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1. Einleitung

Verletzungen des hyalinen Gelenkknorpels stellen nach wie vor ein grof3es
Problem im klinischen Alltag dar. Sein eingeschranktes Heilungsvermégen ist
durch seine aul3ergewoOhnliche Struktur und Anatomie begrindet. Der
bradytrophe Gelenkknorpel ist nicht durchblutet. Seine Ernéhrung erfolgt durch
Diffusion Uber die synoviale Gelenkflissigkeit. Er weist keinen unmittelbaren
Anschluss an das lymphatische oder das neuronale System auf. Die
hochspezialisierten Chondrozyten sind in der kompakten extrazellularen Matrix
des Knorpels weitgehend ,eingemauert‘ und dadurch immobilisiert.

Der zellarme hyaline Gelenkknorpel besitzt nach dem Schluss der
Wachstumsfugen  keinen  direkten Zugang zu  gewebsspezifischen
Stammzellpopulationen. Nach seiner Verletzung bleiben daher in der Regel
Immigrationsprozesse  und  Vermehrungsschritte  von  spezialisierten
Vorlauferzellen in der Defektzone aus. Das Fehlen dieses wichtigen und friihen
Teils einer intrinsischen Regenerationsantwort fihrt wiederum, abhangig von
der Art und dem AusmalR der Gelenkschadigung, entweder zu einem
vollstdndigen Ausbleiben der Defektauffullung oder zu einer Aufflllung mit

1 2 Die Lebensdauer dieses biomechanisch

fiborosem Ersatzgewebe
minderwertigen Narbengewebes ist stark reduziert’. Ein Schaden an der
Gelenkoberflache, vor allem im Bereich der Belastungszone der
Gelenklaufflache, birgt daher ein erhohtes Risiko eine weitergehende
Gelenkschadigung im Sinne einer frithzeitigen Arthrose nach sich zu ziehen®.

Einen Goldstandard fur die Therapie artikularer Knorpeldefekte, wie er derzeit
z.B. mit der Transplantation autologer Spongiosa fur grol3ere Knochendefekte
existiert, gibt es nicht. Die derzeit im klinischen Alltag eingesetzten Verfahren
mit biologisch rekonstruktiver Zielsetzung, wie z.B. die Mikrofrakturierung oder
die Mosaikplastik, besitzen ein begrenztes Indikationsspektrum und sind nur far
kleinere bis mittlere Knorpelschaden bis zu einer Defektgro3e von ungefahr 4
cm? geeignet. AuRerdem entsteht im Defektareal durch die obengenannten
Verfahren bestenfalls eine Art Mischknorpel, bestehend aus hyalinen- und

faserartigen Knorpelanteilen.



Die Erkenntnis von Hunter’ aus der Mitte des 18. Jahrhundert — ,ulcerated
cartilage is a troublesome thing; once destroyed, it is not repaired” - hat deshalb
bis zum heutigen Tag Gultigkeit. Trotz weiterentwickelter invasiver und nicht
invasiver Behandlungskonzepte ist die biologische Rekonstruktion des defekten
Gelenkknorpels im Sinne der restiutio ad integrum auch im beginnenden 21.
Jahrhundert immer noch nicht mdglich. Die Verfugbarkeit neuer
biotechnologischer Verfahren hat daher in jungster Vergangenheit wieder zu
grol3en wissenschaftlichen Anstrengungen und berechtigten Hoffnungen
gefuhrt, diesen therapeutischen Missstand beheben zu kénnen.

Im Hinblick auf die hohe Préavalenz von Gelenkknorpeldefekten und der damit
verbundenen Folgeschaden, vor allem der vorzeitigen Arthrose, lasst sich die
immense Bedeutung neuer Therapiemdglichkeiten erahnen. Die Einschrankung
der Mobilitat durch Knorpelschaden und Arthrose hat eine erhebliche Abnahme
der Lebensqualitat zur Folge. Eine eventuell einhergehende Verminderung der
Produktivitat im Berufsleben, damit verbundene Folgekosten und Kosten der
Therapie verdeutlichen auch die wirtschaftliche Dimension artikulérer
Knorpeldefekte. Zusammen mit der demographischen Entwicklung, der
fortschreitenden Uberalterung in den Industrienationen und der damit
zunehmenden Pravalenz altersbedingter Arthrosen, ergibt sich hieraus auch ein

Problem von groBer soziokonomischer Bedeutung®.

1.1. Biologie des Gelenkknorpels

Hyaliner Gelenkknorpel ermdglicht ein nahezu reibungsloses Gleiten der
artikulierenden Gelenkflachen und eine optimale Verteilung der einwirkenden
Krafte auf die Gelenkflache und das angrenzende Skelettsystem. Die
spezifischen Eigenschaften des Gelenkknorpels erméglichen im Idealfall eine
lebenslange Funktion der Gelenke. Intakter Knorpel toleriert die enormen
Kompressionen und Scherkrafte, denen er im Laufe eines Lebens ausgesetzt
ist. Die Matrix und die in ihr liegenden hochspezialisierten Zellen des



Gelenkknorpels stehen in einem steten symbiotischen Wechselspiel. So
produzieren die Chondrozyten zwar die Matrix, jedoch hat diese wiederum
einen direkten Einfluss auf deren Funktion und metabolische Aktivitat.
Veranderungen der mechanischen Belastung oder des chemischen Milieus im
Gelenk bewirken eine Veranderung der synthetischen Funktion der
Chondrozyten oder kénnen sie auch direkt schadigen’ 8 ° 1° 11,

Die Chondrozyten stehen mit der sie erndhrenden synovialen Gelenkflissigkeit
durch Diffusion in einer stetigen wechselseitigen Kommunikation, die unter
anderem durch diverse Signalstoffe, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und
andere Botenstoffe vermittelt wird.

Mechanisch wird die Diffusion durch Kompression der Synovialflissigkeit bei
der Bewegung der Gelenke unterstutzt. Die Diffusion wird aber auch durch die
viskoelastischen Eigenschaften des Gelenkknorpels beeinflusst. Dies kann
einer der Grinde daflr sein, dass gebildetes Ersatzgewebe, mit seinen im
Vergleich zu gesundem Gelenkknorpel reduzierten biomechanischen
Eigenschaften, eine geringere Diffusion beziehungsweise eine minderwertige
Ernahrung erhalt, was wiederum zur vorzeitigen Degeneration des

Ersatzgewebes fuhren kann.

1.2. Die extrazellulare Matrix des hyalinen Knorpel s

Die extrazellulare Matrix des hyalinen Knorpels besteht im wesentlichen aus
Kollagenen und Proteoglykanen, wobei Kollagen vom Typ-Il 90 bis 95 % des
Gesamtkollagengehalts betragt. Das feinfibrillare Kollagen-Typ-Il verleiht dem
Knorpel Struktur und Festigkeit. Die Proteoglykane liegen entweder als
Monomere oder als Aggregate vor, die Uber spezielle Verbindungsproteine mit
den Filamenten der Hyaluronsdure verbunden sind. Einen hohen Stellenwert fur
die funktionellen Anforderungen an das Knorpelgewebe hat das grol3e
Proteoglykan Aggrekan.

Die Monomere der Proteoglykane bestehen aus einem zentralen Kernprotein

an das mehrere sulfatierte Glykosaminoglykane gebunden sind. Die
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Glykosaminoglykanseitenketten besitzen eine Vielzahl von negativen
Ladungen. Durch die hohe Konzentration an anionischen Ladungen sind sie
hydrophil und binden Kationen. Die Gleichartigkeit der Ladungen bewirkt ein
gegenseitiges AbstoRen der Seitenketten. Dies sichert einen Zustand der
raumlichen Ausdehnung der Molekile.

Geloste Proteoglykane beanspruchen ein viel groReres Volumen als
Proteoglykane, die in der gewebsspezifischen Matrix des Gelenkknorpels
gebunden sind*2.

Der naturliche Schwellungsdruck geléster Proteoglykane wird durch ein sie
umgebendes und durchdringendes Netzwerk aus Kollagenfibrillen begrenzt. Die
solchermal3en eingeschréankte Expansionsfahigkeit ~ matrixgebundener
Proteoglykane hat zur Folge, dass sie sich nicht mit Flussigkeit sattigen kénnen.
Somit besteht ein stetiges Bestreben nach Expansion durch Retraktion von
Flussigkeit'>. Ein groRer Teil der Widerstandsfahigkeit gegen Kompression
beruht somit auf der rAumlich engen Anordnung an negativen Ladungen, deren
gegenseitiger Abstol3ung und einem mit diesem Zustand einhergehenden

hohen osmotischen Druck*®.

1.3. Bedeutung mito- und morphogener Wachstumsfakto ren fir den

Knorpelstoffwechsel

Neben der Interaktion mit ihrer extrazellularen Matrix wird die
Stoffwechselleistung von artikularen Chondrozyten auch von unterschiedlichen
mito- und morphogenen Wachstumsfaktoren beeinflusst, die sie zum Teil selber
produzieren. Von besonderer Relevanz hierbei, sind die folgenden bekannten

Faktoren.
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1.3.1. Die Transforming Growth Factor- B-Superfamilie

Zu diesen werden TGF -1, -2, -3, die knochenspezifischen morphogenetischen
Proteine (BMP) und als Untergruppe der BMP, der Wachstums- und
Differenzierungsfaktor-5 (auch bekannt als Cartilage-derived morphogenetic
protein-1) gezahlt.

Die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie scheinen eine zentrale Rolle bei der
Signalmodulation ~ von  Differenzierungsprozessen  bei  Chondrozyten
einzunehmen. Es gqilt als sicher, dass TGF-3 und BMPs den
Differenzierungsprozess von der Vorlauferzelle zum differenzierten
matrixbildenden Chondrozyten im Zusammenspiel mit lokalen
gewebsspezifischen, mechanischen und systemischen Einflissen wesentlich

beeinflussen.

1.3.2. Transforming Growth Factor-

Die Untersuchung der Genexpression der verschiedenen Isoformen von TGF 3
(1,2,3) waren Bestandteil der vorliegenden Untersuchungen, da diese Faktoren
nicht nur in der Entwicklung des embryonalen Knorpels von Bedeutung sind *°,
sondern vor allem, weil sie auch maligeblich an der Regulation des
Metabolismus von differenzierten Chondrozyten im adulten Organismus
beteiligt sind. Die drei Isoformen unterscheiden sich bezuglich ihres Einflusses
auf die Genexpression. TGF-B1 und -2 induzieren sich gegenseitig. TGF-33
hingegen erhoht die Produktion von TGF-B1 mRNA, hat aber keinen Effekt auf
die mRNA von TGF-32. Die Expression von TGF- wird durch unterschiedliche
Wachstumsfaktoren reguliert. Der Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
erhoht beispielsweise die Produktion von mRNA fur TGF-B1 und -2 mit
nachfolgender Erhthung der korrespondierenden Proteinproduktion®®.

Gemeinsam ist den Isoformen der ausgepragte mitogene Effekt auf
Chondrozyten in der Zellkultur. Als wahrscheinlicher Mediator fur die Mitogenitét
gilt Connective Tissue Growth Factor* (CTGF)Y. Der Wirkungsgrad der
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Isoformen auf die in vitro kultivierten Chondrozyten hangt jedoch stark vom
Zeitpunkt ihrer jeweiligen Applikation, bzw. vom Differenzierungszustand der
Zellen ab®®.

TGF-B spielt eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung von verschiedenen
Geweben, nicht nur fir Knorpelgewebe. So beeinflusst er auch maf3geblich den
Differenzierungsprozess von Knochengewebe, Nervengewebe, Endothelium
und von Zellen des hdmatopoetischen Systems. Der Eingriff in diesen Prozess
beginnt bereits auf der Stufe von mesenchymalen Stammzellen im
Knochenmark™.

Im Knorpelgewebe besitzt dieser Wachstumsfaktor bereits bei der embryonalen
Entwicklung eine wichtige Funktion. Das Vorkommen von mRNA dieses Faktors
in den Wachstumsplatten von humanen fétalen Réhrenknochen deutet auf
seine frihzeitige Einflussnahme auf das Wachstum des Skelettsystem und des
Knorpelgewebes hin®®. Im adulten, differenzierten Knorpelgewebe wirkt TGF-B
mitogen und regt die Matrixsynthese der Zellen an. Weiterhin konnte im
Zusammenspiel mit dem Gewebsinhibitor der Metalloproteinase-1 (TIMP-1) ein
chondroprotektiver Effekt nachgewiesen werden??.

In einer anderen Studie wurde anhand eines Tiermodells die Auswirkungen
einer direkten Injektion von TGF-B1 und BMP-2 in Kniegelenke untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dal3 TGF-B eine langer andauernde Steigerung der
Proteoglykansynthese und des Proteoglykan-Gehaltes im Knorpelgewebe
bewirken konnte, als BMP-2%,

1.3.3. Bone Morphogenetic Protein (BMP)
Die BMPs sind Bestandteil der TGF-B-Superfamilie. Als solche teilen sie sich
prinzipiell denselben intrazellularen Signaltransduktionsweg®. Der Unterschied

liegt hierbei in spezifischen Rezeptoren fir die BMPs und spezifischen R-

Smads.
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Als Mitglieder der TGF-B-Superfamilie sind die BMPs malgeblich an der
embryonalen Entwicklung des Skeletts beteiligt. Durch ihre Eigenschaft, in die
Knochenentwicklung steuernd einzugreifen und endochondrale Ossifikation in
vivo zu induzieren®*, kénnte ihnen eine klinische Bedeutung zur Verbesserung
der Frakturheilung zukommen.

Aber auch bei der Chondrogenese Ubernehmen die BMPs eine aktive Rolle.
Anhand eines Tiermodells konnte gezeigt werden, dall BMP-2 im
mesenchymalen Bindegewebe, welches den friihen kondensierenden Knorpel
umgibt, exprimiert wird. BMP-4 hingegen wird im Perichondrium des sich
entwickelnden Knorpels gebildet®. Die gleiche Studie konnte durch eine értliche
Uberexpression dieser Faktoren mittels retroviraler Applikation eine Zunahme
an extrazellularer Matrix und an der Chondrozytenzahl nachweisen.

Abgesehen von dem positiven Einfluss auf die Matrixsynthese bewirkt BMP-2
auch eine Stabilisierung des Phanotyps von artikularen Chondrozyten in der
Langzeit-Monolayerkultur.'® Diese Stabilisierung ist allerdings wie in einer
Studie an der Chondrozyten Zellinie MC 615 gezeigt wurde, nicht
uneingeschrankt zu beobachten. Vielmehr ist sie konzentrationsabhangig. Ab
einer gewissen Konzentration Uberwiegen Effekte, die eine Verringerung der
Genexpression von Kollagen-Typ-Il als Marker fiir den Phanotyp bewirken®®.
Eine weitere Untersuchung der Wirkung von BMP-2 in verschiedenen
Kulturmodellen konnte aul3erdem zeigen, dass die Stabilisierung des
Phanotyps von zusatzlichen Faktoren wie Oberflachenkontakt, Zellform und

zytoskelettarer Strukturierung der Knorpelzellen abhéngig ist*’.

1.3.4. Growth and Differentiating Factor-5  (GDF-5)

Dieser Wachstums- und Differenzierungsfaktor, ein Mitglied der BMP-Familie,
ist ebenfalls ein wichtiger Regulator der Skelettentwicklung, insbesondere fur
die Differenzierung und Steuerung der Entwicklung von Gelenken. Er ist in der
Lage, das Wachstum und die Differenzierung von Knorpelgewebe zu
stimulieren®®. Seine Féahigkeit ektopes Knorpelgewebe zu induzieren, konnte
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ebenfalls nachgewiesen werden®. Die stimulierende Wirkung ist allerdings
abhangig vom Entwicklungsstadium des Knorpelgewebes. So konnte gezeigt
werden, dass exogen appliziertes GDF-5-Protein nur passager das Wachstum
und die Differenzierung stimuliert. Diese stadienabhangige Stimulierung konnte
ebenso bei der TGF-B induzierten Chondrogenese® und bei den Effekten von
BMP-2 auf die digitale Entwicklung® nachgewiesen werden. GDF-5 stimuliert
die Chondrogenese dosisabhéngig. Eine Steigerung der Proliferation von
Knorpelzellen wurde nur in reiferen Stufen der Skelettentwicklung beobachtet®.
Der intrazellulare Signalweg von GDF-5 entspricht dem der BMP’s. AulRerdem
besteht eine Affinitat von GDF-5 zu den BMP Rezeptoren Typ IB und Typ II,
sowie in geringerer Auspragung zu Typ IA%.

1.3.5. Connective Tissue Growth Factor (CTGF)

Connective Tissue Growth Factor ist ein Cystein-reiches, Heparin-bindendes
Protein. Das fur dieses Protein kodierende Gen gehdort zu der CCN-Familie und
ist ein ,immediate early* Gen. Zu dieser Familie zahlen die drei Mitglieder
cefl0/cyr61, ctgf/fisp-12 und nov. Die CCN-Proteine zeichnen sich durch eine
Homologie der Aminosauresequenz in Hohe von ungefahr 60%, durch ein
Sekretionssignal und eine Konservierung von 38 Cystein-Resten aus®*.

Die biologischen Funktionen der Mitglieder der CCN-Familie reichen von der
Regulation der Zellproliferation®®, Differenzierung, Wundheilung® bis hin zur
Inhibition von Tumorwachstum?®’.

CTGF Ubt in vitro eine mitogene Wirkung auf Fibroblasten aus. Seine
Expression kann in humanen Fibroblasten durch TGF-B induziert werden®.
Neben seiner Wirkung als downstream Mediator fir die TGF-B induzierte
Proliferation von Fibroblasten konnte diesem Protein auch eine vermittelnde
Rolle der induzierenden Wirkung von TGF-B auf die Kollagensynthese von
Fibroblasten nachgewiesen werden. In einem in vitro Modell mit NRK (normal
rat kidney)- Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass CTGF die
Kollagensynthese stark erhoht. Eine Transfektion mit antisense CTGF-Gen

15



fuhrte zu einem Erl6schen der TGF- stimulierten Kollagensynthese. Weiterhin
fuhrten spezifische anti-CTGF Antikdrper zu einem Erléschen der TGF-B-
Wirkung auf die  Syntheseleistung von NRK- und humanen
Vorhautfibroblasten®. Eine Erhéhung der intrazellularen cAMP Konzentration
hat eine Unterdrickung der CTGF-Genexpression zur Folge und ruft den
gleichen Effekt hervor.

CTGF-mRNA wird in vitro in Knorpelzellen exprimiert, wobei die Expression in
hypertrophierenden Chondrozyten des Knorpelgewebes am hdchsten ist. Durch
Zugabe von TGF-f oder BMP-2 wird CTGF-Expression induziert. Diese
Beobachtung deutet auf eine zentrale Rolle von CTGF im
Differenzierungsprozess von Knorpelzellen hin*. Weiterhin konnte anhand der
chondrozytaren Zellinie HCS-2/8 mittels strahlungsmarkiertem rekombinanten
CTGF als Liganden ein spezifischer CTGF-Rezeptor in Knorpelzellen

nachgewiesen werden®.

1.3.6. Insuline-like Growth Factor-I und -Il (IGF-1  und -II)

Beide Faktoren wirken mitogen und steigernd auf die Matrixsynthese von
Knorpelzellen*®. Zusétzlich hemmt IGF-I den Chondrozyten vermittelten
Matrixkatabolismus und verbessert die begrenzten Reparaturmechanismen des
standig im Umbau befindlichen Gelenkknorpels**. Die Speicherung von IGF-I in
der territorialen Matrix von Knorpelgewebe stellt ein konstantes Reservoir zur
Verfigung. Eine lokale Steigerung der Matrixsynthese bei begrenzten
Matrixschdden konnte auf eine Aktivierung dieser lokalen Speicher
zuruckzufiihren sein. Eine Insuffizienz dieses lokalen Reparatursystem kann zu
fortschreitenden degenerativen Veranderungen fithren®.

Insbesondere fir IGF-I wurde im Tiermodell eine stark stimulierende Wirkung
auf die Bildung von qualitativ hochwertigen Proteoglykanen nachgewiesen.
Histologisch konnte in der perizellularen Matrix von Zellkulturen, die mit
rekombinanten IGF-I behandelt waren, eine dosisabhangige Zunahme der
Ablagerung von qualitativ hochwertigen Proteoglykanen gezeigt werden?®.
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IGF-I und IGF-II bewirken in vitro bei Chondrozyten durch autokrine Regulation
eine Erhohung ihrer Uberlebensrate in Langzeitzellkultur. Die Zugabe
neutralisierender Antikorper gegen die Rezeptoren von IGF-I und -l fuhrte in
einem  Zellkulturmodell zu einer  signifikanten = Reduzierung  der
Uberlebensrate®’. Wichtige Kontrollfaktoren der biologischen Aktivitat von IGF-|
und-Il sind die IGF bindenden Proteine IGFBP. Diese Proteine greifen als
Biomodulatoren in die Signaltransuktion der beiden IGFs ein. Insbesondere
IGFBP 3 und 4 scheinen von den bisher sieben bekannten IGFBPs bei
arthrotischen Prozessen eine wichtige Funktion zu besitzen. Durch kompetitive
Hemmung schwachen die IGFBPs die Wirkung von IGF-I ab®.

Die mitogene und Matrixsynthese stimulierende Wirkung von IGF-I und -1l wird
durch ein fein abgestimmtes System von IGFBPs moduliert. Eine Fehlregulation
dieses Systems kann zu einer Beeintrachtigung der Integritat des

Knorpelgewebes fihren.

1.4. Architektur des Gelenkknorpels

Obwohl makroskopisch von einheitlichem Aufbau, besitzt der Gelenkknorpel bei
mikroskopischer Betrachtung einen gegliederten Aufbau. Diese Strukturierung
findet man in zweierlei Hinsicht, zum einen unterscheidet sich die qualitative
und strukturelle Zusammensetzung der Matrix entsprechend ihres Abstandes
zur Gelenkoberflache, zum anderen bestehen schichttypische Unterschiede in
Bezug auf den Abstand der einzelnen Chondrozyten untereinander.

Nimmt man eine vertikale Einteilung in Abhangigkeit von der Gelenkoberflache
vor, so kann in eine oberflachliche, eine mittlere und eine tiefe Zone unterteilt
werden.

Die Chondrozyten der verschiedenen Schichten unterscheiden sich in ihrer
GroRe, Form und metabolischen Aktivitat®.

Die oberflachliche Schicht bildet als diinnste die Gleitflache zum Gelenk. Diinne
Kollagenfibrillen verlaufen hier parallel zur Oberflache. Die Chondrozyten sind
langlich und metabolisch wenig aktiv. Deutlich dicker ist die mittlere Zone. Die
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Chondrozyten sind hier rundlich und die kraftigeren Kollagenfibrillen raumlich
netzartig strukturiert. Hier findet reger Stoffwechsel statt. In der tiefen Zone
haben die Chondrozyten eine kugelige Form und sédulenartige Anordnung. Die
Kollagenfibrillen verlaufen hier den Zellsaulen vergleichbar, senkrecht zur
Gelenkoberflache. An die tiefe Zone schliel3t sich die Zone des mineralisierten
Knorpels an, der als Bindeglied und Verankerungspunkt zum subchondralen
Knochen dient.

Die Fixierung wird durch die vertikalen Verankerungen der Kollagenfibrillen
erreicht. In Abhangigkeit von der Entfernung zur Zelle unterscheidet sich die
Zusammensetzung und der Gehalt an Kollagenen, Proteoglykanen und
Wasser®. In der nachsten Umgebung der Zellen, dem perizelluldren Raum, ist
wenig Kollagen vorhanden, dafir aber reichlich Proteoglykan. Der
anschlieBende Bereich der territorialen Matrix besteht Uberwiegend aus einem
Netz dinner Kollagenfibrillen.

Die territoriale Matrix wird vom Bereich der interterritorialen Matrix umgeben.
Die interterritoriale Matrix besteht aus grof3en Kollagenfibrillen, die als grof3ter
Bereich des Knorpelgewebes seine speziellen mechanischen Eigenschaften
ermdglichen. Die Orientierung der Kollagenfibrillen richtet sich grundsatzlich
nach der jeweiligen Zone in der sie sich befinden.

Dieser komplexe Aufbau des Knorpelgewebes mit dem Ergebnis einzigartiger
mechanischer Eigenschaften wird von den Chondrozyten ermdéglicht. Diese
produzieren je nach ihrer Position in der dreidimensionalen Matrix das bendétigte
Gewebe. Ein kunstlich hergestelltes oder durch Transplantation von Zellen oder
Gewebe regeneriertes Gelenkknorpelgewebe misste idealerweise ebenfalls
diese komplizierte Struktur aufweisen, um auf Dauer den enormen

mechanischen Belastungen ohne Ermidung standzuhalten.
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1.5. Atiologie und Pathomechanismen von Gelenkknorp eldefekten

Der hyaline Gelenkknorpel ist in seiner Funktion als Gleitflache fir eine normale
Gelenkfunktion von entscheidender Bedeutung. Wird seine Integritat verletzt,
hat dies weitreichende Folgen.

Fur die Therapie von Gelenkknorpeldefekten sind Lokalisation und Ausmalf des
Defektes von entscheidender Bedeutung. Bleibt im Umfeld der Destruktion eine
ausreichende  Knorpelschulter erhalten, sind die Folgen fur die
Gelenkbeweglichkeit initial h&ufig gering. Der Patient wird jedoch im weiteren
Verlauf, vor allem nach koérperlicher Belastung, Uber rezidivierende Schmerzen
klagen.

Grundsatzlich missen zwei Arten artikularer Knorpeldefekte unterschieden
werden. Zum einen Verletzungen, die lediglich die gelenkiiberziehende
Knorpelschicht (sog. partielle Defekte) betreffen, zum anderen solche, die auch
die subchondrale Knochenplatte einschlie3en (sog. vollschichtige Defekte).
Partielle Defekte bewirken nur eine geringfligige Reaktion im angrenzenden
Knorpelgewebe. Kurzfristig kann mitotische Aktivitat und ein erhdhter
Matrixumsatz bei oberflachlich liegenden Chondrozyten im Defektareal
beobachtet werden.

Da jedoch wegen der begrenzten Defekttiefe kein direkter Zugang zur
subchondralen Knochenplatte entstanden ist, kann aus dem kndchernen
Markraum keine Einblutung und damit kein Einwandern mesenchymaler
Vorlauferzellen in die Defektkammer erfolgen. Dies erklart, warum es bei
fehlender Penetration der subchondralen Knochenlamelle zu keiner Bildung
eines Fibrinpfropfes und zu keiner Migration potentiell reparativer Zellen kommt.
Als haufige Folge bleiben beim Erwachsenen Defektauffillung bzw.
Knorpelheilung vollstandig aus® °%. Das &uRere Erscheinungsbild einer solchen
Defektsituation kann Uber Monate unveréndert bleiben.>® Diese limitierten
Knorpeldefekte des Erwachsenen gleichen in ihrem Erscheinungsbild
mittelfristig haufig den Friihstadien der Osteoarthrose®®. Bei Kindern und

Jugendlichen kann allerdings, bei noch offener Wachstumsfuge oder
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Mitbeteiligung der Knochenlammelle, haufig auch eine qualitativ hochwertige
Knorpelregeneration in der Defektzone beobachtet werden®>.

Im Gegensatz zu partiellen Defekten kann bei vollschichtigen Defekten auch
beim Erwachsenen ein Einwandern mesenchymaler Zellen mit konsekutiver
Knorpelbildung stattfinden®°.

Dieses Knorpelgewebe gleicht jedoch meist nicht dem urspringlichen hyalinen
Gelenkknorpel, sondern es ist eine Art Faserknorpel, dessen kollagener Anteil
Uberwiegend aus Typ-I-Kollagen besteht. Das entstandene Narbengewebe, mit
seiner schlechteren funktionellen Qualitdt, genigt den gelenkspezifischen
biomechanischen Anforderungen langfristig meist nicht®>’. Haufig unterliegt das
biomechanisch insuffiziente Regenerat bereits friihzeitig einem fortschreitenden
degenerativen Prozess®®.

Von Bedeutung fir die weitere Gelenkhomodostase scheint auch die
unvollstandige Integration des Ersatzgewebes in das umgebende native
Knorpelgewebe zu sein.

Die Kollagenfasern der beiden Gewebe verbinden und durchflechten sich nicht.
Dies liegt wahrscheinlich in erster Linie an den Proteoglykanen der
extrazellularen Matrix, von denen bekannt ist, dass sie anti-adhéasive
Eigenschaften besitzen>®. Der Prozess der spontanen Heilung bildet jedoch,
trotz seiner unbefriedigenden Ergebnisse® beziiglich der qualitativen

Gewebsregeneration, die Ausgangsbasis vieler Therapieansatze®".

1.6. Therapie von Gelenkknorpeldefekten

Grundsatzlich muss vor der Betrachtung der vielfaltigen Therapieansatze mit
biologisch rekonstruktiver Zielsetzung betont werden, dass derzeit keines dieser
Verfahren eine vollstéandig befriedigende Losung darstellt. Bei den Versuchen,
Knorpeldefekte im Sinne der tatsachlichen Knorpelheilung zu regenerieren, sind
erste Erfolge zu verzeichnen, doch sind die Therapieoptionen dieser Methoden
beschrankt. Obwohl schon erste Langzeitresultate vorhanden sind, gentgen
diese keinesfalls fur eine abschlie3ende, sichere Beurteilung ihrer langfristigen

therapeutischen Qualitat™. Weiterhin sind die derzeit zur Verfiigung stehenden
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Methoden nur bei eng umschriebenen Defektsituationen Erfolg versprechend.
Der ideale Patient fir eine biologische Rekonstruktion sollte derzeit nicht alter
als 50 Jahre sein, es sollte ein isolierter chondraler oder osteochondraler Defekt
der femoralen Kondyle vorliegen und es sollten keine entziindlichen Prozesse
oder pathologischen Beinachsenverhaltnisse bestehen. Diese
Therapievoraussetzungen schranken die Verwendung der biologisch
rekonstruktiven Methoden erheblich ein®.

Fur die biologische Rekonstruktion verletzter Gelenkoberflachen werden derzeit
hauptsachlich die in der folgenden Tabelle zusammengefassten Verfahren

klinisch angewandt:

Tissue OCT ACT
Response (z.B. Mosaikplastik,
OATS)
Kinder und Jugendliche +++ +
Defekte bis 1 cm? +++ +
Defekte von 1-3 cm? + +++ +
Defekte von 3-14 cm? + 4+

Tabelle 1: Differentialindikationen verschiedener Techniken der biologischen
Gelenk-Knorpel-Rekonstruktion®?.

1.6.1. Die Autologe Chondrozytentransplantation (AC  T)

Bei der autologen Chondrozytentransplantation wird dem Patienten

arthroskopisch ein Knorpelstiickchen aus einem nicht-tragenden Gelenkanteil

entnommen und unter Einhaltung strenger hygienischer MalRBhahmen in ein
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spezielles Zellkulturlabor transportiert. Dort werden die Knorpelzellen aus ihrem
Gewebeverband und der extrazellularen Matrix enzymatisch herausgeltst. Die
isolierten Zellen werden anschlieRend durch spezifische Zellkulturverfahren
vermehrt. Nach drei bis vier Wochen ist eine ausreichende Zellzahl erreicht,
und die Chondrozyten kdnnen anschlieRend in Suspension in einem offenen
Gelenkeingriff unter einen zuvor auf den Defekt aufgenédhten Periostlappen
injiziert werden.

Die ersten klinischen Ergebnisse dieses Verfahrens wurden von Brittberg et al.
1994 veroffentlicht®®. Die meisten in Folge publizierten Resultate von

Langzeituntersuchungen sind viel versprechend® ©°

. Im Gegensatz zu den
anderen Methoden mit biologisch rekonstruktiver Zielsetzung kann nach der
Empfehlung der Deutschen Fachgesellschaften der Unfallchirurgen und
Orthopaden ® die ACT auch bei DefektgréRen groRer als 4 cm? eingesetzt
werden®.

Trotz der viel versprechenden Ergebnisse wird die ACT in der von Brittberg
publizierten Form kontrovers diskutiert. Dies hat mehrere Ursachen und ist
neben den betrachtlichen Kosten fir diese Methode vor allem auch in der
ungeklarten Frage begrindet, ob die transplantierten Zellen die eigentliche
Defektreparatur bewirken oder der Uber die Defektkammer genahte
Periostlappen. Darlber hinaus sind die in der Literatur ver6ffentlichten
histologischen Regeneratergebnisse nach ACT aul3erst divergierend. Von
hyalinartigem  Knorpel Uber Faserknorpel bis hin  zu keinerlei
Geweberegeneration wird in den unterschiedlichen Untersuchungen nach ACT
berichtet®®. Ein Problem in der wissenschaftichen Beurteilung der
veroffentlichten Ergebnisse ist darin zu sehen, dass in der Regel von den
Autoren verschiedene Zellkulturprotokolle verwendet wurden und keinerlei
molekularbiologische Qualitatsprifungen im Vorfeld der Transplantation der ex
vivo angeziichteten Zellen durchgefiihrt worden sind”.

Dass eine definierte Transplantatqualitat jedoch auch fir die ACT von zentraler
Bedeutung sein kdnnte, lasst eine erst kirzlich publizierte Arbeit von Dell’Accio

et al. vermuten "*.
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In der immundefizienten Nacktmaus konnte bei Verwendung humaner
Chondrozyten, Periostzellen oder Fibroblasten gezeigt werden, dass
ausschlief3lich hochdifferenzierte Chondrozyten stabilen, hyalinen Knorpel in
vivo regenerieren konnen. Periostzellen, Fibroblasten oder auch durch
mehrfache Populationsverdoppelungen in Monolayerkultur dedifferenzierte
Chondrozyten waren nicht in der Lage ein qualitativ hochwertiges
Knorpelregenerat in vivo zu bilden.

Die Fahigkeit der Chondrozyten zur Synthese von hyalinem Knorpel hing in
diesen Untersuchungen auch von einem bestimmten Expressionsprofil far
chondrozytenrelevante Markergene ab. Die Expression von Kollagen-Typ-II,
FGFR-3 und die von BMP-2 korrelierte in vitro mit der Fahigkeit zur Bildung von
hyalinem Knorpel in vivo. Ein Expressionsverlust dieser Faktoren und die damit
einhergehende Induktion der Expression von ALK-1 in vitro flihrte zu einem
irreversiblen Fahigkeitsverlust der Chondrozyten in vivo hyalinen Knorpel zu
regenerieren.

Diese Untersuchungen zeigen deutlich, dass fur eine qualitativ hochwertige
Reparaturleistung der Knorpelzellen in vivo also nicht nur die Expression
knorpeltypischer Matrixproteine von Bedeutung ist, sondern ebenso die
Expression von bestimmten Wachstumsfaktoren und deren korrespondierenden
Rezeptoren.

1.6.2. Dedifferenzierung artikularer Chondrozyten d  urch Zellexpansion

Dass Knorpelzellen in Monolayerkultur in Abhangigkeit der
Populationsverdoppelung, Passagenzahl und Kultivierungszeit dedifferenzieren,
ist seit langerem bekannt’?.

In  einem geeigneten dreidimensionalen  Zellkultursystem  konnen
dedifferenzierte Chondrozyten zwar wieder redifferenzieren’®, jedoch ist nach
neueren Ergebnissen bei humanen artikularen Knorpelzellen ab einem
bestimmten Expansionsstadium nur noch eine inkomplette Redifferenzierung in

einem redifferenzierungsférdernden  Kultursystem moglich’®. Dass das
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Phanomen der inkompletten Redifferenzierung in Abhangigkeit der
vorausgegangenen Expansionsbedingungen auch in vivo von grof3er Relevanz
ist, zeigen die oben beschriebenen Untersuchungsergebnisse von Dell’Accio et
al. In vitro expandierte artikulare Knorpelzellen zur therapeutischen Anwendung
sollten daher vor dem Eintreten irreversibler Dedifferenzierung transplantiert

5 76 Exzessive Populationsverdoppelungen, Subkultivierungen oder

werden
Einfriertechniken mit der anschlie3end notwendigen Zwischenkultivierung der
Knorpelzellen vor Retransplantation sollten nicht vorgenommen werden.
Manche Autoren empfehlen daher ausschlie3lich die Transplantation
angezuchteter Knorpelzellen aus der Primarkultur, um die durch hochgradige
Dedifferenzierung induzierten Stoffwechselveranderungen der Zellen zu
vermeiden’’.

Grundsatzlich sind jedoch Expressionsanalysen knorpelrelevanter Markergene
von zur Transplantation angeziichteten Knorpelzellen zur Beurteilung der
Transplantatqualitat und zur Beurteilung der Methodeneffizienz in der
Weiterentwicklung  bestehender Verfahren zur Transplantatherstellung

unumganglich.

1.7  Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Markergene im Bereich der
bekannten, mito- und morphogenen Wachstumsfaktoren zu identifizieren, deren
Expression in artikularen humanen Chondrozyten durch unterschiedliche
Kulturbedingungen moéglicherweise induziert wird. Hierfir wurde die qualitative
Genexpression von TGF B-1, -2, -3, BMP-2, GDF-5, CTGF mittels mRNA-
Messung untersucht. Verglichen wurden artikulare humane Knorpelzellen,
expandiert in einem zweidimensionalen, dedifferenzierungsfordernden
Kultursystem (Monolayer) mit Zellen des selben Spenders, rekultiviert in einem
dreidimensionalen, differenzierungsférdernden Kultursystem (Alginat).

AulRerdem sollte festgestellt werden, ob unter den beschriebenen Bedingungen
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nicht nur kultur- sondern auch spenderabhangige Unterschiede in der
Expression der genannten Markergene auftreten.

Die qualitativen Expressionsanalysen wurden mittels Endpunkt RT/PCR
durchgefuhrt. Dieses Verfahren wurde gewahlt, da es qualitativ zum einen ein
schnelles und effizientes Screening von relevanten Markergenen erlaubt, und
zum anderen zunehmend in der molekularbiologischen Qualitatskontrolle von
Chondrozytentransplantaten verwendet wird. Quantitative Expressionsanalysen
mittels ,real time“- PCR wurden zur eingehenderen Untersuchung ausgewahlter
Wachstumsfaktoren (GDF-5 und BMP-2) durchgefihrt.

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Humanes Biopsiematerial

Fur die Versuche wurde hyalines Knorpelgewebe aus dem Kniegelenk von
zehn Patienten der Orthopéadischen Universitatsklinik Tubingen entnommen.
Der Verwendung eines Teils des Biopsiematerials zu diagnostischen Zwecken
hatten die Patienten vorher schriftlich zugestimmt. Ein entsprechender Antrag
bei der Ethikkommission war genehmigt worden.

Das Gewebe wurde von nicht-tragenden Stellen innerhalb des Gelenks entfernt.
Aus dem entnommenen Knorpel wurde ein Aliquot angefertigt. Das zur
autologen Knorpelzelltransplantation bestimmte Gewebe wurde getrennt und in
eine Zellkultur gegeben. Das fur die Experimente bestimmte Biopsiematerial

wurde fur seine Zellkultur nach folgender Methode vorbereitet.
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2.1.2. Chemikalien, Reagenzien, Medien und Primer

Basenpaarmarker (100 bp DNA Ladder, 1 pug/ul; Fa. Gibco, Life Technologies,
Karlsruhe, BRD)

Ethidiumbromid (10 mg/ml; Fa. Amersham, Braunschweig, BRD)

Alginat Gel (Keltone LV,1,2% in 150 mM NaCl, Kelco, ISP Alginates, San
Diego, USA)

2.1.2.1. Chondrozytenisolation

- Kollagenase (1560 U/ml), Firma Sigma
- Dispase (24 U/ml) Firma Roche

2.1.2.2. Kulturmedium

- PBS: Phosphate Buffered Saline, Firma Gibco, 76131 Karlsruhe, BRD
- DMEM Nut Mix F12 (HAM), Firma Gibco

- Dulbecco’s Maodified Eagle Medium (DMEM), Firma Gibco

- Nutrient Mixture F-12 (HAM), Firma Gibco

2.1.2.3. RNA- Extraktion

RNeasy Mini-Kit Qiagen:
- RLT-Puffer

- RPE-Puffer

-  RW1-Puffer

- RNase-freies Wasser
- DNase-Vorratslosung
- RDD-Puffer

- 70% Ethanol
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RLT-Puffer 10 ml RLT-Puffer mit 100 pl Mercaptoethanol versetzen.

DNase — Vorratslésung wurde mit 550 pl RNase —freiem Wasser geldst. Dann

wurden 20 ul aliquotiert und bei —20CT eingefroren.

2.1.2.4. Umschreibung in cDNA

Advantage RT-for-PCR Kit, Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA

Bestehend aus:

Oligo (dT)as primer (20 uM)
5X Reaktions-Puffer: 250 mM Tris-HCI, pH 8,3
375 mM KCI
15 mM MgCl2
Rekombinanter Rnase Inhibitor, 40 units/ul
dNTP mix (jeweils 10 mM: dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
MMLV Reverse Transkriptase, 200 units/ul
DEPC behandeltes Wasser (Diethyl-pyrocarbonat, 1:1000)

2.1.2.5. RT-PCR

2.1.2.5.1. Master Mix

10X PCR Reaktions-Puffer, pH 8,3/15 mM MgClz von Perkin Elmer, Roche
Molecular Systems, Inc., Branchburg, New Jersey, USA

dNTP mix (jeweils 25 mM: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) von Amersham
Pharmacia Biotech, Inc., New Jersey, USA

AmpliTag® DNA Polymerase von Perkin EImer, Roche Molecular Systems,

Inc., Branchburg, New Jersey, USA
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2.1.2.5.2. Primer

Tabelle 2. Primer und die erwartete Grol3e der PCR-Produkte jedes Primer-

Paares
Primer Primer-Sequenz Annealing Quelle Basenpaar
Temperatur Lange
(in C)
GDF 5 upstream 5' GCCCTGTTCCTGGTGTTTGG 3' 60 F. Luyten 595
downstream 5' GCTGTGTAGATGCTCCTGCC 3'
CTGF upstream 5' ACGAGCCCAAGGACCAAA 3' 60 E.H. Lee et 483
al.
downstream 5' TTGTAATGGCAGGCACAG 3'
bFGF upstream 5' GAGAAGAGCGACCCTCACA 3' 55 R&D 277
Systems
downstream 5' TAGCTTTCTGCCCAGGTCC 3'
IGF 1 upstream 5' 60 Clontech 514

ACATCTCCCATCTCTCTGGATTTCCTTTTGC 3
downstream 5'
CCCTCTACTTGCGTTCTTCAAATGTACTTCC 3
IGF Il upstream 5' 60 Clontech 538
AGTCGATGCTGGTGCTTCTCACCTTCTTGGC 3
downstream 5'
TGCGGCAGTTTTGCTCACTTCCGATTGCTGG 3'
TGFb upstream 5' GCCCTGGACACCAACTATTGCT 3' 60 Clontech 161

downstream 5' AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGG 3'

TGFb upstream 5' 60 Clontech 503
2 GATTTCCATCTACAAGACCACGAGGGACTTGC 3'

downstream 5'

CAGCATCAGTTACATCGAAGGAGAGCCATTCG 3
TGFb upstream 5' ATGACCCACGTCCCCTATCAGG 3' 61 Ambion 249

downstream 5' GGTTCCATTTTTCTCCACTGAG 3'

BMP 2 upstream 5' GCTGTACTAGCGACACCCAC 3 60 A. Ogose 671
et al.
downstream 5' TCATAAAACCTGCAACAGCCAACTCG
3



BMP 4 upstream 5' GCTGAAGTCCACATAGAGCGAGTG 3'

downstream 5' ACTGGTCCACCACAATGTGACACG 3

MMP 3 upstream 5 GAGTCAGGTCTGTGAGTGAGTG 3'

downstream 5' ACTCCGACACTCTGGAGGTGAT 3'

B upstream 5° ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC 3¢
Actin
downstream 5* TGTCACCTTCACCGTTCCAG 3

Colll  upstream 5° AGCGCTGGTTTCGACTTCAGCTTCC 3¢
downstream 5° CATCGGCAGGGTCGGAGCCCT 3
Coll Il upstream 5' CTGGCTCCCAACACTGCCAACGTC 3

downstream 5' TCCTTTGGGTTTGCAACGGAATTGT
3¢

2.1.2.6. Quantitative PCR mit LightCycler (Fa. Roch

Mastermixe fur quantitative PCR mit LightCycler (Roche):

60

60

55

64

64

A. Ogose 346

et al.

N. Ishiguro 506
etal.

Clontech 516

Clontech 466

Clontech 414

Mischstandard fur GAPDH, Kollagen Typ IlI, Kollagen Typ I, BMP-2 (LightCycler

TM Primer Set, Search LC)
Angabe flr 2 Proben inklusive Negativkontrolle:
12 ul H20

pl LightCycler TM Primerset

ul LightCycler TM FastStart DNA Master SybrGreenl, premixed (Roche),

gemal Angabe Roche 20 pl ->10 pl je Tube

Patienten-Mixe (LightCycler TM Primer Set, Search LC)

Angabe fur Neg-Kontrolle und Patient Probe 1 und 2:

42 ul H20

6 ul LightCycler TM Primer Set
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6 ul LightCycler TM FastStart DNA Master SybrGreenl premixed (Roche)

54 ul ->18 pl je Tube

2.1.2.7. Immunfluoreszenzfarbung

- Fixierung in 4% Formalin und OCT Tissue-Tek Compund (Firma Sakura).

- Schnitte von pym Dicke wurden mit Kryotom ,Jung Frigocut 2800E cryostat*
angefertigt.

- Anschliessend wurden die Schnitte auf ,Superfrost plus glass microscope

slides fixiert (Firma Erie Scientific Company).

2.1.2.8. Gerate und Gebrauchsmaterialien

Absaugpumpe (Suc-O-Mat; Fa. Bachofer, Reutlingen, BRD)
Brutschrank (CO2 Auto Zero; Fa. Heraeus, Hanau, BRD)
Einmalskalpelle (Cutifix; Braun Medical AG, Melsungen, BRD)
Eppendorf-cups (0,5 ml, 1,8 ml; Eppendorf, Hamburg, BRD)
Feinwaage (Sartorius handy H51; Fa. Sartorius, Géttingen, BRD)
Gefrierschranke (Fa. Bosch, Stuttgart, BRD)

Gelkammer (Fa. Appligene, Heidelberg, BRD)

Insulinspritzen (1 ml; Fa. Braun Medical AG, BRD)

Kandlen (Sterican 0,9%x70 mm; Braun Medical AG, BRD)
Kihlschranke (Fa. Bosch)

Kulturflaschen (50 ml/250 ml; Fa. Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA)

LightCycler (Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Latexhandschuhe (Beiersdorf, Hamburg, BRD)

Lichtmikroskop (Fluovert FS Mikroskop; Fa. Leitz, BRD)
Mikrowellenofen (Fa. Bosch)

PCR-Block (Typ UNO II; Fa. Biometra, Gottingen, BRD)
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Petrischalen (Cellstar, 94/16 mm, steril; Fa. Greiner, Nurtingen, BRD)

Pinzetten (Fa. Aesculap, Tuttlingen, BRD)

Pipetten mit Sterilfilter (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, BRD)

Pipettierhilfen (Modell PreCision; Fa. Biozym; Modell Pipetman Fa. Gilson,
Midleton, USA)

Schittler (Ika MTS4; Fa. Bachofer)

Software (AnalySIS; Fa. Soft-lmaging Software, Miunster, BRD)

Sterilbank (Gelaire Laminar Air Flow; Fa. BDK, Sonnenbihl, BRD)

Sterilffilter (Millex GV 0,22 um; Fa. Millipore, Molsheim, Frankreich)
Vario-Orthomat zur Bilddokumentation (Fa. Leitz)

Warmeplatte mit Magnetrihrer (lkamag RCT; Janke&K., Staufen, BRD)
Wasserbad (DT Hetotherm; Fa. Bachofer)

Zentrifugen (Avanti 30/GPR; Fa. Beckmann, Minchen, BRD)

Soft Imaging Systems analySIS, cf8 Kappa, Zeiss Objektiv

Desweiteren wurde herkdbmmliche Blroausstattung wie Personalcomputer und

Drucker verwendet.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

2.2.1.1. Chondrozytenisolation

An einem sterilen Arbeitsplatz wurde das Knorpelmaterial in einem 50 ml Cup
(Firma Greiner) zweimal mit calciumhaltigen PBS (Firma Gibco) gewaschen.
Der Uberstand wurde abgesaugt.

Der Knorpel wurde mit einem sterilen Skalpell in eine sterile Petrischale
Uberfuhrt. Mineralisierter Knorpel und Knochenreste wurden abgetrennt. Die
restlichen Knorpelsticke wurden erneut zweimal im 50 ml-Cup mit PBS
gewaschen. Daraufhin wurde das Korpelgewebe mit zwei sterilen Skalpellen
zerkleinert bis es eine musartige Konsistenz erreicht hatte. Fur diesen Vorgang
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wurden zwei bis drei Tropfen PBS hinzu gegeben um eine Austrocknung zu
verhindern. Das zerkleinerte Gewebe wurde mit einem sterilen Skalpell in eine
kleine Zellkulturflasche (Firma Falcon) Uberfihrt.

Anschliel3end wurde der Vorverdau durchgefiihrt. Hierzu wurden dem Knorpel
10 ml Collagenase (1560 U/ml; Fa. Sigma) und 5 ml Dispase (24 U/ml; Fa.
Roche) als Mix beigefligt. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei 37°C und 5,0
Vol.% CO:2 in einem Brutschrank (Fa. WTC Binder) inkubiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt. Der vorverdaute Knorpel wurde mit 10 ml PBS gewaschen
und mit einer Pipette mehrmals resuspendiert. Um den Knorpel setzen zu
lassen wurde die Zellkulturflasche abgeklopft und dann schrdg auf einen
Stander gestellt. Der Uberstand wurde abgesaugt.

Der angedaute Knorpel wurde anschlie3end mit 10 ml Collagenase (1560 U/ml)
versetzt und bei 37°C und 5,0 Vol.% CO2 6-10h inkubiert. Bei diesem Vorgang
wurde die Matrix aufgeldst, was durch mikroskopische Kontrolle verifiziert
wurde. AnschlieRend wurde dem Gemisch 10 ml Dispase (24 U/ml) beigefugt
und bei 37°C und 5,0 Vol.% CO:2 10-20 min inkubiert. Die Chondrozyten
wurden, um sie zu vereinzeln, mit einer Pipette resuspendiert und dann in ein
50 ml-Cup Uberfuhrt. Weiterhin wurden die Zellen zweimal mit serumfreien
Medium gewaschen, um sie daraufhin in eine mittlere Zellkulturflasche mit 10
ml Vollmedium zu Uberfihren. Diese Zellkultur wurde bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5,0 Vol.% COz2 inkubiert.

Waren die Zellen nach zwei Tagen unter mikroskopischer Kontrolle nicht
vereinzelt und/oder adhéarent gewachsen, wurde ein Nachverdau mit 10 ml
Collagenase (1560 U/ml) und 5 ml Dispase (24 U/ml) als Mix durchgeftihrt; das
Gemisch wurde wiederum bei 37°C und 5,0 Vol.% CO2 10 min. inkubiert.

2.2.1.2. Kultivieren von Chondrozyten

Die isolierten Chondrozyten wurden in einem optimierten Zellkulturmedium
angezuchtet. Das Vollmedium setzte sich aus 45% Ham’s F12 (Fa. Gibco), 45%

DMEM (Fa. Gibco) und 10% autologem Patientenserum zusammen. Diesem
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Medium wurde Ascorbat in einer Konzentration von 25 ug pro ml beigeftigt. Die
suspendierten Zellen wurden in 250 ml Zellkulturflaschen (Fa. Falcon) bei 37<C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5,0 Vol.% CO2 kultiviert. Auf eine Beigabe von
Antibiotika wurde unter Einhaltung strengster hygienischer Malinahmen
verzichtet um eine mogliche Interferenz mit dem Kaultivierungsverhalten der
Chondrozyten zu vermeiden.

Fur die zweidimensionale Kultur wurden die Chondrozyten 10 Tage vorkultiviert
und nach Passagierung 10 Tage weiterkultiviert.

Die dreidimensionale Kaultivierung in Alginatbeads wurde nach vorheriger
Vorkultivierung fur 10 Tage in zweidimensionaler Kultur, fur weitere 10 Tage in
Alginatbeads fortgefuhrt.

Im Anschluss wurden jeweils die Expressionsanalysen vollzogen.

2.2.1.3. Zweidimensionale Zellkultur

Zur Kultivierung in einem zweidimensionalen Zellkultursystem wurden die
Chondrozyten in einer 250 ml Zellkulturflasche mit oben beschriebenem
Vollmedium gegeben. Die Ausbringung in dieses System ermdglicht den Zellen
eine Adharenz am Flaschenboden, wobei sich im Kaultivierungsverlauf ein

Zellrasen aushildet.

2.2.1.4. Kultivieren von Chondrozyten in Alginatbea  ds

2.2.1.4.1. Herstellung einer Alginatlésung

Zur Herstellung einer 1,2%igen Alginatlosung wurden sterilfiltriertes 0,9%iges

NaCl uber Nacht unter Ruhren aufgel6st. Die Losung wurde dann mit einem

grof3en Sterilfilter filtriert.
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2.2.1.4.2. Ansetzen einer Alginatkultur

Nachdem die Chondrozyten mit PBS gewaschen worden waren, wurden sie mit
der Alginatlosung versetzt. Hierbei wurden in die Alginatlésung ungefahr 4 Mio.
Zellen gegeben. Diese Zellsuspension wurde in einer sterilen 10 ml-Spritze mit
einer 22er Kantile einpipettiert. Die Suspension wurde daraufhin zgig in 100 ml
CaCl2 (102 mM) unter Ruhren eingetropft. Die entstandenen Beads wurden bei
niedriger Umdrehung 10 min. geliert und dann in eine mittlere Zellkulturflasche
(Firma Falcon) uberfiihrt. Die Beads wurden einmal mit PBS (Firma Gibco) und
0,9% NaCl gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt. Hierbei war es wichtig
zugig zu arbeiten, da die entstandenen Beads sich schnell wieder auflésen
kénnen. Die Beads wurden mit 20 ml DMEM Nut Mix F12 (HAM) (Firma Gibco),
10% autologes Patientenserum und 25 pg/ml Ascorbinsaure versorgt. Die
Zellkultur wurde dann in einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und
5% CO2 Atmosphére inkubiert.

2.2.1.4.3. Auflosen der Beads

Um eine RNA Extraktion aus den kultivierten Zellen zu ermdglichen, mussten
sie aus der dreidimensionalen Alginatmatrix herausgelost werden.

Die Beads wurden in 4 Volumen isotoner Na-Citrat-Losung (55 mM NacCitrat/ 90
mM NaCl) far 10-15 min. aufgelést. AnschlieBend wurden die Zellen mit
zellassoziierter Matrix in ein 50 ml-Cup (Firma Greiner) Uberfuhrt und bei

1000 U/min 10 min. zentrifugiert. Die Zellen wurden dann mit PBS gewaschen.

2.2.2. RNA Isolation

2.2.2.1. Zellyse

Alle folgenden Schritte mussten zlgig bei Raumtemperatur durchgefihrt

werden.



Vor der eigentlichen Lyse wurden die Zellen einmal mit nicht calciumhaltigen
PBS gewaschen. Hierzu wurden sie in ein Eppendorf-Cup aufgenommen und
1 ml PBS hinzugefugt. Das Gemisch wurde bei 2000 U/min 5 min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und den verbleibenden Zellen 50
ul PBS beigemengt.

Alle Zentrifugationsschritte wurden in der Mikrozentrifuge (Eppendorf) bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Zellen wurden unter Verwendung einer
Insulinspritze mit 25er Kanule homogenisiert.

Den Herstellerangaben folgend, wurden die Zellen, abhangig von der Zellzahl,
in verschiedene Volumina aufgenommen. Bis zu einer Zellzahl von 5x10"6 das
kleinere Volumen, ab einer von 5x1076 bis 1x10"7 das grof3ere.

Es wurden 350 pl/600 ul RLT-Puffer zugegeben und wiederum mit der Kanile
homogenisiert, bis keine Zellklimpchen mehr sichtbar waren.

Dann wurde die Zellsuspension in 350 ul/600 pl 70%iges Ethanol mit einer
Pipette suspendiert. Das gesamte Volumen wurde auf eine Saule (Spin
Column) aus dem Kit des Herstellers aufgetragen. Die Saule wurde in eine
2 ml-Tube aus dem Kit gesetzt, um das Eluat aufzufangen. Uberstieg hierbei
das Gesamtvolumen 700 ul, so wurde die Suspension in eine zweite Saule
aliquotiert. Die Saulen wurden dann 15 sec. Bei einer Drehzahl von 10.000

U/min zentrifugiert.

2.2.2.2. Waschen

Nach dem Zentrifugieren wurden 700 pl RWI1-Puffer in die Saulen
hinzugegeben. Es wurde nochmals 15 sec. bei 10.000 U/min. zentrifugiert. Das
Eluat wurde verworfen. Die Saule wurde dann in eine neue 2 ml-Tube gesetzt
und 500 ul RPE-Puffer wurden zugegeben. Erneut wurde 15 sec. bei 10.000
U/min zentrifugiert und das Eluat verworfen. Wiederum wurden 500 ul RPE-
Puffer hinzugegeben, nun aber 2 min. bei 20.000 U/min. zentrifugiert und das

Eluat verworfen. Zum Trocknen der Saule wurde anschlieRend 15 sec. bei
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20.000 U/min zentrifugiert. Es durfte kein Tropfen Ethanol mehr an der Saule

sein.

2.2.2.3. Eluierung der RNA

Die Saule wurde in ein Eppendorf-Cup gestellt und die RNA mit 30 ul RNAse-
freiem destilliertem Wasser eluiert. Hierzu wurde die Saule im Eppendorf-Cup 1
min. bei 10.000 U/min. zentrifugiert. Anschlieend wurde die RNA bis zur

Umschreibung bei -70°C eingefroren.

2.2.2.4. OD-Vermessung der RNA mit GeneQuant (Pharm acia)

Zur OD-Vermessung wurden RNA-Losung mit DEPC-Wasser in einem
Verhaltnis von 1:20 gemischt.

Vier pl RNA wurden 76 pl DEPC-Wasser (Roth) in Eppendorf-Cup zugesetzt
und gemischt. Vor der Messung Nullabgleich des Photometers. Die verdinnte
Losung wurde in eine 70 ul Quarzkivette pipettiert. Dann Vermessung der
RNA-Probenverdinnung im RNA-Programm. Angabe der Konzentration in
pg/mi.

Ein pg RNA wurde fir die cDNA-Synthese eingesetzt, der Rest bis zum

Abschluss der Tests bei —20<C eingefroren.

2.2.3. Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist der erste Schritt einer aus reverser Transkription
und anschlieBender Amplifikation der gewonnenen cDNA bestehenden
Methode. Diese RT-PCR stellt eine Weiterentwicklung und Verknipfung von
schon verwendeten Techniken dar.’® Die isolierte mMRNA wird durch das Enzym

reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Eine Denaturierung
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doppelstrangiger DNA Sequenzen durch Erhitzen ermdglicht eine Anbindung
von Oligonukleotiden. Die Verknipfung der Oligonukleotide mit den
denaturierten DNA-Einzelstrangen wird durch eine spezifische DNA
Polymerase bewerkstelligt. Dieses ,annealing“ wird durch die besondere
Eigenschaft der Tag-Polymerase ermdéglicht. Sie ist in der Lage bei hohen
Temperaturen zu funktionieren und ermdglicht dadurch das Anknipfen von
Oligonukleotiden bei 94 an die bei diesen Temperaturen denaturierten DNA
Einzelstrange. Die Verwendung spezifischer Primer macht das ausschliel3liche
Vermehren erwinschter Sequenzen mdglich. Durch diese exponentielle
Amplifikation kénnen geringste Mengen von Genmaterial selektiv vermehrt
werden. Mittels Gelelektophorese kdnnen die amplifizierten PCR Produkte
sichtbar gemacht werden.

Zur Umschreibung der isolierten RNA in cDNA wurde der Advantage RT-for-
PCR Kit der Firma Clontech verwendet.

Nachdem die Reagenzien und die RNA auf Eis aufgetaut worden waren,
wurden je 2 pg RNA, nach Auflosung in maximal 25 yl DEPC behandeltem
Wasser, mit je 2 pl eines 20 uM Oligo (dT)is Primers versehen. Das Gemisch
wurde in ein kleines Eppendorf-Cup (0,5 ml) gegeben. AnschlieRend wurde es
fur 2 min. bei 70°C in einem PCR-Block erhitzt. Danach wurde es sofort fur 5
min. auf Eis gelegt. Das sofortige Abkihlen erméglicht ein suffizientes Anbinden
des Primers und verhindert eine Ruckfaltung der entfalteten RNA-Sequenzen.
Als Mastermix fiir die Umschreibung wurden pro Probe 8 pl 5x Reaktions-Puffer
(250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl2), 1 pl Rekombinanter
Rnase Inhibitor (40 U/ul), 2 pl dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP zu je 10
mM) und 2 pl MMLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) gemischt. Zu diesem
Mastermix wurde das Gemisch aus RNA und Oligo (dT)is Primer hinzugefigt.
Die reverse Transkription wurde dann in einem PCR-Block bei 42C mit einer
Dauer von einer Stunde vollzogen. Unmittelbar anschlieBend wurde das
Gemisch fur funf Minuten auf 94<C erhitzt, um die r everse Transkription und die
hierdurch erfolgende Synthese der cDNA zu beenden.

Nach der Umschreibung wurde jede Probe mit 160 ul DEPC-Wasser versetzt
und dann bei -20°C gelagert.
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2.2.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fur die PCR wurde zuerst ein Mastermix hergestellt. Pro Probe wurden hierzu 5
pul 10x Reaktions-Puffer (Perkin Elmer), 0,5 pl 200 mM dNTP-Mix (Amersham
Pharmacia), 1 pl Upstream Primer, 1 pl Downstream Primer (jeweils 0,1
nmol/pl), 0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul; Perkin Elmer) und 37 pl agua bidest.
gemischt. Zu diesem Mastermix wurde jeweils 5 pl cDNA-LAsung hinzugegeben
und in einem PCR-Block (Firma Biometra) zur Reaktion gebracht.

Ein Amplifikationszyklus bestand aus einer einminitigen Denaturierung bei
94T und einer anschliessenden ,annealing® Phase, d eren Temperatur dem
jeweiligen Primer fUr das untersuchte Gen angepasst wurde. Auf diesen Schritt
folgte die Extensionsphase bei 72T fur zwei Minute n. Daraufhin wurde der
Zyklus von Neuem begonnen. Die Anzahl der Amplifikationszyklen fir eine PCR
betrug 33, nachdem in Vorversuchen sichergestellt worden war, dass sich die
Amplifikation der Genprodukte bei dieser Anzahl von Wiederholungen in der

exponentiellen Phase befand.

2.2.5. Quantitative Expressionsanalyse mit LightCyc  ler TM (Roche)

Die Pipettierschritte der PCR wurden in einem separaten Raum durchgefihrt.
Eingabe des Mischstandards fir GAPDH, Kollagen Typ II, Kollagen Typ I, BMP-
2, GDF 5, der Patienten-Probe sowie der Negativkontrollen in die Sample Liste
des LightCyclers.

Durchfuhren des ersten Laufes, mit anschlieRendem Speichern des Laufes, des
Datums und Drucken einer Sample Liste.

Die notwendigen Mastermixes wurden wie folgt vorbereitet.
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Mischstandard fur GAPDH, Kollagen Typ II, Kollagen Typ I, BMP-2, GDF 5
(LightCycler TM Primer Set, Search LC).

Angabe fur 2 Proben inklusive Negativkontrolle:
12 pl H20
4 ul LightCycler TM Primerset
4 ul LightCycler TM FastStart DNA Master SybrGreenl , premixed (Roche),
gemal Angabe Roche

20 pl ->10 pl je Tube

Patienten-Mixe (LightCycler TM Primer Set, Search LC)
Angabe fur Neg-Kontrolle und Patient Probe 1 und 2:
42 plH20

6 pl LightCycler TM Primer Set

6 ul LightCycler TM FastStart DNA Master SybrGreen | premixed (Roche),
gemald Angabe Fa. Roche

54 ul ->18 pl je Tube

Die LightCycler — Kapillare wurde in den Zentrifugenadapter im Kuhlblock
gestellt. Dann wurden die Mastermixe nach der Sample-Liste in die numerierten
Kapillaren pipettiert. Anschliel3endes Pipettieren der cDNA nach Sample-Liste
und Verschlu3 der Kapillare mit Stoppern. Die Kapillaren wurden in den
Zentrifugenadaptern bei 1000 U/min anzentrifugiert. Dann wurden die
Kapillaren in das Proben-Karussell gestellt und der LightCycler gestartet. Der
jeweilige Lauf wurde unter der Patienten-ldentifikations-Nummer und dem

Datum gespeichert.
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2.2.6. Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde 1,5% Agarose (Firma BioRad) verwendet. Es
wurden 6 g Agarose auf 400 ml 1xTBE Puffer gegeben und 30 ul
Ethidiumbromid (10 mg/ml; Firma Amersham) hinzugefiigt. Zur Herstellung des
1XTBE Puffer wurden auf 20 ml 20xTBE Puffer, bestehend aus 121 g
Trisaminomethan, 61,7 g Borsaure und 7,44 g EDTA-Natrium auf einen Liter
destillierten Wasser, 380 ml destilliertes Wasser hinzugegeben. Als
GroBenmarker wurde ein 100 bp-Marker-Mix (Firma BRL Life Technologies)
verwendet.

Das Gemisch wurde in einem herkdmmlichen Mikrowellengerat aufgekocht bis
keine Schlieren mehr sichtbar waren. Danach wurde es an der Luft auf 60°C
abgekuhlt und 75 ml des flissigen Gels wurden in eine Gelkammer gebracht.
Die Gelkammer wurde mit einem Kamm bestickt, der Einpragungen im
erkaltenden Gel hinterlaf3t, die als Taschen zum Beladen mit PCR-Produkten
dienen. Sobald das Gel in der Kammer erkaltet war, wurde eine ausreichende
Menge an 1xTBE als Laufpuffer hinzugegeben, um das Gel vollstandig zu
bedecken.

Es wurden dann 15 pl PCR-Produkt mit 5 pl DNA-Ladepuffer vermischt und in
die vorgepragten Taschen im Agarosegel pipettiert. Zehn pl 100 bp-Marker-Mix
wurden ebenfalls in eine vorgepragte Tasche pipettiert. Der Mix wurde aus 30 pl
100 bp-Ladder, 80 pl DNA-Ladepuffer und 50 ul aqua bidest. gemischt.

Eine Menge von 10 ml DNA-Ladepuffer setzt sich aus 250 ul 40xTAE-Puffer, 1
ml Xylene Zyanol, 1 ml Bromophenolblau, 5 ml Glycerin und 2,75 ml
destillierten Wasser zusammen. Der 40xTBE-Puffer besteht aus 193,6 ¢
Trisaminomethan, 108,9 g Natriumacetat und 15,2 g EDTA-Natrium auf einen
Liter destilliertes Wasser.

Nach vollstandiger Bestickung des Gels wurde zur elektrophoretischen
Auftrennung der PCR-Produkte ein Stromflu3 von 5 Milliampere bei einer
Spannung von 70 Volt erzeugt. Durch visuelle Kontrolle der Lauffront wurde
nach ausreichender Laufzeit (45-60 min.) die Elektrophorese gestoppt. Die

Anfarbung der DNA mit Ethidiumbromid ermdglichte eine Visualisierung der
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PCR-Produkte durch ultraviolettes Licht. Das bestrahlte Gel wurde sodann
mittels einer Videokamera mit vorgeschaltetem Gelbfilter auf einem Computer
digitalisiert und archiviert. Die Bearbeitung der Bilder wurde mittels der Software
AnalySIS vollzogen.

Die Signale der amplifizierten Sequenzen wurden zum 100 bp Marker in
Beziehung gesetzt und die Positionen anhand der bekannten ProduktgrofRen

der Primer verifiziert.

2.2.7. Immunfluoreszenzfarbung

Die zu farbenden Alginatbeads wurden auf einer festen Unterlage angehauft
und auf flissigem Stickstoff mit Tissue Tec gefroren. Mit dem Kryotom wurden
Gefrierschnitte mit einer Dicke von 16 um geschnitten. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur mindestens zwei Stunden an der Luft getrocknet.

Die getrockneten Schnitte wurden zum Fixieren zuerst mit PBS gewaschen. Die
anschlieBende Fixierung mit 4% Formalin/PBS- fand Uber eine Dauer von 20
Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur statt. Danach wurde erneut mit PBS
gewaschen.

Zur Detektion wurden die fixierten Schnitte 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
DMEM/F12 mit 10% Humanserum geblockt. Anschliel3end fand eine Inkubation
der Schnitte mit dem ersten Antikdrper bei Raumtemperatur statt. Nach dreil3ig
Minuten wurde zweimal mit PBS gewaschen. Mit dem zweiten Antikdrper (IgG
und IgM), der mit Cy3-konjugiert vorlag, wurde ebenfalls fir eine Dauer von
dreiBig Minuten inkubiert. Eine Kernfarbung wurde anschlieBend fir funf
Minuten vollzogen, wobei ein Tropfen des Farbemittels auf ein Volumen von 1.0
ml verdinnt wurde. Die Gefrierschnitte wurden nochmals mit PBS gewaschen,
und anschlieBend in Mowiol eingedeckt. Die Lagerung erfolgte bei einer
Temperatur von 4C. Es wurden parallel Negativkontr ollen angefertigt, wobei

nur mit dem zweiten Antikérper inkubiert wurde.
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3. Ergebnisse

3.1. Spenderabhangiges Expressionsverhalten

Die quantitative Expressionsanalyse von frisch isolierten, nicht in Zellkultur

ausgebrachten,

Chondrozyten

zeigte signifikante  patientenabhangige

Unterschiede der Expression der Matrixproteine Kollagen-Typ- | und —Il (Abb.1).
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Abb.1: Patientenabhéngige, quantitative Expressionsanalyse

3.2. Mikroskopische Kulturanalyse
3.2.1. Frisch isolierte Chondrozyten

Frisch isolierte Chondrozyten wurden in Zellkultur ausgebracht.

Die

Chondrozyten waren initial von extrazellularer Matrix umgeben und zeigten die

typische Morphologie von artikuldaren Chondrozyten (Abb.2 und Abb.3).

Die Zellen wurden im weiteren Verlauf in Monolayer und Alginat kultiviert. Um

phanomenologische Unterschiede zu untersuchen, wurden mikroskopische
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Analysen der Kulturverfahren angefertigt. Die morphologischen Veranderungen
konnten Zu den angefertigten biochemischen  Analysen des
Differenzierungsstatus der Chondrozyten bei den Kulturverfahren in Beziehung
gesetzt werden.

Abb.2: Angedaute Chondrozyten Abb.3: Angedaute, vereinzelte
bei 10x VergrofRerung. Chondrozyten in Primarkultur bei 20x
VergroRerung.

3.2.2. Kultivierung der Monolayerkultur

Nach zehn Tagen in Monolayerkultur zeigte sich in der Primarkultur ein dichter
Zellrasen. Die Zellen wiesen UUberwiegend eine runde, polygonale
Erscheinungsgestalt auf (Abb.4). Nach weiteren zehn Tagen in Monolayerkultur
zeigte sich eine Veranderung der Zellmorphologie zu spindelférmigen und
Fibroblasten ahnlichen Zellen (Abb.5).

Abb.4: Chondrozyten der Priméarkultur Abb.5: Chondrozyten in 1.Subkultur
nach 10 Tagen in Monolayerkultur bei nach 20 Tagen Kultivierung in Monolayer
10x Vergrdperung. bei 10x Vergréperung.

43



3.2.3. Kultivierung in Alginat

Nach vorheriger Kultivierung der Chondrozyten in der Monolayerkultur wurden
sie fur zehn Tage in Alginatkultur gebracht. In diesem System zeigten sie
weiterhin die typische rundliche Morphologie artikularer Chondrozyten (Abb.6).
Die perizellulare Matrix differenzierter artikularer Chondrozyten ist reich an
Proteoglykanen. Die fur Proteoglykane spezifische Alcian-Blau-Farbung von in
Alginat kultivierten Chondrozyten war positiv und gab damit einen weiteren
Hinweis auf den Differenzierungszustand der untersuchten Zellen (Abb.7).

Abb.6: Chondrozyten nach 10 Tagen Abb. 7: Chondozyten nach 10 Tagen
in Alginatkultur bei 10x Vergroperung. In Alginatkultur bei 20x Vergroperung.
Alcian-Blaufarbung.

3.3. Kollagen-Typ-II spezifische Immunfluoreszenzfa  rbung

Als Marker fur differenzierte Chondrozyten wurde eine Kollagen-Typ-II
spezifische Immunfluoreszenzfarbung von in Primarkultur, Monolayer und
Alginat kultivierten Zellen vorgenommen. Hiermit wurde das perizellulare

Vorkommen von Kollagen-Typ-Il untersucht.

3.3.1. Priméarkultur

Nach zehn Tagen in Primarkultur wurde eine Kollagen-Typ-Il spezifische
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Es zeigte sich eine deutliche

Anfarbung in der perizellularen Matrix. Einhergehend mit dem vorherigen



mikroskopischen Befund deutet dies auf einen weitgehend stabilen

chondrogenen Phanotyp hin (Abb.8).

Abb. 8: Kollagen-Typ-II spezifische
Immunfluoreszenzfarbung von prakonfluenten
Chondrozyten in Primarkultur bei 40x Vergréferung.

3.3.2. Monolayerkultur

Nach Passage der Primarkultur wurden die Chondrozyten flr weitere zehn
Tage in der ersten Subkultur bebritet. AnschlieBend wurde ebenfalls eine fir
Kollagen-Typ-IlI spezifische Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Es zeigte
sich bei Prékonfluenz der Zellen eine nur vereinzelte perizellulare Anfarbung.
Der fur differenzierte artikulare Chondrozyten typische Nachweis von Kollagen-

Typ-1l gelang allenfalls noch in Spuren (Abb.9).

Abb.9: Kollagen-Typ-II spezifische Immunfluoreszenzfarbung
von prakonfluenten Chondrozyten in der ersten Subkultur
(Monolayer) bei 40x Vergroperung.
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3.3.3. Alginatkultur

Parallel zu der Kultivierung der Zellen in Monolayerkultur wurden weitere Zellen
ebenfalls fir zehn Tage in Alginat kultiviert. Auch diese Chondrozyten wurden
immunhistologisch und mikroskopisch untersucht. Es zeigte sich eine
ausgepragte perizellulare Anfarbbarkeit fir Kollagen-Typ-Il. Die Zellen glichen

somit phénotypisch den differenzierten Chondrozyten (Abb.10).

Abb.10: Kollagen-Typ-Il spezifische Immunfluoreszenzfarbung
von Chondrozyten in Alginatkultur bei 40x Vergréperung.

3.4. Semiquantitative Analyse der Transkription des kartilaginaren
Matrixprotein  Kollagen-Typ-Il in  Abhangigkeit von v erschiedenen

Zellkulturpasssagen

Artikulare Chondrozyten wurden im Monolayerverfahren expandiert und nach
jeweils zehn Tagen in einem neuen Medium subkultiviert. Funf Zellpassagen
wurden vorgenommen. Die Zellen zeigten ein reges Wachstumsverhalten und
wurden bei den Passagen jeweils aufgeteilt und in neue Kulturflaschen
ausgesat.

Nach jeder Passage wurde ein Anteil der Zellen auf Transkription von Kollagen-
Typ-Il (COL2A1) mittels des semiquantitativen RT-PCR Verfahrens untersucht.
Zur Vermeidung von Fehlerquellen wurden die semiquantitativen Analysen

jeweils zweimal durchgefuhrt.
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Mit zunehmender Passagenzahl konnte eine Abnahme der mRNA Expression
fur Kollagen-Typ-Il beobachtet werden. Die deutlichste Abnahme fand sich von
der zweiten zur dritten Subkultur (Abb.11).

Mit zunehmender Kultivierungsdauer im Monolayer konnte somit eine
zunehmende Dedifferenzierung der Chondrozyten mit einer abnehmenden

Transkription des Differenzierungsmarkers Kollagen-Typ-II festgestellt werden.

GAPDH

COL2A1

PO PL P2 P3 P4 P5

Abb.11: Expression in Abhangigkeit verschiedener Zellkulturpassagen

3.5. Quantitative Analyse der Transkription des kar tilagindren
Matrixprotein  Kollagen-Typ-ll in  Abhangigkeit von z unehmender

Subkultivierung

Zur genaueren Analyse der Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR wurde
eine gquantitative Analyse der Transkription von Kollagen-Typ-Il angeschlossen.
Dies wiederum in Abhangigkeit von zunehmenden Passageanzahlen der in
Monolayer kultivierten Chondrozyten. Zur Vermeidung von Fehlerquellen
wurden die quantitativen Analysen jeweils zweimal durchgefihrt.

Die Ergebnisse der semiquantitativen Analysen der Kollagen-Typ-II
Transkription konnten mit der quantitativen Expressionsanalyse bestatigt
werden (Abb.12).
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Die hochste Kollagen-Typ-ll Expression wurde in der Primarkultur
nachgewiesen mit deutlicher Abnahme bis zur vierten Subkultur. Von der
vierten zur funften Subkultur stellte sich dann eine Stabilisierung der Expression
auf sehr niedrigem Niveau ein. Zunehmende Subkultivierung zeigte somit eine
fortschreitende Dedifferenzierung der Zellen im Sinne einer Abnahme des

Differenzierungsmarkers Kollagen-Typ-Il.

Kollagen-Typ-Il Expression

15000000
o
S
S 10000000 -
2 0 GAPDH
@ m Kollagen-Typ-Il
< 5000000 - gen-1yp
S k
X
L
0 - i
Prim| 1. | 2. | 3. | 4. | 5
0 GAPDH 61550/5504049930/62700 1E+0| 1E+0
m Kollagen-Typ-Il | IE+0| 1E+0| 1E+0| LE+0{29070/30740

Kulturstadien

Abb.12: Semiquantitative Expressionsanalyse in Abhéangigkeit verschiedener
Zellkulturpassagen

3.6. Semiquantitative Expression von Wachstums- und

Differenzierungsfaktoren

Bei der semiquantitativen Analyse der verschiedenen Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren wurde mRNA von Zellen aus Monolayer- und
Alginatkultur gewonnen. Die Analyse wurde mittels RT-PCR durchgefuhrt. Zur
Vermeidung von Fehlerquellen wurden die semiquantitativen Analysen jeweils
zweimal durchgefihrt.

Die folgenden Wachstums- und Differenzierungsfaktoren wurden analysiert:
TGF-B-1-3, BMP-2 und -4, GDF-5, IGF-I und -ll, MMP-3, CTGF. Weiterhin
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wurden mit der gleichen Technik die Expression von Kollagen-Typ-l und -II
analysiert.

Dieses Verfahren diente als ,Screening”. Es konnten keine Aussagen Uber die
Expressionsintensitat gemacht werden. Lediglich das Vorhandensein einer
Transkriptionsaktivitat konnte nachgewiesen werden. Aufl3erdem konnte eine
anndhernde Aussage Uber die Expressionsintensitat durch Abgleich mit dem
internen Standard (-Aktin gemacht werden.

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse  wurden im Anschluss per
quantitativer Expressionsanalyse BMP-2 und GDF-5 zur eingehenden
Untersuchung ausgewahlt.

TGF-B 1-3, BMP-2 und -4, MMP-3, CTGF, Kollagen-Typ-I und -1l wurden in
beiden Kulturverfahren deutlich exprimiert in gleicher Intensitat wie der interne
Standard B-Aktin. Lediglich bei IGF-I wurde eine sehr niedrige, bei IGF-II gar
keine Expression nachgewiesen.

Die genannten Faktoren wurden mit Ausnahme von IGF-I und -IlI in beiden
Zellkulturverfahren in eindeutiger und gleicher Intensitat auf transkriptionaler

Ebene exprimiert.

TGFp-1 TGFB-2

Monolayer Alginat Monolayer Alginat

. o @
B-Aktin l l B-Aktin - .

Abbildung 13: Expression von TGFj-1 (161bp) in Abbildung 14: Expression von TGFf-2 (503 bp) in
Monolayer und Alginat, 3-Aktin (516 bp) alsinterner Monolayer und Alginat, 3-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard. Standard.
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TGFB-3

Monolayer Alginat

Abbildung 15: Expression von TGFB-3 (249 bp) in
Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.

BMP-4

Monolayer Alginat

Abbildung 17: Expression von BMP-4 (346 bp) in
Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.

IGF-I

Monolayer Alginat

IGF-I

p-Aktin

Abbildung 19: Expresson von IGF-I (514 bp) in
Monolayer und Alginat, 3-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.

BMP-2
Monolayer Alginat

Abbildung 16: Expresson vonBMP-2 (671 bp) in
Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.

GDF-5

Monolayer Alginat

Abbildung 18: Expression von GDF-5 (595 bp) in
Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.

IGF-II
Monolayer Alginat

Abbildung 20: Expression von IGF-I1 (538 bp) in
Monolayer und Alginat, 3-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard.
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MMP-3 CTGF
Monolayer Alginat Monolayer Alginat

-\
MMP-3 CTGF
-\
B-Aktin i = B-Aktin ‘ . =

Abbildung 21: Expression von MMP-3 (506 bp) in Abbildung 22: Expression von CTGF (483 bp) in
Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner Monolayer und Alginat, B-Aktin (516 bp) alsinterner
Standard. Standard.

3.7. Vergleich der quantitativen Expression von Kol lagen-Typ-Il in der

Monolayer- und Alginatkultur

Im quantitativen Vergleich der Kollagen-Typ-Il Expressionsratio von Zellkulturen
funf verschiedener Spender konnte mit den t-Test fur paarige Stichproben ein
signifikanter Unterschied zwischen den in Monolayer und in Alginat kultivierten
Zellen festgestellt werden. Zur Vermeidung von Fehlerquellen wurden die
guantitativen Analysen jeweils zweimal durchgefuhrt.

Der t-Wert ist 5.14. Der ttab Wert fur die Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5%
und 4 Freiheitsgraden (n-1; n=5) ist 2.776. Da t>ttab ist, sind die Differenzen
zwischen den beiden Medien verschieden von Null. Somit bestehen signifikante
Unterschiede zwischen beiden Kultursystemen bezuglich der Expression von
Kollagen-Typ-II.

Die Expressionsratio von Kollagen-Typ-Il ist in Alginat signifikant héher als in
der Monolayerkultur. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen, die in der
Zellkultur (Zellmorphologie), also auch bei den Immunfluoreszenfarbungen,
gemacht wurden. Im Rahmen der quantitativen Expressionsbestimmung
behalten Chondrozyten in Alginatkultur ihren Differenzierungsstatus in Bezug

auf die Kollagen-Typ-Il Expression als chondrogene Zellen bei.
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Quantitative Kollagen-Typ-Il Expression
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Spender Nummer

Abb. 23: Quantitative Expression von Kollagen-Typ-Il in der Monolayer- und Alginatkultur.

3.8. Vergleich der quantitativen Expression von BMP -2 in der Monolayer-

und Alginatkultur

Im quantitativen Vergleich der BMP-2 Expressionsratio von Zellkulturen funf
verschiedener Spender konnte mit dem t-Test fur paarige Stichproben ein
signifikanter Unterschied zwischen den in Monolayer und in Alginat kultivierten
Zellen festgestellt werden. Zur Vermeidung von Fehlerquellen wurden die
guantitativen Analysen jeweils zweimal durchgefuhrt.

Der t-Wert ist 5.79. Der ttab Wert fur die Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5%
und 4 Freiheitsgraden (n-1; n=5) ist 2.776. Da t>ttab ist, sind die Differenzen
zwischen den beiden Medien verschieden von Null. Somit bestehen signifikante
Unterschiede zwischen beiden Zellkultursystemen bezlglich der Expression.
Die Expressionsratio von BMP-2 ist in Alginat signifikant hoher als in der
Monolayerkultur. Im Rahmen der quantitativen Expressionsbestimmung
behalten Chondrozyten in Alginatkultur ebenfalls ihren Differenzierungsstatus in

Bezug auf die BMP-2 Expression bei.
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Quantitative BMP-2 Expression
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Abb. 24: Quantitative Expression von BMP-2 in der Monolayer- und Alginatkultur.

3.9. Vergleich der quantitativen Expression von GDF -5 in Monolayer- und

Alginatkultur

Im quantitativen Vergleich der GDF-5 Expressionsratio von Zellkulturen finf
verschiedener Spender konnte mit dem t-Test fUr paarige Stichproben ein
signifikanter Unterschied zwischen den in Monolayer und in Alginat kultivierten
Zellen festgestellt werden. Zur Vermeidung von Fehlerquellen wurden die
guantitativen Analysen jeweils zweimal durchgefuhrt.

Der t-Wert ist 5.79. Der ttab Wert fur die Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5%
und 4 Freiheitsgraden (n-1; n=5) ist 2.776. Da t>ttab ist, sind die Differenzen
zwischen den beiden Medien verschieden von Null. Somit bestehen signifikante
Unterschiede zwischen beiden Zellkultursystemen bezlglich der Expression.
Die Expressionsratio von GDF-5 ist in Alginat signifikant niedriger als in
Monolayerkultur. Im Rahmen der quantitativen Expressionsbestimmung
behalten unter den von uns untersuchten Bedingungen die Chondrozyten in
Alginatkultur ebenfalls ihren Differenzierungsstatus in Bezug auf die GDF-5
Expression bei (Abb.25).
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Quantitative GDF-5 Expression
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Abb. 25: Quantitative Expression von GDF-5 in Monolayer- und Alginatkultur.

4. Diskussion
4.1. Diskussion der Methoden

4.1.1. Zellkultur

Humanes Knorpelgewebe wurde von funf Patienten zur autologen
Knorpelzelltransplantation entnommen. Ein Teil dieses Gewebes wurde fir die
Versuche zur Verfugung gestellt. Die Gewinnung dieses Gewebes wurde unter
strengsten hygienischen Sicherheitsvorkehrungen vollzogen um mdgliche
Kontaminationen des untersuchten Materials zu verhindern. Es wurden die
gleichen Sicherheitsvorkehrungen wie fur die zur Retransplantation
vorgesehenen autologen Knorpelzellen getroffen.

Die Chondrozyten wurden aus ihrer Gewebematrix herausgelést und vereinzelt.
Die in Monolayerkultur ausgebrachten Zellen bildeten erwartungsgemalf einen
einlagigen Zellrasen und nahmen bei ausreichender Kultivierungsdauer ein

spindelformiges  Aussehen an als morphologisches Korrelat ihrer



Dedifferenzierung. Die Chondrozyten in Alginatbeads waren in dieser Matrix
eingeschlossen und wiesen einen differenzierten rundlichen Phanotyp auf.
DMEM wurde mit weiteren Zusatzen als Nahrmedium benutzt. Auf Zugabe von
Antibiotika wurde zur Vermeidung moglicher Interferenzen mit dem
Wachstumsverhalten der Knorpelzellen verzichtet.

Zellkulturen ermdglichen die eingehende Betrachtung der Auswirkungen von
Verédnderungen einzelner Parameter. Die komplexen Interaktionen in einem
physiologischen Milieu werden reduziert und es kann eine Fokussierung auf
spezielle  Fragestellungen  vollzogen  werden. Die  vielschichtigen
Wechselwirkungen in vivo werden allerdings ausgeblendet. Dies bedeutet
einerseits eine reduktionistische Vereinfachung und Abstrahierung von
Zusammenhangen, andererseits kbnnen gerade dadurch die Untersuchungen
als Grundlage und Werkzeug fur weiterfihrende Forschungen in komplexeren
Modellen gelten.

Allerdings muss man sich bei derartigen Systemen fortwdhrend eben diesen
vereinfachenden Modellcharakter vor Augen fuhren und jegliche Ergebnisse

lediglich als Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen sehen.

4.1.2. Priméarkultur

Es gibt Hinweise darauf, dass Chondrozyten durch Passagieren der
Zellkulturen bei der in vitro Expansion in zunehmendem Mal3e ihre Fahigkeit
verlieren, einen qualitativ hochwertigen und stabilen Phanotyp einer artikuléaren
Gelenkknorpelzelle zu bewahren™.

Um optimale Bedingungen fir den Einsatz von Knorpelzellen bei der autologen
Chondrozytentransplantation zu erhalten und eine hochstmogliche Qualitat der
zum Einsatz kommenden Chondrozyten sicherzustellen, ist es daher von
Bedeutung auf ein Passagieren bzw. zu viele Populationsverdoppelungen der
zu expandierenden Chondrozyten zu verzichten.

Mit Rucksicht darauf wurde fir die Untersuchungen die Verwendung von

Primarkulturen bevorzugt, um eine Interpretation der Ergebnisse unter den der
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autologen Chondrozytentransplantation vergleichbaren Bedingungen zu

ermdglichen.

4.1.3. Monolayerkultur

Entzieht man den Chondrozyten die sie umgebende Matrix, wie dies bei der
zweidimensionalen Monolayer-Kultur-Technik der Fall ist, so veradndern sie
ihren Phanotyp dahingehend, dass sie morphologisch Fibroblasten ahnlich
werden. Sie nehmen ein langliches spindelférmiges Aussehen an’. Durch
diesen Prozess der Dedifferenzierung wird auch die Zusammensetzung der
synthetisierten Matrix verandert. Die Matrixproduktion wird vorwiegend auf
Kollagen vom Typ-1 und wenig Proteoglykane umgestellt®*. Die Produktion von
Kollagen-Typ-Il, das die Qualitat des hyalinen Gelenkknorpels zusammen mit
den Proteoglykanen bestimmt, wird reduziert.

Aggrecan wird zunehmend durch nicht aggregierende Proteoglykane ersetzt®".
Mit zunehmender Dedifferenzierung steigt die Syntheserate von Kathepsin L
und B, die im differenzierten Zustand sehr niedrig ist. Im Gegensatz dazu wird
die Expression von Kollagenase mit zunehmender Subkultivierung und somit
Dedifferenzierung heruntergefahren®. Die Produktion von TIMP wird hingegen
gesteigert™.

Eine weitere Eigenschaft, die isolierte Chondrozyten in der zweidimensionalen
Kultur von Chondrozyten in natlrlicher Matrix unterscheidet, ist ihre starke
mitotische Aktivitat. Die isolierten Chondrozyten erweisen sich in diesem
veranderten Milieu als auRRerst teilungsfreudig.

Die Dedifferenzierung bewirkt auch ein verandertes Ansprechen der
Chondrozyten auf Wachstumsfaktoren und Zytokine. Bei fibroblasten-ahnlichen
Zellen wirkt Interleukin-1 proliferationssteigernd, bei primaren Chondrozyten
hingegen proliferationshemmend®®. IGF-1 regt in abgeflachten, adharenten und
fibroblasten-ahnlichen Chondrozyten die DNA Synthese an. In sphérischen, den

Primarchondrozyten entsprechenden Zellen nicht®*.
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Abgesehen von einzelnen Beispielen ist jedoch noch wenig Uber die
guantitativen und qualitativen Veranderungen der Zytokinexpression bekannt,
die durch den Stress des Matrixentzugs in der Monolayerkultur hervorgerufen
werden.

Durch den Entzug des physiologischen Milieus kénnten Stressbedingungen
geschaffen werden, die denen des Entzuges von Wachstumsfaktoren oder
Zytokinen entsprechen. Den Chondrozyten kénnte mit dem Verlust ihrer Matrix
ein Medium der Kommunikation untereinander und mit dem restlichen Gelenk
genommen werden. Die normale Steuerung der Proliferation und
Differenzierung durch Wachstumsfaktoren und Zytokine kénnte aufRer Kontrolle
geraten. Die Mitose hemmenden und Differenzierung fordernden Faktoren
scheinen keine Moglichkeit zu finden, ihre Wirkung zu entfalten. Die
Ubertragungswege fur die Austibung ihrer Kontrollfunktion scheinen ihnen
abhanden gekommen zu sein.

Der Matrix-Entzug konnte zu d&hnlichen Auswirkungen fuhren wie die
Stressaktivierung durch Entzug von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren.
Jingste Untersuchungen von stressaktivierten differenzierenden osteogenen
und fibrogenen Zellen konnten diese als Produktionsstatten von TGF-3 und
BMP identifizieren. Diese Faktoren spielen eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen des Bindegewebes®® .
Die Einzelheiten, die diese Veradnderung der isolierten Chondrozyten in ihrem
Phéanotyp, ihrer Matrixproduktion und ihrer Mitogenitéat bewirken, sind bis heute
nicht geklart. Hier liegt moglicherweise ein Schlissel zum Verstandnis der
Chondrogenese, der die Therapie von Gelenkknorpeldefekten entscheidend

beeinflussen kdnnte.

4.1.4. Kultur in Alginatbeads
Der Vorteil der Kultur von Chondrozyten in diesem dreidimensionalen System

liegt im Erhalt des chondrozytaren Phanotyps®’. Die Alginatkultur kann somit als

differenzierungsstabilisierendes System angesehen werden. Den Zellen wird
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die Mdglichkeit gegeben sich in einer raumlichen Struktur zu entfalten, eine
spharische Morphologie anzunehmen, Matrix zu produzieren und sich zu
vermehren. Im Vergleich zur Monolayerkultur ist die Proliferationsrate der Zellen
niedriger, allerdings erfahren die Zellen in Monolayerkultur bei fortwahrender
Kultur und Passagierung eine Dedifferenzierung. Fur die erfolgreiche
Anwendung der autologen Chondrozytentransplantation besteht nach dem
derzeitigen Kenntnisstand eine wesentliche Aufgabe darin, eine ausreichende
Zahl von Zellen mit weitgehend erhaltenem Panotyp anzuziichten.

Eine Mdglichkeit zur Losung dieser Aufgabe besteht darin, sich die Vorteile
beider Kultursysteme zu Nutze zu machen und diese zu kombinieren. Dies wird
durch die Tatsache ermoglicht, dass die dedifferenzierten Chondrozyten in
Monolayerkultur die Fahigkeit besitzen, in dreidimensionalen Kultursystemen
wie einem Alginat eine Redifferenzierung zu vollziehen™.

Alginat ist ein lineares Copolymer, das aus Braunalgen gewonnen wird. Es
besteht aus a-L-Guluron- und D-Mannuronsaure, welche durch eine o-1,4
glykosidische Bindung verbunden werden. In Anwesenheit von divalenten
Kationen wie zum Beispiel Kalzium vollzieht das Polymer eine sofortige
ionotrophe Gelierung. Dadurch ist eine homogene Zellverteilung im
entstandenen Gel moglich.

Ein weiterer Vorteil dieses Gels fir seine Verwendung fur Zellkulturen liegt in
der verhaltnisméRig einfachen Auflésung der Gelstruktur in die monomeren
Untereinheiten durch chelatierende Faktoren wie beispielsweise Zitrat oder
EDTA. Durch Zentrifugation kbnnen die Zellen dann relativ einfach aus dem
aufgeldsten Alginat wiedergewonnen werden fir zell- und molekularbiologische
Analysen.

Wie bereits bekannt ist und mit den vorliegenden Untersuchungen bestatigt
werden konnte, bilden Chondrozyten im Alginatgel ihre in vivo typische
spharische Zellmorphologie aus. Eine Phanotyp stabilisierende Wirkung auf
Chondrozyten konnte somit, wie Dbereits fur chondrogene Zellen
unterschiedlicher Herkunft nachgewiesen wurde, bestatigt werden. Darlber
hinaus Ubt Alginat eine redifferenzierende Wirkung auf zuvor dedifferenzierte

Chondrozyten aus. Dies ist wahrscheinlich durch die strukturelle Ahnlichkeit
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(speziell der Ladungsdichte) des Alginatgels mit knorpeltypischen
Proteoglykanen zu erklaren.

Humane Knorpelzellen adulter Spender synthetisieren im Alginat eine
extrazellulare Matrix, die der Zusammensetzung der nativen Knorpelmatrix sehr
nahe kommt.

Die hohe Kalziumkonzentration beim Gelierungsvorgang und die Diffusion von
Nahrstoffen in die dichte pordse Struktur des Alginatgels kdnnten allerdings
einen hemmenden Einfluss auf den Metabolismus der kultivierten Zellen haben.
Insgesamt kann jedoch davon ausgegangen werden, dass ein Alginatgel gute
Bedingungen fir in vitro Untersuchungen von Chondrozyten Dbietet.
Insbesondere die Aufrechterhaltung der Zellmorphologie und der
knorpeltypischen Matrixsynthese ist vorteilhaft. Die Herstellung von
perizellularer Matrix, wie sie in Alginatgel beobachtet wird, konnte ebenfalls zu
einer erh6hten mechanischen Belastbarkeit von Implantaten fihren. Dies wurde
fur Chondrozyten, die in Agarosekulturen gehalten wurden bereits
nachgewiesen®®,

Trotz ihrer ausgezeichneten in vitro Eigenschaften sind die Ergebnisse von
Alginat als Biomaterial fur die biologische Knorpelrekonstruktion in vivo bisher
enttauschend. Es besitzt wenig geeignete Resorptionseigenschaften und hat in
Tierexperimenten zur biologischen Rekonstruktion artikularer Knorpelschaden
erhebliche Immun- und Fremdkorperreaktionen verursacht®. Es wurde daher
noch nie als Tragermaterial fir die Transplantation chondrogener Zellen beim
Menschen verwendet.

Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften wird Alginat in vitro oft als
Biomaterial fur die Erforschung regulativer Signalmechanismen der

Chondrogenese oder auch der Arthroseentstehung verwendet.

4.1.5. RNA Extraktion

Zur RNA Extraktion wurde das RNEasy-Kit der Firma Qiagen verwendet. Ein
spezifisches Puffersystem bestehend aus hochkonzentrierten Salzpufffern
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ermdglicht die Fixierung von bis zu 100ug RNA pro Durchgang an eine
Silikatgel-Membran.

Vor der Extraktion miussen die Proben lysiert und homogenisiert werden. Hierzu
wird ein stark denaturierender Puffer (RLT) mit Guanidium Isothiocynat (GITC)
als Wirkstoff eingesetzt. Dieser GITC-Puffer bewirkt eine sofortige und effektive
Inaktivierung von RNase und ermoéglicht somit die Gewinnung einer intakten
RNA. AnschlieBend wird Ethanol hinzugefugt, um eine suffiziente Anbindung
der RNA an der Gelmembran zu gewéhrleisten. Das Gemisch wird in eine dafur
vorgesehene Zentrifugatiossaule aufgetragen und dann zentrifugiert. Es
schlie3t sich ein Waschvorgang mit erneuter Zenrifugation an und letztlich wird
die RNA von der Membran durch RNAse freies Wasser losgeldst. Die
gewonnene RNA-L6sung wird in einem Eppendorf Cup aufgefangen.

Eine Voraussetzung fir die erfolgreiche Extraktion ist die vorausgehende
Lysierung und Homogenisierung der Proben, da es sich bei RNA um
intrazellulares Material handelt. Zur Lysierung und Spaltung der Zellmembran
wurde der GITC-entaltende RLT Puffer eingesetzt. Dieser Schritt ist wichtig um
alle intrazellulare RNA durch Auflosung der Zellmembran zu erhalten. Die
Homogenisierung reduziert die erhohte Viskositét, die durch die Lysierung der
Zellen entstanden ist. Die Homogenisierung wurde durch wiederholtes
Aspirieren des Zelllysates durch eine 25er Nadel erreicht.

Der Hauptvorteil dieser Extraktionsmethode ist, dass sie &uf3erst zilgig im
Vergleich zu anderen Techniken vollzogen werden kann. Die Einarbeitung in
die Technik ist schnell, und durch ihre Einfachheit bietet sie wenig
Fehlermdoglichkeiten. Die isolierte RNA kann aulRerdem umgehend der cDNA
Synthese zugefuhrt werden.

Das immer bestehende Kontaminationsrisiko mit dem RNA spaltendem Enzym
RNAse, lasst sich mit dieser Methode zwar verringern, ist jedoch nicht vollig
auszuschalten. Diesem Risiko wurde durch Verwendung spezieller Arbeitsmittel
begegnet. So kam bei der Extraktion und der anschlieRenden cDNA-Synthese
ein separater RNAse-freier Pipettensatz zum Einsatz. Weiterhin wurden sterile
GefalRe, RNAse-freie Chemikalien und sterile Pipetten verwendet. Latex-

Handschuhe wurden wéhrend aller Arbeitsschritte getragen. Sterilitdt muss bei
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der RNA- Extraktion, der cDNA-Synthese und der PCR nicht eingehalten
werden.

Aquivalente Mengen zur cDNA Synthese wurden durch konstante, mittels
voriger Zahlung nachgewiesener Zellzahlen, erreicht. Dadurch waren die

Ergebnisse der anschlieenden PCR untereinander vergleichbar.

4.1.6. Synthese der cDNA

An die Extraktion der RNA wurde umgehend die reverse Transkription
angeschlossen. Eine Kryokonservierung der RNA wurde vermieden, um das
Risiko einer Ausfallung der RNA Sequenzen durch Einfrieren und Auftauen
auszuschliel3en.

Zur reversen Transkription der Proben wurde immer der gleiche Kit eines
Herstellers eingesetzt. Dieser Kit unterliegt zur Gewabhrleistung eines gleich
bleibenden Qualitatsstandards einer strengen Kontrolle durch den Hersteller.
Zum Zeitpunkt der reversen Transkription werden stets dieselben
Reagenzienmischungen fur die jeweiligen Proben eines Patienten verwendet.
Die cDNA Synthese wurde in einem PCR-Block durchgefiihrt, der konstante
Temperaturbedingungen gewahrleistete.

Identische Bedingungen fir die reverse Transkription wurden somit

sichergestellt.

4.1.7. Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die gewonnene cDNA wurde anhand der Polymerasenkettenreaktion auf die
Expression verschiedener Gene untersucht. Als Ausgangsmaterial fir die cDNA
diente mRNA.

Die  Problematik der Interpretation des von uns untersuchten
Expressionsverhaltens spezifischer Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
von Chondrozyten unter verschiedenen Zellkultivierungsverfahren liegt in den

Beschrankungen der verwendeten Untersuchungsmethode.
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Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) mit von kultivierten Zellen gewonnener
MRNA, die durch reverse Transkription in cONA umgeschrieben wurde, und mit
spezifischen Primern fur die zu untersuchenden Faktoren, erlaubt lediglich eine
Momentaufnahme der Produktion des eigentlichen Endproduktes der
Genexpression, dem Wachstumsfaktor als Protein. Es kann nur eine Aussage
Uber die Expression der mRNA getroffen werden. Aussagen uber die
tatsdchliche mRNA Menge des zu untersuchenden Genes im Vergleich zu
internen und externen Standards sind auch nicht mdglich, da in den
vorliegenden Untersuchungen ausschliel3lich die Methode der Endpunkt-PCR
verwendet wurde. Die eigentliche Produktion des Proteins kann damit nicht
beurteilt werden.

Weiterhin bietet die Amplifikation der Gensequenz bei der RT-PCR zahlreiche
Variationsmdoglichkeiten bezuglich der Starke der Amplifikation. Um die
Variationsbreite einzuschranken, wurden standardisierte Mengen an cDNA
eingesetzt. Ein in Vorversuchen optimiertes Protokoll zur Herstellung des PCR
Reagenzienmixes wurde als Standard fur alle Versuche angewendet. Um
Anhaltspunkte Uber die Amplifikationsstarke zu erhalten, wurde das
.housekeeping” Gen B-Aktin als interner Standard bei jedem Versuch parallel
amplifiziert. Dieses Gen eignet sich als interner Standard, da es ubiquitar in
humanen Zellen vorkommt und nahezu keiner Regulation seiner Expression
unterliegt.

Spezifische Primer fur die untersuchten Sequenzen wurden in Vorversuchen
auf die optimalen Annealing Temperaturen untersucht. Hinsichtlich der Anzahl
der Amplifikationswiederholungen wurde zur Optimierung der Ergebnisse
darauf geachtet, dass sich die Amplifikationskurven noch in der exponentiellen
Phase befanden. Die Plateauphase, die sich bei Sattigung einzelner
Reaktionspartner ergibt und keine verlasslichen Aussagen beziglich
vorhandener Unterschiede der Expression zulasst, wurde somit vermieden. Die
Funktionsfahigkeit und Spezifitat der Primer wurde, wo moglich, mit
Positivkontrolllen, ansonsten durch visuelle Kontrolle der Basenpaarlange der

Amplifikationsprodukte = mittels  Gelelektrophorese  sichergestellt.  Zur
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Feststellung der Reinheit der Reagenzienmischungen und zur Kontrolle auf
etwaige Kontaminationen wurden stets Negativkontrollen mitamplifiziert.

Der verwendete PCR-Block gewéhrleistete konstante Temperaturbedingungen,
konstante Langen der einzelnen Schritte der Polymerasekettenreaktion und
konstante Zyklenzahl fur die spezifischen Primer.

Die RT-PCR Methode kann aufgrund der oben aufgeflihrten Grinde nur als
Screeningmethode angesehen werden, hat sich jedoch als solche, bei
Beachtung einer weitgehenden Standardisierung der einzelnen Teilaspekte, als
relativ aussagekraftig und zuverlassig bewahrt.

Die Feststellung einer Expression von Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren auf mRNA-Ebene lasst keinen Rickschluss zu auf
eine eventuell stattfindende posttranslationale Modifikation oder auf die
vielfaltigen Interaktionen mit den diversen Rezeptoren der Zielzellen fur diese
Faktoren. Die Komplexitat der intrazellularen Signaltransduktion hat einen
wesentlichen  Einfluss auf die  Effekte der Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren. Dies kann jedoch mit der verwendeten Methodik
ebenfalls nicht erfasst werden.

Um eine vollstandige Beurteilung des Einflusses der verschiedenen
Kultivierungsverfahren —auf die  Produktion von  Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren zu ermobglichen, bedarf es einer quantitativen
Untersuchung aller Regulations- und Produktionsschritte dieser Faktoren. Dies
muss als Grundlage angesehen werden fur das Verstandnis des Einflusses
dieser Faktoren auf die Biosynthese von extrazellularer Matrix, den
Metabolismus und das Wachstum von artikularem Knorpelgewebe.

4.1.8. Gelelektrophorese

Das Prinzip der Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid (EtBr) besteht darin,

dass dieser Markierungsstoff an die DNA-Molekule bindet und bei Bestrahlung

mit ultraviolettem Licht fluoresziert. PCR-Produkte lassen sich damit

visualisieren und die Intensitat der einzelnen Banden lasst bei standardisierten
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PCR-Bedingungen eine analoge Aussage uUber das Ausmald der Transkription
der untersuchten Faktoren zu. Die Intensitat der spezifischen Banden dient als
Indikator fur die Regulation der Genexpression und ermoglicht die Darstellung
qualitativer und semiquantitativer Unterschiede. Die Position der einzelnen
Banden wird in Relation zu einem mit aufgetragenen Eichmarker gesetzt und
lasst eine Bestimmung der Basenpaarlangen zu. Die Spezifitat der dargestellten
Signalbanden ist somit gewahrleistet.

Ein Gesundheitsrisiko dieser Technik ist die mutagene Eigenschaft von EtBr.
Da dieser Stoff durch Latex diffundiert wurden beim Umgang mit ihm spezielle
Handschuhe aus EtBr undurchlassigem Nitril verwendet.

Die nach der Elektrophorese im Gel visualisierten PCR-Produkte wurden zur
Dokumentation digital mit einer Videokamera und angeschlossenem Computer

mit spezieller anwendungsbezogener Software gespeichert.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Der therapeutischen Herausforderung der Regeneration von
Gelenkknorpeldefekten wird in zunehmendem MalRe durch die Transplantation
von in vitro kultivierten chondrogenen Zellen begegnet. Um dieses Verfahren zu
optimieren, bedarf es eines umfassenden Verstandnisses der Biologie des
Gelenkknorpels auf zell- und molekularbiologischer Ebene. Der Vorgang der
Differenzierung der chondrogenen Vorlauferzelle und durch welche Faktoren er
beeinflusst wird, hat hierbei einen hohen Stellenwert. Der Bedeutung, der mito-
und morphogenen Zytokine hinsichtlich Proliferation und Differenzierung gilt
hier das Hauptaugenmerk.

Experimentelle Untersuchungen zur Chondrozytendifferenzierung konnten
zeigen, dass die embryonale Chondrogenese durch eine abgestimmte Abfolge
von Einflissen von Genen und l6slichen Signalstoffen gesteuert wird™.
Dieselben Vorgange kdnnten bei Knorpelwachstum und Regeneration auch im

spateren Leben stattfinden.



Die Chondrogenese héngt aufRerdem stark von dem die Chondrozyten
umgebenden Milieu ab. In ihrer natirlichen Umgebung stehen sie in engem
symbiotischen Wechselspiel mit der sie umgebenden extrazellularen Matrix.

Die Steuerung der Proliferations- und Differenzierungsvorgange wird in diesem
Medium geregelt. Aber auch die Signale an die Chondrozyten zur
Aufrechterhaltung der Matrixproduktion selbst werden hier an die sonst
isolierten Zellen Ubertragen.

Der Zweck unserer Analysen war es deshalb, die Biologie reifer Chondrozyten
in Abhangigkeit unterschiedlicher Kultivierungsverfahren zu untersuchen.

Als Untersuchungsmethoden dienten uns Histologie, Immunhistologie und
Genexpression verschiedener Markergene deduziert durch deren qualitative
und quantitative mRNA-Messung.

Die Untersuchung der Expression der Markergene der Matrixproteine Kollagen-
Typ-1 und -l zeigte signifikante patientenabhangige Unterschiede bei frisch
isolierten Chondrozyten ohne vorherige Zellkultur. Die zugrunde liegende
Qualitat des Knorpelgewebes im Hinblick auf das Differenzierungsstadium der
Chondrozyten ist von entscheidender Bedeutung fur die Fahigkeit der Zellen in
vivo wieder zum chondrogenen Phanotyp zu redifferenzieren. Die quantitative
Expression von knorpelspezifischen Proteinen oder Markergenen Kkorreliert
nach dem derzeitigen Wissensstand mit der Fahigkeit der Zellen zur
Redifferenzierung™ “° **. Zur Bestimmung der quantitativen Expression eignet
sich die quantitative Analyse knorpelspezifischer Messenger-RNA, wie die
Alpha-1-Kette des Kollagen-Typ-Il und dessen Bezug zum Spiegel der mRNA
der Alpha-2-Kette von Kollagen-Typ-I°2. Hierbei sollte idealerweise auf mRNA-
Ebene ein deutlicher Uberschuss von Kollagen-Typ-II nachweisbar sein®.

Vor dem Hintergrund des therapeutischen Einsatzes der expandierten
Chondrozyten koénnte die Qualitdt der Zellen im Hinblick auf ihr
Differenzierungsstadium somit einen pradiktiven Wert tUber den Erfolg einer
autologen Chondrozytentransplantation darstellen. Wenn man also annimmt,
dass die zugrunde liegende Qualitat des Kartilagindren Phanotyps, einen
Einfluss auf die Qualitat des kultivierten Zellmaterials und dessen
Redifferenzierungspotenzial hat, konnte dies auch die variablen klinischen
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Ergebnisse dieses Verfahrens erklaren. Anzustreben ist die Verwendung
maglichst hoher Zellzahlen bei hoher Zellvitalitat und einer maximalen Fahigkeit
zur Synthese knorpeltypischer mRNA.

Es ist bereits bekannt, dass die Kultivierung von Chondrozyten in
Monolayerkultur zur Dedifferenzierung des Phanotyps fuhrt. Unsere
Untersuchungsergebnisse bestéatigten, dass in zweidimensionaler
Monolayerkultur bei zunehmender Kultivierungsdauer und Passagenzahl
histomorphologisch  eine  deutliche Dedifferenzierung stattfindet. Die
Chondrozyten wandelten ihre differenzierte spharische Morphologie zu einer
dedifferenzierten, fibroblasten-ahnlichen Erscheinungsgestalt. Zusatzlich fand
eine deutliche Proliferation statt. Hingegen bewahrten die Chondrozyten in einer
dreidimensionalen, Alginatkultur ihre typisch spharische Form.

Als qualitativer Marker fir einen differenzierten Phanotyp ist das Matrixprotein
Kollagen-Typ-Il akzeptiert. Quantitative Untersuchungen konnten bestétigen,
dass die mRNA Expression der Alpha-1-Kette des Kollagen-Typ-Il in
Monolayerkultur reduziert wird. Die damit einhergehende Zunahme der
Expression von der mRNA der Alpha-2-Kette von Kollagen-Typ-l bestétigt
ebenfalls den bereits bekannten Prozess beginnender Dedifferenzierung der
Chondrozyten in 2D-Kultur in vitro.

In der Alginatkultur hingegen konnte quantitativ wiederum eine signifikant
hohere Expression der Alpha-1-Kette des Kollagen-Typ-Il nachgewiesen
werden.

Die Immunfluoreszenzfarbung bestétigte die  Dedifferenzierung der
Chondrozyten in Monolayerkultur in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer.
Kollagen-Typ-Il konnte in der perizellularen Matrix immunhistologisch nicht
mehr nachgewiesen werden.

In der Alginatkultur hingegen konnte eine deutliche Anfarbung der perizellularen
Matrix fur Kollagen-Typ-1l nachgewiesen werden.

Die Expressionsanalyse mittels RT-PCR der untersuchten Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren TGF-g1-3, BMP-2 und -4, GDF-5, CTGF, IGF-I und -l
und MMP-3 konnte bei den vorliegenden Untersuchungsbedingungen keine
deutlich erkennbaren Unterschiede zwischen Monolayer- und Alginatkultur
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aufzeigen. IGF-Il konnte bei keinem von beiden Kultivierungsverfahren
nachgewiesen werden. Es konnte daher sein, dass es nicht zum
Expressionsmuster einer differenzierten Knorpelzelle gehart.

Exemplarische quantitative Expressionsanalysen von BMP-2 und GDF-5
konnten jeweils gegenlaufige Expressionsmuster dieser Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren nachweisen.

In der Alginatkultur wurde im Vergleich zur Monolayerkultur BMP-2 signifikant
hoher exprimiert. Im Zusammenhang mit den bereits dargelegten Ergebnissen
der histologischen, immunhistologischen Untersuchungen und der quantitativen
Expressionsanalysen von Kollagen-Typ-1l deutet dies auf eine spezifische
Expression bei differenzierten Chondrozyten hin.

Die quantitative Expressionsanalyse von GDF-5 zeigte hingegen eine
signifikant hohere  Expression in der Monolayerkultur. Bei der
Skelettentwicklung ist GDF-5 vor allem fur das frihkartilaginare
Entwicklungsstadium von besonderem Stellenwert®!. Eine erhdhte Expression
in der Monolayerkultur bei ph&notypisch und expressionsanalytisch
einsetzender Dedifferenzierung kdénnte unter unseren Bedingungen somit auf
eine ,Regression* der Chondrozyten auf ein friheres Stadium der
Differenzierung bei der Skelettentwicklung hindeuten.

Beide Faktoren, BMP-2 und GDF-5, konnen jeweils spezifisch als
Differenzierungs- bzw. Dedifferenzierungsmarker zur Beurteilung der
Chondrozyten verwendet werden.

Als Ergebnis dieser Beobachtungen kann festgestellt werden, dass GDF-5 und
BMP-2 ebenso wie Kollagen-Typ-Il als Qualitatsmerkmal zur Feststellung des
Differenzierungsstadiums und daher auch zur biologischen Gite von kultivierten
Chondrozyten verwendet werden konnen. Dies hat einen besonderen
Stellenwert zur Festlegung von Qualitatsrichtlinien beim therapeutischen
Einsatz im Rahmen der autologen Chondrozytenimplantation.

Aus der Gesamtheit unserer sich ergdnzenden Untersuchungsergebnisse lasst

sich die biologische Wichtigkeit einer moglichst physiologischen, das heif3t

dreidimensionalen Matrix (z.B. in Form der Alginatkultur), untermauern.
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Eine solche gewahrt am ehesten die Bereitstellung differenzierter Chondrozyten
mit der Fahigkeit, Matrix zu bilden und im therapeutischen Einsatz als autologe
Chondrozytentransplantation ein biologisch hochwertiges Ersatzgewebe mit
vergleichbaren Eigenschaften wie natives Knorpelgewebe herzustellen.

Daraus ergibt sich die berechtigte Forderung, bei der Chondrozytenkultivierung
vorziglich oder ausschlieBlich dreidimensionale Kultivierungsverfahren zu

verwenden.

2.  Zusammenfassung

Es konnte die bereits bekannte, einsetzende Dedifferenzierung der
Chondrozyten in Monolayerkultur anhand histologischer, immunhistologischer
und expressionsanalytischer Methoden bestatigt werden.

Ebenso konnte phanotypisch und expressionsanalytisch der Erhalt des
differenzierten Chondrozyten in der dreidimensionalen Kultur in Alginat
nachgewiesen werden.

Die quantitative Expressionsanalyse frisch isolierter, nicht in Zellkultur
ausgebrachter, Chondrozyten zeigte signifikante patientenabhangige
Differenzen im Hinblick auf die Expression des Matrixproteins Kollagen-Typ-II.
Dies kann einen wichtigen Hinweis auf die zugrunde liegende Qualitat des
Biopsiematerials geben. Die Zellqualitdt konnte einen erheblichen Einfluss auf
die therapeutischen Erfolgsaussichten bei der autologen
Chondrozytentransplantation haben.

Unter den vorliegenden Untersuchungsbedingungen konnten
Expressionsanalysen keine mRNA Differenzen bei den untersuchten
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren TGF-f1-3, BMP-2 und -4, IGF-1 und -
I, MMP-3, GDF-5 und CTGF zeigen.

Quantitative Expressionsanalysen von BMP-2 und GDF-5 zeigten signifikante
Unterschiede. BMP-2 kénnte als Differenzierungsmarker und GDF-5 als

Dedifferenzierungsmarker verwendet werden.
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Insbesondere fur den therapeutischen Einsatz bei der autologen
Chondrozytentransplantation scheint eine Standortbestimmung bezlglich der
Qualitdt des vorhandenen Zellmaterials von Bedeutung, da dies durchaus
prognostischen Charakter fir den therapeutischen Erfolg haben konnte. Eine
derartige Qualitdtsanalyse koénnte nach den hier vorliegenden Ergebnissen
neben phanotypischer Analyse eben auch die quantitative Expressionsanalyse

von Kollagen-Typ-1l, BMP-2 und GDF-5 umfassen.
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