegung der gegeniberliegenden Flazhemander [Mow 1997: 113-116].
Der Meniskus besitzt wichtige biomechanische Fuamdn im Kniegelenk. Er Ubertragt Kraft
auf eine grol3ere Flache des Gelenkknorpels, stevtlidas Gelenk, absorbiert Sté3e wéahrend
dynamischer Krafteinwirkung, &hnlich wie ein ,Brektatz* und hilft méglicherweise bei der

Gelenklubrikation. Diese Funktionen ermdglichen d@&@ualenkknorpel die glatte, nahezu
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abriebfreie Artikulation und die gleichmallige Kuadtteilung auf den angrenzenden
subchondralen Knochen. Zusatzlich gewahrleistetiariskus eine Reststabilitat bei Kreuz-
oder Seitenband-Insuffizienzen [Bessette 1992: B3-&hian et al., 1990: 19].

Beide Knorpelarten kdnnen als multiphasisches Nadtbetrachtet werden, wobei die beiden
Hauptkomponenten eine fluide Phase aus Wasser [70néboElektrolyten, und eine solide
Phase (Matrix) aus Kollagenen (20 %), Proteoglyka(®& %) und anderen Proteinen sind.
Eingelagert befinden sich Chondrozyten (2 %) [Mawale 1984: 377-385; Mow et al., 1992:
67-86]. Die quantitativ groRte organische Fraktibiden die Kollagene, gefolgt vom

Proteoglykan Aggrecan und anderen Proteoglykan-@gagen [Hardingham et al.,1992: 861-
869; Heinegard et al., 1989: 2042-2047]. Quantit&ieinere Gruppen beinhalten Link-

Protein [Hardingham 1979: 237], Versican [Grovealet1993: 361], Biglycan, Fibromodulin

[Fisher et al., 1991: 14371], Decorin [Danielson at, 1993: 146], Thrombospondin

[Heinegard et al., 1989: 2042-2047] und anderek{Brotein und Versican spielen eine
wichtige Rolle in der Erhaltung der Statik des Kyads, indem sie zahlreiche Bindungen
untereinander, sowie mit Aggrecan und Hyaluronabiksieren [Hardingham 1979: 237,

Matsumoto et al., 2003: 41205; Shi et al., 200406170. Versican stimuliert dartiber hinaus
die Proliferation von Chondrozyten [Zhang et a999: 445].

Gelenkknorpel besitzt von den verschiedenen Kotagevor allem Kollagen Typ II, mit
geringeren Anteilen der Typen V, VI, IX und Xl. IiBegensatz hierzu findet sich im
Meniskus zu etwa 90 % Kollagen Typ |, in geringekéengen auch Typ II, 1ll, V und VI, so
dass sich insbesondere durch die Verteilung vonlageh | und Il diese beiden
Knorpelgewebe biochemisch voneinander unterschg¢Blemamin et al., 2004: 1; Eyre 1980:
1315-1319; Eyre et al., 1983: 265; Furukawa et1&80: 79; McDeuvitt et al., 1990: 8; Mow
et al., 1984: 377-385]. Die Grundstruktur der Kgdae besteht aus einer Tripel-Helix. Die
hochorganisierte Struktur scheint spezifisch Zugepagsbeanspruchungen entgegen-
zuwirken, so ist Kollagen entscheidend fur die &sgifkeit von Knorpel verantwortlich
[Elliott et al., 2002: 223; Korhonen et al., 20@23; Li et al., 1999: 673].

Die grof3en aggregierenden Proteoglykane Aggrecarsidan und Link-Protein machen im
Knorpel etwa 50-85 % der Proteoglykane aus. Nidegerende Proteoglykane sind
Biglykan und Decorin, die einen Anteil von etwa 20 ausmachen. Weitreichende

Interaktionen zwischen Kollagenen und Proteoglykanmtereinander, sowie zwischen
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beiden Gruppen selbst, konnen den Metabolismus @twondrozyten, die Kollagen-
Fibrillogenese und die Kollagen-Netzwerkorganisatimodulieren [Muir 1983: 613-618].
Die Fraktion der Proteoglykane und hierbei inshdsom Aggrecan ist fir die Druckfestigkeit
von Knorpel verantwortlich [Korhonen et al., 20083; Li et al., 1999: 673].

Ultrastrukturell kann Gelenkknorpel in drei separdbnen eingeteilt werden, die superfizielle
tangentiale Zone (10-20 % der Dicke), die mittléome, (40-60 % der Knorpeldicke) und die
tiefe Zone (30 % der Dicke) [Clark 1985: 17-19; Metwal., 1974: 449-452]. Unter der tiefen
Zone befindet sich die Tidemark, an die sich kamfter Knorpel anschliel3t, der in den
subchondralen Knochen tbergeht. Die Kollagenfasetélider tiefen Zone stofRen durch die
Tidemark und insertieren im kalzifizierten Knorpsfwie im subchondralen Knochen und
gewahrleisten damit die chondrale Verankerung aeimn ddarunter liegenden Knochen
[Bullough et al., 1983: 72-76]. Eine ungleiche Zusaensetzung von Kollagenen und
Proteoglykanen in den einzelnen Zonen und derwichder Oberflache zu tieferen Zonen
hin reduzierende Wassergehalt verursachen untediiie biomechanische Eigenschaften
der einzelnen Zonen [Franzen et al., 1981: 535;eliaret al., 2000: 669; Mow et al., 1984
377-385; Muir et al., 1970: 554-558; Roth et a888Q: 1102; Schinagl et al., 1999: 499].

Die Struktur vom Meniskus weist ebenfalls Schichtarf, allerdings differiert sie vom
Gelenkknorpel. Die Oberflachenzone des Meniskus|civee mit dem Gelenkknorpel
artikuliert, besteht aus feinen Fibrillen in eirmifalligen, netzartig verwebten Matrix. Etwa
100 um unterhalb der Oberflachenschicht finden salartige Kollagenfibrillen-Biindel, die
um die Zirkumferenz des Meniskus angeordnet sindiniére Fasern laufen radial zu diesen
Bindeln und verbinden sie [Aspden et al., 1985:-378; Procter et al., 1989: 771-776;
Skaggs et al., 1994: 176]. Diese Organisation fistsh jeweils in den &ulReren zwei Drittel
des Meniskus, wéahrend die innerste Schicht vorwidgeufallig angeordnete Fasern und
Proteoglykane enthalt und der Struktur von hyalikamorpel &hnelt [Yasui 1978: 391].

4.4 Uberlegungen zur Minimierung von Fehlerquellen beder biomechanischen

Testung von Knorpelgewebe

Vor der Durchfiihrung der biomechanischen Untersagbo von Knorpelgewebe nach HHD-
Behandlung wurde ein Versuchsaufbau gewahlt, degliofist geringe Fehlerquellen

beinhaltete. Durch die Auswahl von bovinem Knorpéd Versuchsgewebe konnte ein
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storender Alterseinfluss minimiert werden, da Scihfander zum Zeitpunkt der Schlachtung
alle jung und etwa gleich alt sind. Durch die gette Auswertung von Proben aus dem
medialen und lateralen Meniskus bzw. Kondylus urdzdivor definierten Entnahmestellen
wurde den unterschiedlichen mechanischen Eigenschades medialen und lateralen
Gelenkkompartimentes Rechnung getragen. In denu¢leen mit Gelenkknorpel wurde die
knocherne Grenzlamme unter dem Knorpel belassen derd Knorpel nicht abgel6st.
Einerseits kommen osteochondrale Segmente dertiSitua vivo ndher, zum anderen neigt
Knorpelgewebe dazu, anzuschwellen, wenn es vomhsuakcalen Knochen entfernt wird,
was wiederum Anderungen der biomechanischen Eipaften bewirken wiirde [Mow et al.,
1997: 126]. Zur Testung der mechanischen Eigensaiaivurde ein Kugeleindrick-
/Relaxationsversuch durchgefuhrt. Dabei wurde bstvesne Kugel (Radius 2,5 mm) als
Druckilbertrager gewahlt. In der Literatur bescheied Testverfahren bedienen sich fast
ausschliel3lich eines Stempels mit einer planenhElégds Druckubertrager. Ein derartiges
Modell bertcksichtigt jedoch nicht die physiolodiscinkongruenz der Knorpeloberflache.
Ebenso kommt es an den seitlichen Enden eines rpl8tempels beim Eindricken in den
Knorpel zu unerwiinschten Kanteneffekten. Das betdiedas an der Kante des planen bzw.
eckigen Stempels das Gewebe nicht gleichmassig konept werden kann und sich, bedingt
durch die viskoelastischen Eigenschaften des Kimrggewebe am Rand dieser Kante
hochdrickt. Beides sind Fehlerquellen, welche digebknisse einer Testung verfalschen
konnen. Eine Kugel hingegen passt sich einerseitintongruenten Oberflache des Knorpels

besser an, zudem kénnen unerwiinschte Kanteneffektemiert werden.

4.5 Knorpelgewebe nach Hochdruckbehandlung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ddfniskussegmente nach einer
hydrostatischen Hochdruckbehandlung (10 min, Raonpégzatur) mit bis zu 600 MPa keine
signifikanten Anderungen (p=0,05) ihrer biomechelmis Eigenschaften aufwiesen.
Gelenkknorpel-Segmente zeigten lediglich eine §ikpamte Zunahme der Eindriicktiefe nach
300 MPa in Proben aus dem medialen Kondylus undh 680 MPa in Proben aus dem
lateralen Kondylus. Diese Anderungen konnten alhgsl auch probenspezifisch, d. h. durch
bereits zuvor beeintrachtigten Knorpel, hervorgemufvorden sein, da sich in Proben des
medialen Kondylus nach 600 MPa und in Proben desdl@n Kondylus nach 300 MPa keine
signifikanten Anderungen gegeniiber unbehandelt@bdnr zeigten. Interessanterweise ist

diese Zunahme der Eindricktiefe in allen behandePgoben mehr oder weniger zu
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beobachten gewesen, wohingegen Relaxation undgimifweder nach 300 noch nach 600
MPa signifikante Veranderungen aufwiesen. Zu ahelicResultaten kamen andere Autoren,
die fir Knochen und Sehnen keinen signifikantenli&trder mechanischen Stabilitéat nach
einer HHD-Behandlung feststellten [Diehl et al.020121; Diehl et al., 2005: eingereicht;
Steinhauser et al., 2006: 130]. Auffallend war euwsn Zyklus zu Zyklus zunehmende
Steifigkeit in allen behandelten und unbehandeResben, die anfangs grof3er war und zum
funften Zyklus hin geringer wird, in etwa in Forniner Sattigungskurve. Entsprechend
nehmen die Relaxation und die Eindriucktiefe vonldykzu Zyklus ab. Diese Versteifung
l&sst sich durch die viskoelastischen Eigenschaften Knorpelgewebe erklaren. Der Fluss
interstitieller Flussigkeit, der durch die Druckégiung des Stempels induziert wird, bewirkt
eine Kompaktation der Matrix und damit eine Versteg der Probe [Holmes et al., 1985:
206-207; Mow et al., 1984: 377-385; Mow et al., 2987-86]. Wird die auf die Probe
einwirkende Kraft entfernt, wie in den vorliegendéarsuchen nach 60 s Haltezeit, so wird
die interstitielle Flussigkeit durch den am Punker dehemaligen Krafteinwirkung
entstehenden geringeren hydrostatischen Druck idor#uriickflie@en. Die gewahlte
Entspannungszeit von 60 s reicht jedoch nicht ams, das urspringliche Volumen an
interstitieller Flussigkeit an diesem Punkt wieder erreichen, so dass bei der erneuten
Belastung die Kraft auf die bereits kompaktiertettatrifft. So entsteht von Zyklus zu
Zyklus eine Versteifung der Probe an dem Punktkdaftapplikation. Entsprechend sinken
durch diese Kompaktation die Relaxation und diedkigte Eindricktiefe, um Fax zu
erreichen. Durch die Volumenverdrangung intersgieFlissigkeit und die Kompaktation
der Matrix erklart sich auch der nicht lineare Abtier Kraft wahrend der Relaxation, da das
Volumen, welches verdrangt wird, nach ErreichenMaximalkraft von Beginn der Haltezeit
an stetig absinkt. In der vorliegenden Arbeit kennduch gezeigt werden, dass
Knorpelsegmente des medialen gegeniber denen desalda Meniskus, sowie
Knorpelsegmente des medialen gegeniber denentdezslda Kondylus in allen Testzyklen
keine signifikanten Unterschiede (p=0,05) in deroBechanik aufwiesen, nicht in
Kontrollproben und auch nicht in behandelten Proldarch Athanasiou et al. (1991) fanden
bei bovinen Knorpelproben annahernd gleiche meesbhri Materialeigenschaften fir

lateralen und medialen Kondylus [Athanasiou et1#191: 336].

Dies ist bemerkenswert, da die Zusammensetzundg:xieazellularen Matrix des Knorpels
und damit das mechanische Materialverhalten niahtvon Spezies zu Spezies und je nach

Alter des Individuums variiert, sondern ebenfalig1\Region zu Region, die untersucht wird
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[Akizuki et al., 1986: 379; Athanasiou et al., 198B4-339; Elliott et al., 2002: 225-226;
Jurvelin et al., 2000: 669; Rasanen et al., 1996].5/erschiedene Arbeiten zeigten nicht nur
Unterschiede zwischen lateralen und medialen Kamdylund Menisken in ihren
biochemischen und mechanischen Eigenschaften [&atiet al., 1997: 433; Stephan et al.,
1998: 213], sondern auch regionale Differenzen rimae eines Kondylus oder Meniskus
[Esquisatto et al., 1997: 433; Kiviranta et al.379801 und 1987: 265; Mow et al., 1997:
146]. Hierbei spielt insbesondere die Belastung deen Verteilung auf das Gewebe eine
entscheidende Rolle, wobei Kompartimente mit hdheRelastung eine dickere
Knorpelschicht zeigen [Armstrong et al., 1995: 2%anasiou et al., 1991: 331, Little et al.,
1997: 49]. So lassen sich auch die Unterschiedech&n den einzelnen Spezies erklaren, da
Vierfu3ler im Vergleich zum Menschen und selbstewginander eine andere Belastungs-

verteilung innerhalb der Gelenke aufweisen.

Im Gelenkknorpel war Kollagen Typ Il und im angrenden subchondralen Knochen
Kollagen Typ | und Il sowohl in unbehandelten, alsch in HHD-behandelten Proben (600
MPa, 10 min, 20 °C) immunhistochemisch nachweisdaabei zeigten sich keine

Unterschiede in der Signalintensitat und im Veutagsmuster. In den Meniskus-Segmenten
waren alle drei Kollagene in behandelten und unbééiéen Proben nachweisbar, ebenfalls
ohne Signal- und Verteilungsunterschiede. Die pleic Beobachtungen konnten in allen
Proben fur die Proteoglykane Aggrecan, Link Protenm Versican gemacht werden. Die
immunhistochemischen Ergebnisse korrelieren mit &a&sultaten der biomechanischen
Tests, da die Struktur und Verteilung der Matrixkpmmenten fir die mechanischen
Eigenschaften des Knorpels malR3geblich verantwhbriit. Dieser priméare, frihe Erhalt der
Stabilitat und der Struktur des Knorpels ist einehitige Vorraussetzung fur eine erfolgreiche

Reimplantation extrakorporal devitalisierten Gewsebe

Die beiden routinemallig zur Devitalisierung von fGraeingesetzten Verfahren der
Autoklavierung oder Bestrahlung fluhren hingegen emem deutlichen Verlust an
mechanischer Stabilitéat und zu einer verzégertdedgegration [Knaepler et al., 1991: 194-
196; Pelker et al., 1987: 237]. Dartuber hinaus tvei® Bestrahlung eine fragliche
Kanzerogenitat und Mutagenitat auf [Knaepler et #894: 800-801]. Die meisten Arbeiten
untersuchten bislang die Anwendungsmoglichkeitem dgtrakorporalen Tumordevita-
lisierung an Knochensegmenten. In der Literatuddim sich jedoch nur wenige Arbeiten,

welche die Auswirkungen einer Bestrahlung oder RAlatderung auf biomechanische und
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histologische Eigenschaften von Knorpelgewebe satétt haben. Leider wurden darin diese
beiden Verfahren in der Anwendung bzw. Prozessgam Allografts, nicht von Autografts
evaluiert. Die publizierten Arbeiten zeigten allegk z. T. gravierende Auswirkungen auf die
mechanischen Eigenschaften und auf die Matrix desrpels. Donald et al. (1996) fanden
eine um 50-80 % herabgesetzte Steifigkeit von Kelggwebe nach einer Hochdosis-
Bestrahlung [Donald et al., 1996:297]. Shelton let(H98) wiesen auf das Potential von
Sterilisationsverfahren hin, das Kollagennetzwenkszhadigen [Shelton et al., 1998: 165],
was durch eine weitere Arbeitsgruppe bestétigt efcheung et al.,, 1990: 581]. In einer
anderen Studie wurden bereits nach einer Behandlonitg 50 Gy morphologische
Veranderungen im Knorpelgewebe nachgewiesen [Cesesl et al., 1993: 343]. Dies steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegendeeitAin der immunhistochemisch keine
Veranderungen des Knorpelstromas dokumentiert wetktnnten. Yahia et al. (1993)
untersuchten den Effekt einer Radiatio auf die l@onanischen Eigenschaften von Menisken.
Hierbei zeigte sich eine signifikante Abnahme dskdsen und elastischen Eigenschaften des
Meniskus, so dass die Autoren von der Anwendungredestrahlung zur Prozessierung von
Meniskus-Allografts abrieten [Yahia et al., 1993:12 Gegensatzlich dazu konnten in der
vorliegenden Arbeit auch fir Menisken weder bionagtsch, noch immunhistochemisch

negative Auswirkungen einer HHD-Behandlung nachgsem werden.

Die Auswirkungen der Bestrahlung und der Autoklawng auf Knochengewebe sind besser
untersucht, da diese Klinisch routinemafig zur akcrporalen Devitalisierung tumor-
befallener Autografts oder zur Prozessierung vologkhfts eingesetzt werden. So zeigten
beispielsweise Hofmann et al. (2003) eine deutliRkduktion der Biege- und Scherfestigkeit
von Knochenpins nach einer Bestrahlung mit 2,0 M2@D00 Gy) [Hofmann et al., 2003:
480]. Untersuchungen an humanem Knochen wiesenRedektion der Stabilitat (work to
fracture) auf nur noch 5 % nach, wenn der Knochenhamer Hoch-Dosis Bestrahlung
behandelt wurde (90 kGy), wie sie besispielsweigesicheren viralen Inaktivierung benétigt
wird [Currey et al.,, 1997: 111]. Die Autoklavierungon Knochen fuhrt zu teils noch
deutlicheren Stabilitatseinbuf3en. Ein Verlust demipressions- und Frakturstabilitdt von bis
zu 80 % wurde aufgezeigt [Speirs et al.,, 1999: 48Reconti et al.,, 1996: 63]. Die
Behandlung erfolgte dabei nach den in Europa giitigichtlinien (132 °C fur mindestens 1
h). Eine zusétzliche Verminderung der osteoindéktitFahigkeiten derart behandelter Grafts
wurde belegt [Munting et al., 1988: 34]. Die medksahen und biologischen Alterationen

fuhren zu hohen Komplikationsraten in Form von @&ilFrakturen, Infektionen, fehlender
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Osteointegration des Grafts und zu einer beschiéemiResorption [Béhm et al., 2003: 356-
362; Park et al., 1999: 520; Sabo et al., 1999:Z8@® Sanjay et al., 1997: 294; Sys et al.,
2002: 175]. Gegensatzlich hierzu stellten zwei amdAutoren fest, dass eine HHD-
Behandlung von Knochensegmenten mit 600 MPa (2Q 20n°C) die initialen biomecha-
nischen Eigenschaften des Knochens nicht signifikeerdénderte und die biologischen
Eigenschaften von Extrazellular-Proteinen erhalibeben. Elektronenmikroskopisch lie3en
sich sie keine Unterschiede zwischen behandelteh unbehandelten Knochensegmenten
aufzeigen [Diehl et al., 2001: 121; Steinhaused.e2006: 130].

Fur Sehnen wurde ebenfalls ein signifikanter Vérkas biomechanischer Stabilitat direkt
nach einer Bestrahlung aufgezeigt [De Deyne etl@bl: 51; Rasmussen et al., 1994: 188].
In einer Studie mit niedrig-dosiert (20 kGy) bekttan Knochen/Sehnen-Allografts fur die

Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes zeigter&ch einer Serie von Belastungszyklen
eine Verlangerung der Grafts um 27 %. Zugleich nalenZugfestigkeit um tber 20 % ab

[Curran et al., 2004: 1131]. Hingegen konnte nauhggen, dass eine HHD-Behandlung von
Sehnen (600 MPa, 20 min, Raumtemperatur) die bibareéschen Eigenschaften und die
immunhistochemische Anfarbbarkeit von Kollagen Tlypnd Versican unbeeinflusst lasst
[Diehl et al., 2005: eingereicht]. Diese Beobaclkygm konnen in der vorliegenden Arbeit
bestéatigt werden. Ebenso wie im Meniskus bestehtS@hnen der strukturelle Antell

hauptséachlich aus Kollagen Typ I, so dass sichida&s in beiden Fallen unveranderte
Verteilungsmuster des Kollagens nach einer HHD-Bdhang die erhaltene Zugfestigkeit

ableiten lasst.

4.6 Ausblick

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, liesserhsmmmane Chondrozyten und Chondro-
sarkomzellen mit hydrostatischem Hochdruck bis B8®a (10 min, 37 °C) sicher abttten.
Die biomechanischen und immunhistochemischen Edpaiften von Gelenkknorpel und
Meniskus wurden durch eine HHD-Behandlung bei 3@btnund bei 600 MPa nur leicht
negativ beeinflusst. Diese vielversprechenden Hngeb missen in weiteren Versuchen
ausgeweitet werden. Die Hochdruckinkubation von zgan humanen tumorbefallenen
Knochensegmenten, die in eigenen Arbeiten durclgefiurde, zeigte, dass auch Uber einen
langeren Zeitraum keine vitalen malignen Zellen metultiviert werden konnten.

Durchzufihrende Tierversuche sollten Aufschlussildar geben, wie sich malignes autologes
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Gewebe, das extrakorporal durch HHD devitalisiardywnach einer Reimplantation verhalt,
insbesondere im Hinblick auf Rezidive, Revitalisigg und Integrationsverhalten. Klinische
Ergebnisse vieler Arbeiten [s. Einleitung] konnteeigen, das auch bestrahltes oder
autoklaviertes Knochengewebe trotz der durch dieeandlungsverfahren verschlechterten
biologischen Eigenschaften prinzipiell nach einemplantation einwachst und das tote
Knochengewebe als Matrix fur Zellrepopulation unelv&skulisierung dienen kann. Ob und
wie sich hochdruckbehandeltes Knochengewebe bésidélest, wird derzeit ebenfalls in
eigenen Arbeiten untersucht. Das Hauptproblem heichd derzeit gangige Verfahren
devitalisiertem Knorpel besteht in einer Degeneratiund Resorption nach der
Reimplantation. Die Arbeit von Ahmed et al. (2008}t gezeigt, das die Reimplantation
ganzer extrakorporal devitalisierter Gelenke ppredl moglich ist, jedoch wurde auch in
dieser Studie eine Resorption des Knorpels naclegewni [Ahmed et al., 2003: 170].
Mdglicherweise kann die Besiedlung mit autologeno@irozyten eine Resorption des
Knorpels verhindern. Das sich Chondrozyten auf tdésiertem Knorpel ansiedeln lassen
und dabei ihre Vitalitdt und Funktion beibehaltearde bewiesen [Kelley et al., 2002: 267-
269]. Ob und wie sich hochdruckbehandelter KnogielScaffold verwenden lasst und sich

darauf Chondrozyten ansiedeln lassen, bleibt inene Versuchen zu klaren.

Es konnten sich auch Einsatzmdglichkeiten von HHBi bler allogenen Menikus-
transplantation bieten. Eine Meniskektomie, diecuverletzungen des Kniegelenks bzw.
des Meniskus notwendig werden kann, fuhrt langdristi einem Verlust und zur Degradation
des Gelenkknorpels. Damit verbunden ist die Entstgh einer Arthrose mit
Funktionseinschrankung und Schmerz des Kniegelgiksittini et al., 2002: 1954; Noyes et
al., 2004: 1392; Verdonk 2002: 118]. Um diesen &&frlzu hemmen bzw. positiv zu
beeinflussen wird auf die Mdoglichkeit der allogeneMeniskustransplantation
zuruckgegriffen, die nachweislich zu einer Schmestmktion und Funktionsverbesserung
fuhrt, was inzwischen auch durch Langzeitergebnimdegt wurde [Graf et al., 2004: 129;
Noyes et al.,, 2004: 1392; Verdonk 2002: 118]. Dwmtinemalige Prozessierung von
Meniskus-Allografts erfolgt durch Tiefgefrieren be80 °C. Jedoch verbleibt hiernach ein
Restrisiko fir die Ubertragung von Infektionskraaibn wie Hepatitis B und C oder HIV,
auch wurden vitale Tumorzellen in einem tiefgefrane Graft nachgewiesen [Hofmann et al.,
1995: 163-164; Palmer et al., 1999: 333; Weytsl.et2803: 661-663]. Aus diesem Grund
sind einige Gewebebanken dazu Ubergegangen, Meaenflagrafts zusatzlich zu

sterilisieren, meist in Form einer Bestrahlung [Sgiield 1997: 12]. Um jedoch HIV und
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andere Viren sicher zu eliminieren sind hohe Sérathbsen notwendig, welche die Gratfts,
wie bereits dargelegt, stark in ihren mechanischem biologischen Eigenschaften
kompromittieren [Campbell et al.,, 1999: 517; Pelktral., 1987: 236-238; Smith et al.,
2001:815; Yahia et al., 1993: 211]. Der Einsatz D an Stelle einer Bestrahlung kdnnte
hier vielversprechend sein, da sich alle Zellen380 MPa abttten lassen. Daneben wurde
auch die Abtétung der humanpathogenen Viren HIVAHHWMSY und CMV durch HHD um
400 MPa nachgewiesen [Jurkiewicz et al., 1995: 68&%; Kingsley et al., 2002: 1605;
Meyer-Pitroff 2003: 297-299; Nakagami et al., 19935; Nakagami et al., 1996: 475]. Wie
die vorliegenden Ergebnisse zeigen, sind in dieSgnckbereichen keine negativen
Auswirkung auf die Biomechanik zu erwarten. Dasstiadlte bzw. tiefgefrorene Meniskus-
Allografts nach der Implantation von synovialen I&el ausgehend revitalisiert werden,
konnte in verschiedenen Arbeiten aufgezeigt wefdemoczky et al., 1992: 428; Goble et al.,
1999: 146; Rodeo et al., 2000: 1071, Wada et &981 250]. Um das in vivo- und
Revitalisierungs-Verhalten hochdruckbehandelter islars-Allografts zu evaluieren, sollten
weiterfihrende Versuche durchgefiihrt werden. Auctssrkritisch angemerkt werden, dass
noch keine Daten beziglich der Fahigkeit von HHD Abtdétung von Hepatitis B und C,
oder von EBV vorliegen.

Die bislang vorliegenden Ergebnisse deuten darauyf dass sich mit der hydrostatischen

Hochdruckbehandlung eine neue, vielversprechendermdtive zur Autoklavierung oder

Bestrahlung von Knorpelgewebe entwickeln kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Die Rekonstruktion von tumorbefallenen osteochdedraSegmenten des Bewegungs-
apparates stellt eine zentrale Herausforderungein aithopadischen Chirurgie dar. Um
tumorbefallene Segmente nach einer Resektion zitatiseeren und im Anschluss zu
reimplantieren werden diese Segmente in erstee limtraoperativ autoklaviert oder bestrahilt.
Beide Verfahren bringen jedoch deutliche Nachteig sich, insbesondere den Verlust
biomechanischer und/oder biologischer Eigenschaffemit ist die Entwicklung alternativer
Verfahren auf Grund dieser zum Teil deutlichen Kbkgtionen unbedingt notwendig. Die
hydrostatische Hochdruckbehandlung (HHD), die inr desbensmittelindustrie zur
Inaktivierung von Keimen in Nahrungsmitteln etatili&yurde, fand bislang noch keinen
Einzug in die orthopadische Chirurgie, obwohl pirfikche Arbeiten gezeigt haben, dass
durch eine Behandlung mit HHD unterschiedliche geai und auch maligne Zelltypen
abgetotet werden konnen. Diese initialen Beobag®mrkonnten in der vorliegenden Arbeit
fur humane Chondrozyten und ChondrosarkomzellerKuttur bestatigt werden. Beide
Zelltypen wurden durch eine HHD-Behandlung bei >38Pa (10 min, 37 °C) inaktiviert.
Zellen, die in Suspension behandelt wurden, waedreiddruckresistenter als Zellen, die zum
Zeitpunkt der HHD-Behandlung an das Matrixproteiibrénektin gebunden waren.
Tumorzellen in Suspension zeigten sich resistaadgebenigne Chondrozyten, im adharenten
Zustand fand sich kein Unterschied. Interessanieenvékonnte in den vorliegenden
Experimenten nach kurzzeitiger HHD-Einwirkung keisignifikante Apoptoseinduktion in
den Zellen nachgewiesen werden.

Biomechanische Tests wurden an HHD-behandelterodst@dralen Gelenkknorpel- und
Meniskussegmenten in Form eines Stress-/Relaxagosisches durchgefihrt. Hierbei zeigte
sich im Vergleich zu unbehandelten Knorpelprobemeesignifikante Verdnderung der
mechanischen Eigenschaften nach einer HHD-Behagdien300 MPa (10 min, 20 °C) und
lediglich eine minimale Reduktion nach 600 MPa. durlmmunhistochemie wurde
nachgewiesen, dass sich das Verteilungsmusteriendintigenitat von Kollagen I, 11 und I,
sowie von Aggrecan, Versican und Link-Protein dueaie HHD-Behandlung (600 MPa, 10
min, 20 °C) nicht wesentlich andert. Zu ahnlichegdbnissen kamen Experimente mit HHD-
behandelten Knochensegmenten und Sehnen. Zusanssemidahat die vorliegende Arbeit
gezeigt, dass sich humane Chondrozyten und Chattmszellen durch eine HHD-
Behandlung abtéten lassen. Dies kann in einem Derekch erreicht werden, in dem keine
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Diskussion

Verschlechterung der mechanischen und keine Verénde bestimmter biologischer
Eigenschaften von Knorpelgewebe auftritt.
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8. Anhang

8.1 Abkirzungen

Abb.
AN
Aqua dest.
bzw.
ca.
CMV
DAB

d. h.
DMEM
DNA
DTT
EDTA
et al.
etc.
FACS
Frmax

FN

Gy, kGy
HHD
HIV
Hsp
HSV
HVA
IU/ml
LC, LM
max.
MC, MM
Mio
mM, M
MPa

Abbildung
Annexin V

destilliertes Wasser
beziehungsweise

circa
Cytomegalie Virus
Diaminobenzidin

das heil3t
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
Desoxyribonukleinséure
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

et altera

et cetera

Fluorescence-activated Cell Sorter
Maximalkraft
Fibronektin

Gray, Kilogray
hydrostatischer Hochdruck
Humanes Immundefizienz Virus
Hitzeschockprotein
Herpes Simplex Virus
Hepatitis Virus A
International Units pro Milliliter
Lateraler Kondylus, Lateraler Meniskus
maximal
Medialer Kondylus, Medialer Meniskus
Million
Millimol, Mol

Megapascal
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Mrads

Hg, Mg, g

pl, mi, |

N

nm, gm, mm, m
PBS

Pl

PS

s, min, h, d

S. 0.
STA
S. u.
Tab.
TUNEL

u. a.
U/min
U/ml
z. B.
z. T.

Mega- ,radiation absorbed dose” (100 radGy)
Mikrogramm, Milligramm, Gramm
Mikroliter, Milliliter, Liter
Newton

Nanometer, Mikrometer, Millimeteretdr
Phosphate-buffered saline
Propidiumiodid

Phosphatidylserin

Sekunden, Minuten, Stunden, Tage
siehe

siehe oben
Standardabweichung

siehe unten

Tabelle

Terminal desoxyribosyl-transferase-mediated B

nick end labeling

unter anderem
Umdrehungen pro Minute
Units pro Milliliter

zum Beispiel

zum Teil
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8.2 Einzelne Messergebnisse des Trypanblau-Tests

Tabelle 1:Chondrozyten in Suspension nach HHD-Behandlungsire 1-4).

Versuch 1
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml
wert wert

1 52 55 45| 50,7 0,633 16 | 175 4 8 6 6,0 0,07b
2 38 47 40| 41,7 05241 17 | 175 3 1 4 2,7 0,038
3 0 44 42 41| 42,3 0,520 18 | 175 4 3 2 3,0 0,038
4 50 46 38 40 41,3 0,547 19 | 200 2 1 2 1,7] 0,021
5 50 33 42 38| 37,7 0474120 | 200 2 2 0 1,3] 0,01y
6 50 41 42 41 41,3 0,547 21 | 200 1 1 3 1,7| 0,021
7 100 [ 42 41 39| 40,7 0,548 22 | 225 0 0 0 0,0 0,000
8 100 [ 40 44 39| 41,0 053323 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
9 100 [ 43 37 37| 39,0 0,448 24 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
10 | 125 25 26 25| 253 0,33725 | 250 0 0 0 0,0 0,000
11 | 125 38 40 32| 36,7 0,44826 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
12 | 125 35 39 33| 35,7 044627 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
13 | 150 28 34 30 30,7 0,343
14 | 150 29 30 25| 28,0 0,330
15 | 150 26 29 341 29,7 0,311

Versuch 2

Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml

wert wert

1 0 34 37 38| 36,3 045 16 | 175| 19 14 17| 16,7 0,208
2 42 34 37| 37,4 047 17 | 175| 13 19 12| 14,7 0,183
3 37 36 38| 370 046318 | 175| 14 14 8 12,0 0,150
4 50 43 42 36| 40,3 0,504 19 | 200 1 1 2 1,3| 0,01f
5 50 42 40 39| 40,3 0,504 20 | 200 1 1 3 1,7| 0,021
6 50 43 35 38| 38,7 0,443 21 | 200 3 2 2 2,3| 0,029
7 100 [ 38 42 40| 40,0 0,540 22 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
8 100 [ 38 37 39| 380 049523 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
9 100 [ 43 34 45| 40,7 0,508 24 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
10 | 125 34 36 32| 34,0 043525 | 250 0 0 0,0/ 0,00p
11 | 125 28 35 33| 32,0 0,40026 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
12 | 125 37 35 32| 34,7 0,43327 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
13 | 150 20 25 201 21,7 0,211
14 | 150 14 16 15| 15,0 0,148
15 | 150 20 18 18| 18,7 0,233
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Versuch 3
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml
wert wert

1 39 48 42| 43,0 0538 16 | 175 1 0 3 1,3| 0,01f
2 45 28 40| 37,7 0,471 17 | 175 1 2 2 1,7| 0,021
3 0 52 34 38| 41,3 0,517 18 | 175 2 2 1 1,7| 0,021
4 50 42 40 39| 40,3 0,504 19 | 200 0 0 1 0,3] 0,004
5 50 39 40 44 41,0 0,513 20 | 200 1 0 1 0,7/ 0,008
6 50 39 37 42 39,3 0,492 21 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
7 100 [ 45 41 39| 41,1 054122 | 225 0 0 0 0,0 0,000
8 100 34 42 38| 38,0 049523 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
9 100 [ 48 37 36| 40,3 0,544 24 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
10 | 125 35 32 31] 32,7 040825 | 250 0 0 0 0,0 0,000
11 | 125| 42 31 34| 35,7 044626 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
12 | 125 65 65 32| 54,0 0,64527 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
13 | 150 22 20 211 21,0 0,243
14 | 150 26 13 22| 20,3 0,234
15 | 150 29 24 201 24,3 0,304

Versuch 4

Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml

wert wert

1 0 41 44 38| 41, 0518 16 | 175 3 2 4 3,0/ 0,038
2 34 29 38| 33,7 0421 17 | 175 5 9 7 7,0 0,088
3 44 40 45| 43,0 0,538 18 | 175 5 4 5 4,7/ 0,058
4 50 48 43 36| 42,3 0,549 19 | 200 1 2 2 1,7| 0,021
5 50 39 46 40 41,7 0,541 20 | 200 4 0 1 1,7| 0,021
6 50 45 37 42 41,3 0,547 21 | 200 0 3 2 1,7| 0,021
7 100 | 44 40 37| 40,3 0,544 22 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
8 100 | 44 40 40| 41,3 0,517 23 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
9 100 38 38 41 39,0 0,448 24 | 225 0 0 0 0,0/ 0,000
10 | 125 38 38 35| 37,0 0,44325 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
11 | 125 31 28 40( 33,0 0,43326 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
12 | 125 34 45 31| 36,7 0,44827 | 250 0 0 0 0,0/ 0,000
13 | 150 31 28 34| 31,0 0,348
14 | 150 33 25 271 28,3 0,334
15 | 150 30 27 33| 30,0 0,315
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Tabelle 2: Chondrosarkomzellen in Suspension nach HHD-Behagd\Mersuche 5-8).

\Versuch 5
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml
wert wert

1 0 41 44 39| 41,3 0,517 22 175 9 11 10| 10,0 0,125
2 0 38 50 40| 42,7 0,533 23 175 5 4 6 5,0/ 0,068
3 0 35 48 42| 41,7 0,521 24 175 6 6 6 6,0/ 0,07b
4 50 40 40 38| 39,3 0,492 25 | 200 5 1 9 5,0/ 0,068
5 50 45 39 37| 40,3 0,504 26 | 200 7 8 3 6,0/ 0,07b
6 50 35 39 42| 38,1 0,493 27 200 6 6 5 5,7/ 0,070
7 100 39 38 38| 38,3 0,44928 | 250 2 1 1 1,3| 0,01
8 100 32 35 37| 34,7 0,433 29 250 0 3 1 1,3| 0,01
9 100 35 35 36| 35,3 0,44230 | 250 3 3 1 2,3| 0,029
10 125 32 38 34 34,7 0,43331 300 0 1 1 0,7| 0,008
11 125 42 31 36| 36,3 0,44 32 300 0 0 0 0,0/ 0,000
12 125 40 28 32 33,3 0,431733 | 300 0 1 0 0,3| 0,004
16 150 28 21 29| 26,0 0,33534 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
17 150 27 30 25| 27,3 0,34235 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
18 150 32 18 27| 25,7 0,33136 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
19 165 22 10 25| 19,0 0,238
20 165 19 21 171 19,0 0,238
21 165 12 16 15| 14,3 0,119

VVersuch 6

Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml

wert wert

1 0 46 52 48| 48,7 0,608 22 175 10 5 7 7,3 0,092
2 0 32 32 44| 36,0 0,450 23 175 11 5 8 8,0/ 0,100
3 0 48 43 44 45,0 0,563 24 175 6 10 3 6,3 0,079
4 50 25 40 40| 35,0 0,43825 | 200 5 3 1 3,0/ 0,038
5 50 35 42 40| 39,0 0,448 26 | 200 4 4 6 4,7/ 0,058
6 50 46 49 40| 45,0 0,543 27 200 2 2 5 3,0/ 0,038
7 100 44 40 411 41,7 0,541 28 | 250 1 2 0 1,0/ 0,018
8 100 28 47 35| 36,7 0,498 29 250 2 0 1 1,0 0,018
9 100 42 32 36| 36,1 0,498 30 | 250 3 0 1 1,3| 0,01
10 125 32 32 39| 34,3 0,43931 300 2 1 0 1,0 0,018
11 125 31 33 39 34,3 0,449 32 300 0 0 1 0,3| 0,004
12 125 30 40 35 35,0 0,43833 | 300 0 1 0 0,3| 0,004
16 150 33 17 22| 24,0 0,3Q034 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
17 150 26 27 29| 27,3 0,34235 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
18 150 20 22 25| 22,3 0,29936 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
19 165 21 14 171 17,3 0,217
20 165 18 20 22| 20,0 0,290
21 165 17 19 19| 18,3 0,239
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\Versuch 7
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml
wert wert

1 0 46 28 38| 37,3 0,467 22 175 8 9 8 8,3 0,104
2 0 33 57 41| 43,7 0,546 23 175 12 5 7 8,0/ 0,100
3 0 46 33 41| 40,0 0,500 24 175 8 8 5 7,0/ 0,088
4 50 29 49 421 40,0 0,5J0 25 | 200 4 4 5 4,3| 0,054
5 50 37 33 44| 38,0 0,47526 | 200 6 2 5 43| 0,054
6 50 38 35 38| 37,0 0,443 27 200 5 5 4 4,7/ 0,058
7 100 38 30 35| 34,3 0,44928 | 250 2 0 2 1,3| 0,01
8 100 31 41 38| 36,7 0,498 29 250 2 3 1 2,0/ 0,02b
9 100 38 37 38| 37,7 0,44130 | 250 1 2 3 2,0/ 0,026
10 125 38 37 38 37,7 0,44131 300 0 1 0 0,3| 0,004
11 125 31 33 39| 34,3 0,43932 300 2 1 0 1,0 0,018
12 125 32 32 36 33,3 0,431733 | 300 0 2 1 1,0/ 0,018
16 150 19 23 22| 21,3 0,24734 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
17 150 44 32 30f 35,3 0,44235 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
18 150 25 28 26| 26,3 0,33936 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
19 165 20 24 201 21,3 0,247
20 165 17 22 19| 19,3 0,242
21 165 15 25 18| 19,3 0,242

Versuch 8

Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml

wert wert

1 0 42 49 36| 42,3 0,529 22 175 4 6 4 4,7/ 0,058
2 0 45 34 46| 41,7 0,521 23 175 3 5 4 4,0/ 0,05D
3 0 35 44 41| 40,0 0,500 24 175 9 8 6 7,7 0,096
4 50 47 34 40| 40,3 0,504 25 | 200 3 4 5 4,0/ 0,05D
5 50 54 46 34| 44,7 0,598 26 | 200 3 0 2 1,7 0,021
6 50 38 36 33| 35,7 0,446 27 200 4 3 3 3,3] 0,04P
7 100 40 41 441 41,7 0,541 28 | 250 2 0 0 0,7| 0,008
8 100 33 34 31| 32,7 0,448 29 250 2 3 0 1,7 0,021
9 100 38 52 32| 40,7 0,548 30 | 250 2 2 3 2,3| 0,029
10 125 34 33 34 33,7 0,43131 300 1 1 0 0,7| 0,008
11 125 37 34 39 36,7 0,448 32 300 0 1 1 0,7| 0,008
12 125 29 38 34 33,7 0,43133 | 300 0 2 0 0,7| 0,008
16 150 42 35 241 33,7 0,43134 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
17 150 31 34 25| 30,0 0,31535 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
18 150 23 30 29| 27,3 0,34236 | 350 0 0 0 0,0/ 0,000
19 165 15 16 14| 15,0 0,148
20 165 19 15 22| 18,7 0,233
21 165 18 24 201 20,7 0,298
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Tabelle 3: Adharente Chondrozyten nach HHD-Behandlung (Versi&:h?2).

Versuch 9
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |[Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml
wert wert
1 16 13 18 15,7 0,078 10 125 7 11 12 10,0 0,050
2 10 16 22 16, 0,080 11 125 13 8 10 10,3 0,052
3 0 19 23 20 20,7 0,103 12 125 10 9 9 9,3| 0,047
4 50 18 15 15 16,0 0,090 13 150 3 3 1 2,3] 0,01p
5 50 14 17 12 14,3 0,072 14 150 1 1 2 1,3| 0,007
6 50 11 18 13 14,0 0,070 15 150 0 4 2 2,00 0,01p
7 100 [ 12 10 9 10,3 0,092 16 | 200 0 0 0 0,0 0,000
8 100 14 11 11| 12,0 0,040 17 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
9 100 [ 13 13 12| 12,7 0,043 18 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
Versuch 10
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck| Zellen lebend |Mittel- [Mio/ml
wert wert
1 23 18 18| 19,7 0,098 10 | 125 14 7 11| 10,7 0,083
2 19 11 22| 17,3 0,087 11 | 125 7 10 10| 9,00 0,045
3 0 20 18 22| 20,0 0,100 12 | 125 8 7 14| 9,7 0,0418
4 50 15 22 17 18,0 0,090 13 150 0 0 0 0,0/ 0,000
5 50 17 18 18 17,7 0,088 14 150 0 1 0 0,3| 0,00p
6 50 14 19 20 17,7 0,088 15 150 0 0 0 0,0/ 0,000
7 100 23 28 20 23,7 0,118 16 200 0 0 0 0,0/ 0,000
8 100 15 11 16 14,0 0,040 17 200 0 0 0 0,0/ 0,00D
9 100 [ 16 14 15| 15,0 0,04518 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
Versuch 11
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck| Zellen lebend |Mittel- [Mio/ml
wert wert
1 0 16 23 19| 193 0,097 10 | 125 5 4 6 5,0/ 0,02p
2 23 16 18 19, 0,09 11 125 4 2 5 3,7] 0,018
3 22 26 21 23,0 0,115 12 125 3 7 4 4,7/ 0,023
4 50 20 23 201 21,0 0,105 13 150 3 2 6 3,7 0,018
5 50 26 21 18| 21,7 0,108 14 150 4 1 2 2,3] 0,01p
6 50 19 22 20| 20,3 0,192 15 150 5 0 6 3,7 0,018
7 100 [ 15 25 18] 19,3 0,097 16 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
8 100 [ 16 21 19| 18,7 0,093 17 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
9 100 [ 17 19 20| 18,7 0,093 18 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
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Versuch 12
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- [Mio/ml
wert wert

1 20 15 18| 17,7 0,088 10 | 125 8 8 7 7,7/ 0,03B
2 18 13 19 16,7 0,083 11 | 125 3 4 7 4,7/ 0,028
3 0 21 17 19 19,0 0,09 12 | 125 5 6 5 53| 0,027
4 50 18 17 17| 17,3 0,047 13 | 150 2 1 1 1,3| 0,00/
5 50 14 16 17| 15,7 0,078 14 | 150 3 0 2 1,7| 0,008
6 50 20 15 19| 18,0 0,090 15 | 150 1 0 0 0,3| 0,00p
7 100 12 16 16( 14,7 0,043 16 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
8 100 13 10 17| 13,3 0,047 17 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
9 100 11 12 14 12,3 0,042 18 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000

Tabelle 4: Adharente Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandltegsuche 13-16).

Versuch 13
Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml
wert wert

1 0 17 18 17| 17,3 0,087 10 | 125 7 6 8 7,0/ 0,036
2 0 19 22 18| 19,7 0,098 11 | 125 9 5 12 8,7 0,043
3 18 24 20| 20,7 0,108 12 | 125| 11 12 8 10,3 0,052
4 50 17 16 12| 150 0,04513 | 150 0 1 1 0,7 0,008
5 50 19 23 21| 21,0 0,10514 | 150 0 0 2 0,7 0,008
6 50 17 15 16| 16,0 0,040 15 | 150 3 1 0 1,3| 0,00/
7 100 [ 18 15 14| 15,7 0,048 16 | 200 0 0 0 0,0 0,000
8 100 [ 13 14 14| 13,7 0,048 17 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
9 100 [ 22 15 14| 17,0 0,04518 | 200 0 0 0 0,0| 0,000

Versuch 14

Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml|Probe|Druck Zellen lebend  |Mittel- |Mio/ml

wert wert

1 0 19 26 24| 23,0 0,11 10 | 125 7 10 13| 10,0 0,050
2 22 23 21| 22,0 0,11 11 | 125 9 3 12 8,0/ 0,040
3 14 25 26| 21,7 0,108 12 | 125 4 11 9 8,0 0,04|0
4 50 20 18 15( 17,7 0,048 13 | 150 0 1 1 0,7 0,008
5 50 19 23 21 21,0 0,10514 | 150 2 0 1 1,0/ 0,00p
6 50 17 20 20| 19,0 0,095 15 | 150 5 1 4 3,3| 0,01
7 100 [ 25 17 16] 19,3 0,097 16 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
8 100 [ 15 19 16| 16,7 0,043 17 | 200 0 0 0 0,0| 0,000
9 100 [ 21 14 17| 17,3 0,047 18 | 200 0 0 0 0,0/ 0,000
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Versuch 15
Probe | Druck | Zellen lebend | Mittel- | Mio/ml | Probe| Druck | Zellen lebend | Mittel- | Mio/ml
wert wert

1 24| 22| 21| 22,3] 0,111 1Q 12b 8 12 p1 10,3 0,052
2 19| 23| 22| 21,3 0,10] 11 126 10 |9 [0 9|7 0,048
3 18| 26| 20| 21,3 0,10] 12 12b 5 9 1 8|3 0,042
4 50 21| 23| 17] 20,3] 0,10% 13 15p 1 2 1 1)3 0,007
5 50 20| 19| 221 20,3] 0,10% 14 15p 4 |0 1 17 0,008
6 50 24| 21| 221 22,3] 0,11% 15 15p 0 (3 |o 1/0 0,005
7 100 | 18| 18/ 19 18,3] 0,09 16 200 0 |0 |O 0j0 0,000
8 100 | 15| 13| 19 15,7 0,078 17 200 0 |0 |O 0j0 0,000
9 100 | 21| 14/ 1 17,00 0,08% 1§ 200 0 |0 |O 0}0 0,000

Versuch 16

Probe | Druck | Zellen lebend | Mittel- | Mio/ml | Probe| Druck | Zellen lebend | Mittel- | Mio/ml

wert wert

1 17| 17| 19| 17,7] 0,08% 1Q 12 10 12 |14 12,0 0,060
2 13| 20| 18] 17,0/ 0,081 11 12b 8 11 p1 10,0 0,050
3 15| 18| 21 18,0 0,09 12 12b 9 15 |9 11,0 0,055
4 50 17| 24| 16| 19,0/ 0,09% 13 15p 0o |2 1 1/0 0,005
5 50 23| 19| 15 19,0/ 0,09% 14 15p 0O |0 |o 0J0 0,000
6 50 20| 18| 17] 18,3 0,092 15 15p 1 |0 1 0]7 0,003
7 100 | 14| 20/ 19 17,7] 0,083 16 200 0O |0 |O 0j0 0,000
8 100 | 13| 13| 22 16,00 0,089 17 200 0 |0 |0 0j0 0,000
9 100 | 15| 18/ 18 17,00 0,08% 1§ 200 0O |0 |0 0j0 0,000
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Grafik 1: Chondrozyten in Suspension nach Hochdruckbehagd[L® min, 37 °C). Vitalitat
im Trypanblautest. Der groRte Abfall der Uberlelvates zeigt sich zwischen 125 und 175
MPa. Ab 225 MPa sind wiederholt keine lebendenefethehr nachweisbar.
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Grafik 2: Chondrosarkomzellen in Suspension nach Hochdringdadung (10 min, 37 °C).
Vitalitat im Trypanblautest. Der groRte Abfall deberlebensrate zeigt sich zwischen 125
und 175 MPa. Ab 350 MPa sind wiederholt keine leleenZellen mehr nachweisbar.
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Grafik 3: Adhéarente Chondrozyten nach Hochdruckbehandlu@gn(h, 37 °C). Vitalitat im
Trypanblautest. Der groRte Abfall der Uberleberseagigt sich zwischen 100 und 150 MPa.

Ab 200 MPa sind wiederholt keine lebenden Zelletlnmmachweisbar.

100,04 T

80,0 ‘~‘~_-_-t\\\\\\\\‘£

60,0 \\\

40,0 \\&
20,0 \\\

0,0 T T T
0 50 100 150 200

HHD (MPa)

lebende Zellen (%)

Grafik 4: Adharente Chondrosarkomzellen nach Hochdruckbétagd(10 min, 37 °C).
Vitalitat im Trypanblautest. Der groRte Abfall deberlebensrate zeigt sich zwischen 100
und 150 MPa. Ab 200 MPa sind wiederholt keine leleenZellen mehr nachweisbar.
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8.4 Einzelne Messergebnisse der FACS-Messungen

Tabelle 5:Chondrozyten nach HHD-Behandlung. AN=Annexin, Pbghdiumiodid.

Versuch 1
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN nur Pl
MPa in % in % in % in % in % in %
0 97,01 0,94 0,53 1,52 2,44 2,05
50 96,98 0,95 0,58 1,49 2,48 2,07
100 95,66 1,04 0,54 2,76 3,76 3,3
150 48,57 4,6 7,14 39,69 44,24 46,83
200 0,44 3,81 4,64 91,11 94,81 95,75
Versuch 2
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 97,24 0,75 0,55 1,45 2,17 2
50 96,72 0,77 0,71 1,79 2,54 2,5
100 95,89 1 0,64 2,48 3,47 3,12
150 48,38 4,68 5,62 41,32 45,9 46,94
200 0,5 3,38 4,14 91,99 95,26 96,12
Versuch 3
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 93,29 4,45 0,6 1,66 6,21 2,37
50 92,57 4,78 0,58 2,07 6,91 2,83
100 92,66 3,88 0,95 2,52 7,59 3,62
150 41,57 7,98 9,23 41,22 49,11 50,45
200 0,44 4,03 5,75 89,78 93,69 95,53
Versuch 4
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 97,4 0,7 0,6 1,3 1,97 1,9
50 97,76 0,67 0,39 1,19 1,84 1,58
100 95,38 1,23 0,57 2,83 4,03 34
150 52,92 5,69 2,49 38,9 44,55 41,39
200 0,53 2,58 2,21 94,67 97,17 96,88
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Tabelle 6: Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandlung. AN=AnngRirPropidiumiodid.

Versuch 1
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN nur Pl
MPa in % in % in % in % in % in %
0 93,33 3,50 1,24 1,93 7,76 3,52
50 93,82 2,46 1,27 2,45 6,16 4,17
100 94,45 1,53 2,24 1,78 10,10 4,49
150 12,56 7,24 2,59 77,61 85,50 77,99
200 5,87 6,80 2,18 85,15 90,22 82,85
Versuch 2
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 84,26 5,19 1,78 8,77 12,93 8,77
50 81,07 5,64 3,18 10,11 13,72 10,48
100 74,35 8,04 4,37 13,24 21,94 17,17
150 28,07 8,72 3,25 59,96 69,99 64,31
200 6,84 21,38 11,93 59,84 61,44 66,37
Versuch 3
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 85,26 4,96 1,88 7,68 13,32 9,88
50 87,11 3,28 3,67 5,94 9,93 11,35
100 73,98 8,32 4,76 12,94 21,87 16,17
150 23,56 10,35 2,80 63,29 73,71 66,68
200 3,47 15,11 1,59 79,83 97,46 83,84
Versuch 4
Druck Vital AN-pos. Pl-pos. | AN-/Pl-pos.| nur AN Pl-pos.
MPa in % in % in % in % in % in %
0 77,39 7,59 4,70 10,32 16,36 13,80
50 76,47 7,36 7,67 8,50 11,20 12,94
100 65,49 14,98 5,09 14,44 27,21 19,24
150 14,50 8,10 3,22 74,19 79,47 76,92
200 4,99 8,91 1,04 85,06 91,56 86,17
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8.4 Lichtmikroskopische Morphologie von Chondrozyter @hondrosarkomzellen
nach Hochdruckbehandlung.

: £
: ETITNEETY R TN
Abb. 1: Chondrozyten in Abb. 2: Chondrozyten in Abb. 3: Chondrozyten in
Suspension. Nach 100 MPa.  Suspension. Nach 150 MPa.  Suspension. Nach 200 MPa.

Abb. 4: Chondrosarkom- Abb. 5: Chondrosarkom- Abb. 6: Chondrosarkom-
zellen in Suspension. Nach  zellen in Suspension. Nach  zellen in Suspension. Nach
100 MPa 200 MPa 250 MPa

Abb. 7: Rekultivierte Abb. 8: Rekultivierte
Chondrozyten 24 h nach Chondrozyten 24 h nach
Inkubation bei 50 MP. Inkubation bei 150 MP

Abb. 9: Rekultivierte Abb. 10: Rekultivierte
Chondrosarkomzellen. 24 h Chondrosarkomzellen. 24 h
nach Inkubation bei 50 MPa. nach Inkubation bei 1&
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8.5

Einzelne Messergebnisse der biomechanischen Kpel-Testung

Tabelle 7: Lateraler Meniskus (LM) nach HHD-Behandlung, elneeVlessergebnisse.

LMO

zykus| 21|z 2| z3| z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 |16,2721,39] 22,85| 23,63[ 24,37| 3,11 3,84| 4,22] 4,43] 4,62| 0,57[ 0,48] 0,41] 0,39] 0,38
2 |14,5317,94| 19,66| 21,15( 22,39| 2,95| 3,73| 4,13 | 4,40| 4,56| 0,63| 0,50 0,44| 0,41 0,38
3 19,32 22,45| 23,27| 23,38| 24,16| 3,71| 4,35| 4,64 | 4,83| 4,98| 0,45| 0,39 0,36| 0,35| 0,34
4 18,61 21,71 22,59 23,49| 23,91 3,59| 4,42| 4,72| 4,92| 5,08| 0,46| 0,43| 0,40| 0,37 0,35
5 17,50 21,29| 22,39| 22,98| 23,23| 3,30| 4,15| 4,53| 4,75| 4,92| 0,52| 0,44 0,41| 0,39 0,38
6 |18,3921,94| 23,10| 23,46| 24,34| 3,72| 4,39 4,67 | 4,84| 4,95| 0,54| 0,45 0,41| 0,39 0,37
7 |17,0921,78| 23,48| 24,49| 25,25| 3,73| 4,40 4,68| 4,86| 5,02| 0,58| 0,47| 0,43| 0,40 0,38
8 |16,86 21,52 22,96| 23,52 24,02| 3,45| 4,28| 4,66 | 4,89| 5,06| 0,52| 0,39 0,36| 0,35| 0,34
9 |21,0725,51| 27,39| 28,45| 29,34| 3,85| 4,47| 4,73| 4,95| 5,06 0,47| 0,39| 0,35| 0,33| 0,31
10 |17,3721,26]22,94] 24,10| 24,86| 3,57 4,32| 4,73| 4,92| 5,06 0,53| 0,47| 0,42| 0,39 0,38

LM 300

zykus| 21| z 2| z3|z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 |15,0918,50]20,21] 21,64] 23,58] 3,42 4,03[ 4,31] 4,51] 4,63] 0,63] 0,57] 0,50] 0,43] 0,40
2 |15,4419,31| 20,54| 21,52| 22,86| 3,38| 4,07| 4,32| 4,48| 4,63| 0,71| 0,54| 0,50| 0,47 0,44
3 17,03 22,33| 23,94| 24,38| 25,23| 3,22| 4,09| 4,48| 4,71| 4,87 0,51| 0,37| 0,34 0,33| 0,32
4 18,65 23,19| 24,32 25,99 26,30 3,61| 4,29| 4,53| 4,69 4,88| 0,54| 0,38| 0,36| 0,34 | 0,33
5 |20,69 23,84| 24,68| 25,82| 26,43| 3,77| 4,41| 4,67 4,86| 5,01| 0,43| 0,38| 0,35 0,34| 0,34
6 |18,8722,30| 23,20| 23,88| 25,00| 3,60| 4,42 4,79| 4,99| 5,14| 0,50| 0,42 0,39| 0,37 0,36
7 |21,6924,35| 25,41| 26,32| 27,07 3,92| 4,58| 4,84 | 5,01| 5,13| 0,41| 0,37 0,34| 0,33| 0,32
8 |22,0925,32| 26,09| 26,82| 27,70| 4,14| 4,66 | 4,92| 5,05| 5,13| 0,41| 0,38| 0,36 0,34| 0,33
9 |20,49 22,73| 23,54| 24,06| 24,51| 4,73| 5,15| 5,33 5,47| 5,56| 0,43| 0,40 0,38| 0,37 0,36
10 |14,0617,50| 18,16| 18,78] 19,13| 4,20| 4,91 | 5,12| 5,24| 5,33] 0,62| 0,51| 0,48| 0,47| 0,45

LM 600

zykius| z.1] z.2| z3] zal zs5|z1]|z2|z3]z4lz5|z1]z2]z3]z4]lz5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindricktiefe bis Fmax [mm]
1 |20,4122,01]23,24] 23,89] 24,64] 4,13] 4,59] 4,81] 4,97 5,14] 0,46] 0,44] 0,41] 0,39] 0,37
2 |16,8121,24| 22,80| 23,75( 24,89| 2,82| 3,68| 4,08 4,33| 4,53| 0,56| 0,51 0,46| 0,44 0,38
3 17,56 20,64| 21,83| 22,39| 22,98| 3,55| 4,21| 4,52| 4,72| 4,88| 0,53| 0,43| 0,40 0,39| 0,37
4 |17,74 21,35 22,57| 23,25/ 23,68 3,34| 4,13| 4,53| 4,76 4,97| 0,52| 0,45| 0,41| 0,39 0,38
5 19,10 22,14| 23,30| 23,71| 24,31| 3,86| 4,50| 4,78 | 4,95| 5,08| 0,51| 0,44 0,41| 0,37| 0,35
6 |22,6026,60| 27,66| 28,19| 28,47| 3,50| 4,27 4,26 4,87| 5,00| 0,37| 0,33| 0,31| 0,29 0,29
7 |15,7919,42| 20,24| 20,84| 21,01| 4,06| 4,69| 4,91 | 5,05| 5,16| 0,58| 0,53| 0,50| 0,47 0,46
8 |18,3020,16| 21,29| 21,91| 22,27 4,42| 4,95| 5,17 5,31 | 5,39| 0,48| 0,47 0,44 | 0,43| 0,42
9 |17,4020,17|20,78| 21,52 21,90| 4,56| 5,02| 5,23 5,35| 5,46| 0,50| 0,46 | 0,43| 0,41| 0,37
10 |19,0921,40| 22,57| 23,32| 23,69| 4,63 5,07| 5,22| 5,30| 5,37] 0,45 0,42 0,39| 0,38 0,37
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Tabelle 8: Lateraler Meniskus (LM) nach HHD-Behandlung (Kafipproben), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
STl 17,70 21,68 23,06 23,87 24,59
in N/m

Standardabw. 1,79 1,82 1,87 1,84 1,85
Relhaxa“ons‘“aﬂ 3,50 4.24 457 478 4,93
N

Standardabw. 0,29 0,25 0,22 0,20 0,19
Eindriickuiefe 0,53 0.44 0.40 0.38 0.36
bis Fnax in mm

Standardabw. 0,06 0,04 0,03 0,03 0,03

Tabelle 9: Lateraler Meniskus (LM) nach HHD-Behandlung (300&), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus 3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEl 18,40 21,94 23,01 23,92 24,78
in N/m

Standardabw. 2,89 262 255 258 2,50
Re['\laxa“o”Skraﬂ 3,80 4,46 473 4,90 5,03
N

Standardabw. 0,46 0,37 0,34 0,31 0,29
ElngltigiEr 0,52 0,43 0,40 0,38 0,36
bis Fhax In mm

Standardabw. 0,11 0,08 0,07 0,06 0,05

Tabelle 10: Lateraler Meniskus (LM) nach HHD-Behandlung (608&), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEL 18,48 21,51 22,63 23,28 23,79
in N/m

Standardabw. 1,05 1.99 205 2.02 207
GO TEr 3.89 4,51 4,79 4,96 510
in N

Standardabw. 0,58 0,45 0,37 0,32 0,28
£l e e 0.50 0,47 0,42 0,40 0.38
bis Fnax in mm

Standardabw. 0.06 0.05 0.05 0.05 0.04
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Tabelle 11:Medialer Meniskus (MM) nach HHD-Behandlung, eimeeMessergebnisse.

MM O

zykus| 21|z 2| z3| z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 [17,6423,52] 24,60| 25,44] 26,40| 2,73 3,76 4,29] 4,64] 4,87| 0,52] 0,41] 0,38] 0,36 0,35
2 |18,98 24,04| 25,81| 26,83| 27,73| 3,32| 4,25 4,71| 4,97| 5,13| 0,47| 0,38 0,35| 0,33| 0,32
3 17,96 20,87| 22,10| 22,84| 23,52| 4,18| 4,82| 5,04| 5,20| 5,31| 0,59| 0,45 0,41| 0,39 0,38
4 18,42 21,34| 22,39 22,67| 23,42| 5,01| 5,40| 5,54| 5,63| 5,70 0,49| 0,44| 0,41 0,36 0,35
5 19,17 23,48| 25,86| 26,19| 27,08| 3,30| 4,19| 4,61 4,84| 5,07 0,47| 0,40| 0,35 0,33| 0,32
6 |19,6724,59| 25,59| 26,65( 26,94| 2,55| 3,61| 4,15| 4,45| 4,67| 0,47| 0,41 0,38/ 0,36| 0,34
7 |19,8824,09| 25,58| 26,49| 27,16| 3,45| 4,25 4,66 | 4,89| 5,08| 0,59| 0,40 0,37| 0,36 0,34
8 |18,7821,32|22,51| 23,08 23,55| 4,09| 4,70| 4,95 5,12| 5,24| 0,49| 0,43| 0,40 0,38| 0,37
9 |18,3723,17|24,78| 25,44| 26,28| 3,10| 3,92| 4,33| 4,58| 4,78| 0,51| 0,54| 0,49/ 0,45| 0,42
10 | 15,43 19,45| 20,66| 21,06] 21,56| 3,25 4,16 4,57| 4,81 4,98] 0,63| 0,57| 0,53| 0,51| 0,49

MM 300

zykus| 21| z 2| z3|z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 |19,2923,52] 24,58] 25,26] 26,00| 3,66 4,49[ 4,89] 5,10] 5,27| 0,55 0,45] 0,41] 0,39] 0,36
2 |22,8626,40| 27,07| 28,21| 29,21| 3,53| 4,28 4,68| 4,94| 5,11| 0,42| 0,38 0,35| 0,33| 0,32
3 17,92 20,58| 21,18| 21,50| 21,91| 4,13| 4,95| 5,20| 5,34| 5,44| 0,53| 0,48 0,46| 0,44 0,43
4 |17,7821,50| 22,73 23,24| 23,68 3,77| 4,61| 4,95| 5,17 5,29| 0,48| 0,42| 0,39 0,37 0,36
5 |18.46 22,70| 23,95| 24,95| 25,42| 3,55| 4,41| 4,79| 5,02| 5,19| 0,49| 0,45 0,42| 0,38 0,36
6 |17,7919,47| 19,96| 20,26( 20,63| 4,82| 5,34 5,53| 5,64| 5,70| 0,50| 0,48 | 0,46| 0,44/ 0,43
7 |18,4520,79| 21,65| 22,10| 23,01| 4,54| 5,13| 5,37 | 5,51| 5,62| 0,50| 0,47 | 0,43| 0,41| 0,39
8 |18,2419,95(20,37| 21,07 21,40| 4,72| 5,25| 5,45| 5,56 | 5,64| 0,48| 0,47 0,45| 0,44 0,44
9 |20,2123,88| 24,58| 25,11| 25,94| 3,95| 4,74| 5,07| 5,25| 5,39| 0,46| 0,45 0,42| 0,40 0,38
10 |15,4719,64]20,51] 21,11| 21,55| 4,48 5,15| 5,34| 5,48| 5,54| 0,56 0,48| 0,45| 0,43| 0,42

MM 600

zykius| z.1] z.2| z3] zal zs5|z1]|z2|z3]z4lz5|z1]z2]z3]z4]lz5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindricktiefe bis Fmax [mm]
1 |19,6424,32]25,12] 25,71] 26,19] 2,96 3,80[ 4,24] 4,51] 4,72 0,48] 0,40] 0,37] 0,35 0,34
2 |18,1922,25| 23,94| 24,53| 25,51| 3,05| 4,01 | 4,40| 4,68| 4,86| 0,49| 0,42| 0,39 0,37| 0,35
3 |15,6720,97| 22,65| 23,68 24,69| 3,33| 4,15| 4,53| 4,73 4,85| 0,66| 0,52| 0,47 | 0,44| 0,42
4 |17,9720,52| 21,26 22,08| 22,29| 4,77| 5,25| 5,42| 5,49 5,56| 0,51| 0,47| 0,44 0,42| 0,41
5 |22,03 25,63| 26,22| 27,50| 28,10| 3,98| 4,67| 5,00 5,21 | 5,35| 0,42| 0,37| 0,34| 0,32| 0,31
6 |20,4724,13| 25,10| 25,72| 26,35| 4,28| 4,91 5,20| 5,37| 5,47| 0,44| 0,37 0,35| 0,33| 0,32
7 |19,3123,83| 25,18| 25,80| 26,11| 2,98| 3,88 | 4,38| 4,68| 4,90| 0,53| 0,43 0,40| 0,38| 0,37
8 |19,1022,13| 22,67| 23,53| 23,80| 4,13| 4,74| 5,07| 5,27| 5,40| 0,52| 0,44 0,41| 0,39/ 0,38
9 |18,08 20,54| 21,05| 21,41| 21,58| 3,93| 4,82| 5,17 5,34 | 5,46| 0,50| 0,45| 0,43| 0,41| 0,41
10 |16,2121,22| 22,24] 22,61] 23,16| 3,63| 4,51 | 4,88| 5,11 5,26] 0,57 0,48) 0,45| 0,43| 0,42
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Tabelle 12:Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung (Kontrollpeo), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
STl 18,42 22,59 23,99 24,67 25,36
in N/m

Standardabw. 1,27 1,71 1,90 2,06 2,14
Re['\laxa“ons‘“aﬂ 3,50 431 4,69 4,91 508
n

Standardabw. 0,74 0,54 0,41 0,34 0,29
Eindriickuiefe 052 0.44 041 0.38 0.37
bis Fnax in mm

Standardabw. 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05

Tabelle 13:Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung (300 MPaijtéverte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus 3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEl 18,64 21,84 22,66 23,28 23,88
in N/m

Standardabw. 1,91 225 233 253 272
,Re['\laxa“"”Skraﬂ 4,12 4,83 5,12 5,30 5,42
N

Standardabw. 0,49 0,38 0,30 0,24 0,20
ElngltigiEr 0,50 0,45 0,42 0,40 0,39
bis Fhax In mm

Standardabw. 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04

Tabelle 14:Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung (600 MPailiédverte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEL 18,67 22,55 23,54 24,26 24,78
in N/m

Standardabw. 1.89 181 181 103 205
Rel'\laxa“ons“raﬂ 3,70 4,48 4,83 5,04 518
N

Standardabw. 0,62 0,49 0,41 0,35 0,32
el dieie 0,51 0.43 0.40 0.39 0.37
bis Fnax in mm

Standardabw. 0,07 0,05 0,04 0,04 0,04
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Tabelle 15:Lateraler Kondylus (LC) nach HHD-Behandlung, elneeVlessergebnisse.

LCO

zykius| 21| z.2| z3| z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 | 16,6221,00] 23,33] 24,86] 26,06| 3,40 3,87 4,17] 4,37| 4,49| 0,53] 0,37] 0,30] 0,28] 0,26
2 | 18,84 24,20| 25,77| 28,17| 28,94| 3,23| 3,80 4,10| 4,32| 4,48| 0,46| 0,30| 0,26| 0,24| 0,23
3 | 20,45 25,44| 27,93 29,18 30,47| 3,38| 3,97| 4,27 4,48| 4,68| 0,42| 0,28| 0,25 0,23| 0,22
4 |16,9919,82| 21,16| 22,20| 23,00| 4,45 | 3,88| 4,12| 4,32| 4,44 0,53| 0,47| 0,44| 0,42 0,39
5 | 19,95 25,67| 27,90| 29,03 30,35| 3,32| 3,92| 4,23| 4,43| 4,59| 0,44| 0,28| 0,25 0,22| 0,21
6 | 21,19 27,26|29,46( 31,08 32,21| 3,18| 3,83| 4,15| 4,38| 4,53| 0,42| 0,26 0,23 0,21| 0,20
7 | 20,58 24,32| 25,57| 26,80| 27,16| 3,93| 4,35| 4,57 | 4,72| 4,83| 0,42| 0,35 0,32| 0,30 0,29
8 | 15,26 18,32 20,00| 20,94 22,23 3,56| 4,00| 4,21 4,36 | 4,48| 0,58| 0,45| 0,40| 0,37| 0,35
9 | 16,18 18,51/ 19,20 19,86/ 20,69| 4,10| 4,43| 4,57| 4,64| 4,67| 0,54| 0,50| 0,47 0,45| 0,43
10 | 19,60 21,63| 22,99| 23,59| 24,10| 4,08 4,38 4,49| 4,58| 4,66| 0,46 0,40 0,37| 0,36| 0,34

LC 300

zykius| 21| z.2| z3| z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 | 18,04 23,62] 25,86] 27,47] 28,50| 3,13] 3,72[ 4,08] 4,32] 4,48| 0,47] 0,33 0,28] 0,26 0,24
2 | 19,57 24,63| 26,90| 28,47| 29,92| 3,19| 3,79 4,10| 4,32| 4,46| 0,45| 0,30| 0,26 0,24| 0,23
3 | 21,59 27,56| 29,58| 31,20 32,77| 3,13| 3,79| 4,14| 4,36| 4,56| 0,40| 0,28| 0,25 0,23| 0,22
4 |14,2316,71/17,93 18,93 19,87| 3,75| 4,12| 4,28| 4,38 4,49 0,63| 0,53| 0,48 0,45| 0,43
5 | 17,09 18,68| 19,57 20,58 20,89| 4,28| 4,55| 4,64| 4,69 4,73| 0,52| 0,51| 0,47 0,45| 0,43
6 |13,13 14,97|16,07| 16,73| 17,34| 3,42| 3,76 | 3,93| 4,04| 4,14| 0,71| 0,63| 0,57| 0,54| 0,51
7 | 21,49 24,04| 25,04| 25,76| 26,08| 4,56 | 4,80 | 4,91 | 4,96| 5,02| 0,42| 0,37 0,35| 0,33| 0,32
8 | 15,97 18,04| 18,48/ 19,25/ 19,85 3,48| 3,90| 4,11| 4,33| 4,49 0,55| 0,46| 0,44 0,45| 0,45
9 | 22,21/ 29,78| 33,05 34,81 36,67| 2,51| 3,48| 4,04| 4,41| 4,68| 0,38| 0,24| 0,21| 0,20| 0,19
10 | 21,94 26,31| 28,70| 29,87| 31,03| 3,22| 3,79 4,13| 4,33| 4,51] 0,40 0,27] 0,24] 0,22| 0,22

LC 600

zykius| z.1 | z.2| z3] zal zs|z1]|z2|z3]z4alzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindricktiefe bis Fmax [mm]
1 | 16,36/ 18,18] 18,65/ 19,07] 19,58| 4,00 4,23 4,34] 4,39 4,48 0,53] 0,48] 0,46] 0,44] 0,44
2 |18,70 20,63| 21,44| 22,39| 23,30| 4,09| 4,37| 4,46 | 4,56| 4,66| 0,45| 0,43| 0,40| 0,39 0,38
3 | 17,14 18,47|19,20| 19,76/ 20,59| 4,00| 4,25| 4,37 4,47| 4,53| 0,50| 0,51| 0,49 0,49| 0,47
4 |19,8720,78|21,81| 22,82| 23,63| 3,92| 4,17| 4,32| 4,48| 4,59 0,44| 0,42| 0,42| 0,42 0,41
5 | 17,96 20,55 21,58| 22,53 23,35| 3,43| 3,77| 3,94| 4,07| 4,15| 0,52| 0,47| 0,43| 0,41| 0,39
6 | 20,20 23,48| 24,92| 26,84| 27,76| 3,94| 4,27| 4,46 4,61| 4,74| 0,44| 0,39 0,36| 0,34 0,32
7 |18,34 21,71| 23,18| 24,07 24,97 3,79| 4,18| 4,37| 4,51| 4,61| 0,48| 0,41| 0,37| 0,35| 0,33
8 | 16,11 18,67 19,90| 21,35 22,44 3,54| 3,94| 4,19| 4,34 | 4,46| 0,60| 0,51| 0,45| 0,42| 0,39
9 | 15,47/ 17,44| 18,45 19,23 18,89| 3,82| 4,18| 4,36 | 4,47 | 4,55| 0,62| 0,56| 0,52 0,49| 0,47
10 | 14,86 16,98| 17,59| 18,26| 19,04| 3,96 | 4,33| 4,50| 4,60/ 4,69] 0,61 0,57| 0,53| 0,51| 0,49
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Tabelle 16: Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung (Kontradlpen), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
STl 18,57 22,62 24,33 2557 26,52
in N/m

Standardabw. 2,12 3,18 3,55 3,85 3,94
Re['\laxa“ons‘“aﬂ 3,56 4,04 4,29 4,46 4,58
N

Standardabw. 0.35 0,25 0,18 0,14 0,12
Eindriicktiefe 0,48 0.37 0.33 0.31 0.29
bis Fmax in mm

Standardabw. 0.06 0,09 0,09 0,09 0,08

Tabelle 17:Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung (300 MRé&ijtelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus 3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEl 18,62 22,43 24,12 25,31 26,92
in N/m

Standardabw. 3,35 5,01 5,75 6,09 6,52
,Re['\laxa“ons"raﬂ 3,47 3,07 4,24 4.41 4,56
N

Standardabw. 0,60 0,41 0,30 0,25 0,23
ElngltigiEr 0,49 0,39 0,35 0,34 0,32
bis Fmax in mm

Standardabw. 0,11 0,13 0,13 0,12 0,12

Tabelle 18:Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung (600 MRé&ijtelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEL 17,50 19,69 20,67 21,63 22,45
in N/m

Standardabw. 1,82 2.07 232 2.65 274
Rel'\laxa“ons“raﬂ 3.85 4,17 4,33 4,45 4,55
N

Standardabw. 0,21 0,18 0,16 0,16 0,16
el G 0.52 0.47 0.44 0.43 0.41
bis Fmax in mm

Standardabw. 0,07 0.06 0.06 0.06 0.06
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Tabelle 19:Medialer Kondylus (MC) nach HHD-Behandlung, eimseMessergebnisse.

MC O

zykus| 21|z 2| z3| z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 |15,1418,92] 22,09] 23,56] 24,49| 3,21 3,61| 3,84 3,95] 4,06] 0,59 0,42[ 0,36] 0,34] 0,32
2 |18,18 22,48| 24,05| 25,08| 26,28| 3,55| 3,99 4,20| 4,35| 4,46| 0,51| 0,37 0,33 0,31| 0,30
3 |19,7121,86| 22,90| 23,66| 24,18| 3,70| 4,04| 4,21 | 4,34| 4,42| 0,46| 0,42| 0,39 0,37| 0,35
4 18,05 23,59| 25,38 27,09| 27,87 3,19| 3,79| 4,09| 4,29 4,42| 0,50| 0,31| 0,27 0,25| 0,24
5 |16,1820,43| 22,21| 24,11| 25,19| 3,21| 3,77| 4,07| 4,28| 4,39| 0,57| 0,38| 0,33 0,30| 0,28
6 |19,9725,29| 27,27| 29,16( 29,84| 3,59| 4,04| 4,29 4,52| 4,64| 0,41| 0,31 0,28/ 0,25| 0,24
7 |16,4720,40| 21,82| 23,03| 23,96| 3,53| 3,99 4,22| 4,36| 4,47| 0,56 | 0,42 0,37| 0,34 0,32
8 |20,3927,25|30,42| 32,37| 33,64 2,76| 3,53| 3,99 4,28| 4,49| 0,44| 0,26 0,23 0,21| 0,20
9 |18,90 20,84| 22,45| 23,10| 24,25| 4,16| 4,50 | 4,65 | 4,76| 4,83| 0,45| 0,43| 0,39 0,37| 0,36
10 |16,7318,33]18,99] 19,13| 19,53| 4,03| 4,32| 4,41| 4,48| 4,54| 0,54| 0,50| 0,48| 0,46 0,46

MC 300

zykus| 21| z 2| z3|z4alzs|z1|z2|z3]|zalzs|z1]z2]z3]z4]z5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindriicktiefe bis Fmax [mm]
1 |21,2923,94] 25,42] 25,95] 26,82| 3,76 4,14] 4,30 4,45] 4,52] 0,42] 0,37] 0,34] 0,32] 0,31
2 |22,2229,22| 32,44| 33,47| 35,26| 2,98| 3,66 | 4,06 4,29| 4,50| 0,41 0,27 0,23| 0,22| 0,21
3 |18,98 24,05| 26,07| 27,49| 28,91| 2,99| 3,63| 4,01 | 4,26| 4,43| 0,50| 0,34 0,30| 0,27 0,26
4 18,80 22,00| 23,50| 24,66 25,04| 3,45| 3,90| 4,11| 4,26 | 4,38| 0,49| 0,38| 0,34| 0,32 0,30
5 |12,9115,07| 15,69| 15,91| 16,37| 3,69| 4,04| 4,16 | 4,22| 4,26| 0,73| 0,65/ 0,62/ 0,60| 0,58
6 |21,2927,07|29,57|30,99|31,92| 3,66| 4,28 4,53 4,73| 4,86| 0,45| 0,31 0,28/ 0,26/ 0,25
7 |18,1619,37|20,10| 20,45( 21,23| 4,70| 4,93| 5,02 5,05| 5,09| 0,47| 0,49 0,47 | 0,46| 0,45
8 |13,03 15,66| 16,36| 17,08/ 17,38 3,91| 4,28| 4,43| 4,53| 4,59| 0,71| 0,64| 0,58| 0,54| 0,52
9 |16,0217,28| 17,75| 18,43| 18,86| 4,33| 4,61| 4,71| 4,80| 4,86| 0,54| 0,57| 0,54| 0,53| 0,53
10 |13,4715,22|15,85| 16,44] 17,16| 3,84 4,17| 4,29| 4,36| 4,44| 0,63| 0,61] 0,58| 0,56 0,55

MC 600

zykius| z.1] z.2| z3] zal zs5|z1]|z2|z3]z4lz5|z1]z2]z3]z4]lz5

Probe Steifigkeit [N/m] Relaxationskraft [N Eindricktiefe bis Fmax [mm]
1 19,24 22,30]23,79] 24,58] 25,75| 3,46] 3,90[ 4,14] 4,29] 4,42 0,48 0,36] 0,32] 0,30] 0,28
2 |18,3622,96| 25,12| 26,43| 27,97| 3,21| 3,77| 4,08| 4,31| 4,48| 0,48| 0,35| 0,31| 0,28| 0,27
3 |21,08 24,85| 27,06| 28,86| 29,74| 3,38| 3,95| 4,26 | 4,45| 4,62| 0,42| 0,31 0,27 0,25| 0,24
4 |16,7421,61| 23,35 24,36 25,24 3,21| 3,76| 4,02| 4,21 | 4,31 0,53| 0,38| 0,33| 0,31| 0,29
5 |18,89 24,42| 26,68| 28,27| 29,48 2,91| 3,59| 3,96 | 4,20| 4,38| 0,49| 0,30| 0,26 | 0,24| 0,22
6 |13,5715,05| 15,68| 16,23| 16,76| 4,13| 4,39 4,47 | 4,52| 4,52| 0,65| 0,65| 0,60 0,57| 0,54
7 |20,12 25,14| 27,27| 28,71( 30,32| 2,97| 3,66 | 4,03| 4,26| 4,43| 0,45| 0,29 0,26| 0,24| 0,23
8 |12,5314,07|14,91| 15,33| 15,83| 3,97| 4,34| 4,43| 4,50| 4,55| 0,73| 0,75| 0,70| 0,68 0,66
9 |20,0521,65| 22,84| 24,43| 25,47| 3,86| 4,19| 4,36 | 4,49| 4,63| 0,44| 0,43| 0,42/ 0,40| 0,38
10 |16,0617,38|17,67|17,87]18,29] 4,29 4,54 | 4,63| 4,65| 4,68| 0,55 0,58] 0,56| 0,55| 0,53
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Tabelle 20: Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung (Kontrollpem), Mittelwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
Slelg et 17,97 21,94 23,76 25,03 25,92
in N/m

Standardabw. 1,79 2,80 3,22 3,69 3,83
Re['\laxa“ons‘“aﬂ 3,49 3.96 4,20 4,36 4,47
n

Standardabw. 0,42 0,30 0,23 0,20 0,20
Eindriicktiefe 0,50 0,38 0.34 0,32 031
bis Fmax in mm

Standardabw. 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07

Tabelle 21:Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung (300 MPaittélwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus 3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEl 17,61 20,89 22,28 23,09 23,90
in N/m

Standardabw. 3,56 5,13 6,03 6,33 3,71
Re['\laxa“o”Skraﬂ 373 416 436 4,49 4,59
N

Standardabw. 0,53 0,40 0,32 0,28 0,26
ElngltigiEr 0,54 0,46 0,43 0,41 0,40
bis Fmax in mm

Standardabw. 0,12 0,15 0,15 0,15 0,14

Tabelle 22:Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung (600 MPaittéwerte.

Test-Zyklus-Nr. Zyklus 1 | Zyklus2 | Zyklus3 | Zyklus4 | Zyklus 5
SEIEEL 17,66 20,94 22,44 23,51 24,49
in N/m

Standardabw. 287 4,03 4,69 518 553
Rel'\laxa“ons“raﬂ 3,59 4,01 4,24 0.44 0,45
N

Standardabw. 0,49 0,33 0,23 0,15 0,12
el G 0.52 0.44 0.40 0.38 0.36
bis Fmax in mm

Standardabw. 0,17 0,17 0,16 0,16 0,15

146



Anhang

8.6

Abb.

Abb. 2

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

10:
11:
12:

13:

14

15:

16:

17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:

Verzeichnis der Abbildungen, Grafiken und Tabden

Hochdruckautoklav

Neubauerkammer. Zahlkammern mit Trypanblau gefullt.
Fadenkreuz der Neubauerkammer. Ausgezahlt werd@efueren vier
der neun Quadranten.

Skizze des Druckerzeugungssystems mit Hochdruckkfaxn und
Druckregelung.

In einzelne Wells ausgesate Zellen.

Mit Wells bestiicktes und leeres Cryo-Rdhrchen.

Bovines Kniegelenk mit eréffneter Kapsel.

Aufsicht auf die herauspraparierten Menisken elf@gsgelenks.
Markierung der Entnahmestellen.

Aufsicht auf die Kondylen nach Exartikulation undparation.
Markierung der Entnahmestellen.

Henkellocheisen. Durchmesser 10 mm.

Stahlzylinder mit eingebrachtem Einsatz.

Zylinder aus dem medialen Meniskus.

Hohe 4 mm, Durchmesser 10 mm.

Osteochondraler Zylinder aus dem medialen Femurkaad
Ho6he 4 mm, Durchmesser 10 mm.

Hochdruckanlage. Vergrofierte schematische Darsteilon
Druckkammer und Wirkprinzip.

Unter die Prifvorrichtung positionierte Knorpelpeo
Kugeldurchmesser: 5 mm.

Grafische Darstellung eines Versuchzyklus eineebhabdelten Probe
aus dem Femurkondylus.

Ansicht des Kryotoms mit Blick in die Schneidekanmme

Mit Objekttragern bestiickte Farbekammer des Leigadnostainers.
Chondrozyten in Kultur.

Chondrosarkomzellen in Kultur.

Chondrozyten in Suspension, Nullkontrolle.

Chondrozyten in Suspension nach 250 MPa.
Chondrosarkomzellen in Suspension, Nullkontrolle.
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Chondrosarkomzellen in Suspension nach 350 MPa.
Adhéarente Chondrozyten. Nullkontrolle.

Adharente Chondrozyten nach 50 MPa.

Adharente Chondrozyten nach 100 MPa.

Adharente Chondrozyten nach 150 MPa.

Adharente Chondrozyten nach 200 MPa.

Adhéarente Chondrosarkomzellen. Nullkontrolle.

Adhéarente Chondrosarkomzellen nach 100 MPa.

Adharente Chondrosarkomzellen nach 150 MPa.

Adharente Chondrosarkomzellen nach 200 MPa.

Rekultivierte Chondrozyten. Nullkontrolle.

Rekultivierte Chondrozyten 24 h nach Inkubation1@ MPa.
Rekultivierte Chondrozyten 24 h nach Inkubation2@) MPa.
Rekultivierte Chondrosarkomzellen. Nullkontrolle.

Rekultivierte Chondrosarkomzellen 24 h nach Inkigdmabei 100 MPa.
Rekultivierte Chondrosarkomzellen 24 h nach Inkigmabei 200 MPa.
Morphologie von Chondrozyten und Chondrosarkotameém FACS.
Annexin V-Bindung von Chondrozyten und
Chondrosarkomzellen im FACS.

Propidiumiodid-Bindung von Chondrozyten und
Chondrosarkomzellen im FACS.

Annexin V- und Propidiumiodid-Bindung von Chondrtay und
Chondrosarkomzellen im FACS.

Konfokale Lasermikroskopie. Chondrozyten in Suspmems
Nullkontrolle.

Konfokale Lasermikroskopie. Chondrozyten in Susjpen

nach 200 MPa.

Konfokale Lasermikroskopie. ChondrosarkomzelleSuspension.
Nullkontrolle.

Konfokale Lasermikroskopie. ChondrosarkomzelleBuspension
nach 150 MPa.

Konfokale Lasermikroskopie. ChondrosarkomzelleBuspension
nach 200 MPa.
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Anhang Abb.
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Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbung Kollagen-I,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbung Kollagen-II,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbuag v
Kollagen-Ill, Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbung Versican,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbung vo
Link-Protein, Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Immunhistochemische Anfarbung »ggrecan,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Meniskus. Kontrollfarbung.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anfarbung ¥wllagen-I,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anfarbuing Kollagen-Il,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anfarbwng
Kollagen-Ill, Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anféarbuing Wersican,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anfarbwng
Link-Protein, Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Immunhistochemische Anfarbuig YAggrecan,
Nullkontrolle und nach 600 MPa.

Medialer Kondylus. Kontrollfarbung.

Chondrozyten in Suspension. Nach 100 MPa.

Chondrozyten in Suspension. Nach 150 MPa.

Chondrozyten in Suspension. Nach 200 MPa.
Chondrosarkomzellen in Suspension. Nach 100 MPa.
Chondrosarkomzellen in Suspension. Nach 200 MPa.
Chondrosarkomzellen in Suspension. Nach 250 MPa.
Rekultivierte Chondrozyten 24 h nach InkubationF@MPa.
Rekultivierte Chondrozyten 24 h nach Inkubationi#) MPa.
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Anhang Abb. 9:
Anhang Abb. 10:
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Grafik 5:

Grafik 6:

Grafik 7:
Grafik 8:

Anhang Grafik 1:

Anhang Grafik 2:

Anhang Grafik 3:

Anhang Grafik 4:

Tabelle 1:
Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Rekultivierte Chondrosarkomzellen. 24 h nach Inkigmabei 50 MPa.
Rekultivierte Chondrosarkomzellen. 24 h nach Irékidn bei 150 MPa.

Chondrozyten nach HHD-Behandlung (10 min, 37 Y@Xalitat im
Trypanblau-Test.

Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandlung (10 mirf,G)7 Vitalitat
im Trypanblau-Test.

Chondrozyten und Chondrosarkomzellen in Suspemsch HHD-
Behandlung (10 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanbl&ast.
Adharente Chondrozyten und Chondrosarkomzelleh kiktD-
Behandlung (10 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanbl&ast.
Lateraler Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 60@ MPa.
Medialer Meniskus nach HHD-Behandlung bei 300 udd BlPa.
Lateraler Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 66d MPa.
Medialer Kondylus nach HHD-Behandlung bei 300 uffl &Pa.
Chondrozyten in Suspension nach Hochdruckbehagdlun

(20 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanblautest.
Chondrosarkomzellen in Suspension nach Hochdringkizéung
(20 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanblautest.

Adharente Chondrozyten nach Hochdruckbehandlung

(20 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanblautest.

Adhéarente Chondrosarkomzellen nach Hochdruckbétagd

(20 min, 37 °C). Vitalitat im Trypanblautest.

Technische Daten der Hochdruck-Anlage fur die Zzfuche.
Priméare Antikorper und Enzym-Vorbehandlung fir idienunhisto-
chemische Untersuchung von Meniskus- und Gelenidator
Chondrozyten in Suspension nach 10 min HHD-InkobaMittelwerte
und Fehler.

Chondrosarkomzellen in Suspension nach 10 min Hirkation.
Mittelwerte und Fehler.

Chondrozyten adharent nach 10 min HHD-Inkubatioittdiverte
und Fehler.

Chondrosarkomzellen adharent nach 10 min HHD-Inkaba

Mittelwerte und Fehler.
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Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Anhang Tabelle 1:

Anhang Tabelle 2:

Anhang Tabelle 3:
Anhang Tabelle 4:

Anhang Tabelle 5:

Anhang Tabelle 6:

Anhang Tabelle 7:

Anhang Tabelle 8:

Anhang Tabelle 9:

Anhang Tabelle 10:

Anhang Tabelle 11:

Anhang Tabelle 12:

Anhang Tabelle 13:

Anhang Tabelle 14:

Anhang Tabelle 15:

50%-Uberlebensraten von SW1353 Chondrosarkomzetiein
Chondrozyten nach HHD-Inkubation (10 min, 37 °C).
Chondrozyten in Suspension nach HHD-Behandlungr(itQ 37 °C).
Mittelwerte und Standardabweichung der FACS-Messar{@indung
von Annexin Vund Propidiumiodid).

Chondrosarkomzellen in Suspension nach HHD-Behagd{li0 min,
37 °C). Mittelwerte und Standardabweichung der FA@ESsungen
(Bindung von Annexin \und Propidiumiodid)

Chondrozyten in Suspension nach HHD-Behandlungsiwdre 1-4).
Chondrosarkomzellen in Suspension nach HHD-Behagdlu
(Versuche 5-8).

Adharente Chondrozyten nach HHD-Behandlung (Vers@&:h2).
Adhérente Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandlung
(Versuche 13-16).

Chondrozyten nach HHD-Behandlung. FACS-Messungen.
Chondrosarkomzellen nach HHD-Behandlung. FACS-Magsn.
Biomechanische Testung. Lateraler Meniskus (LMhndEID-
Behandlung, einzelne Messergebnisse.

Biomechanische Testungateraler Meniskus (LM) nach HHD-
Behandlung (Kontrollproben), Mittelwerte.

Biomechanische Testungateraler Meniskus (LM) nach HHD-
Behandlung (300 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testungateraler Meniskus (LM) nach HHD-
Behandlung (600 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testung. Medialer Meniskus (MM) nidétD-
Behandlung, einzelne Messergebnisse.

Biomechanische Testuniledialer Meniskus (MM) nach HHD-
Behandlung (Kontrollproben), Mittelwerte.

Biomechanische Testuniledialer Meniskus (MM) nach HHD-
Behandlung (300 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testuniledialer Meniskus (MM) nach HHD-
Behandlung (600 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testung. Lateraler Kondylus (LChndEiD-
Behandlung, einzelne Messergebnisse.
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Anhang Tabelle 16:

Anhang Tabelle 17:

Anhang Tabelle 18:

Anhang Tabelle 19:

Anhang Tabelle 20:

Anhang Tabelle 21:

Anhang Tabelle 22:

Biomechanische Testungateraler Kondylus (LC) nach HHD-
Behandlung (Kontrollproben), Mittelwerte.

Biomechanische Testunigateraler Kondylus (LC) nach HHD-
Behandlung (300 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testunigateraler Kondylus (LC) nach HHD-
Behandlung (600 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testung. Medialer Kondylus (MC) nidétD-
Behandlung, einzelne Messergebnisse.

Biomechanische Testuniledialer Kondylus (MC) nach HHD-
Behandlung (Kontrollproben), Mittelwerte.

Biomechanische Testuniledialer Kondylus (MC) nach HHD-
Behandlung (300 MPa), Mittelwerte.

Biomechanische Testuniledialer Kondylus (MC) nach HHD-
Behandlung (600 MPa), Mittelwerte.
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