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Abkürzungsverzeichnis

Aqua dest. Dest il iertes Wasser
AS Aminosäure
ATP, CTP, GTP, TTP Adenosintriphosphat,Cytosintri-

phosphat, Guanidintriphosphat,
Thymidintriphosphat

bp Basenpaare
Bq Bequerel
cDNA copy DNA
Ci Curie, 1 Ci = 3,7 x 1010 Bq
Cl Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
DMEM Dulbecco´s Modifikation von 

Eagle´s Medium
DNA Desoxyribonukleinsäure
ECM Extracel lular Matrix
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGF Endothelial Growth Factor
ELISA Enzyme linked immunosorbent 

assay
EtBr Ethidiumbromid
FCS Fetales Kälberserum
FGF Fibroblast Growth Factor
GLB Gel loading buffer 

(Auftragspuffer)
h Stunde
IFN Interferon
IL Interleukin
l Liter
M Mol
m Mill i
mA Mill iampere
MG Molekulargewicht
MMLV Moloney Murine Leukemia Virus
MMP Matrixmetalloproteinase
µCi 10- 6 Ci, 1µCi = 37000 Bq
µ Mikro
min Minuten
n nano
OD Optische Dichte
PBS phosphatgepufferte Salzlösung

(phosphate buffered sal ine)
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
RFLP Restrikt ionsfragment
Rnase Ribonuklease
RNA, mRNA, cRNA, rRNA Ribonukleinsäure
SDS Natriumdodecylsulfat
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TGF Transforming Growth Factor
TIMP Tissue Inhibitor of Metal lo-

proteinases
TNF Tumor Nekrosis Faktor
Tris Tri-(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA transfer RNA
U Einheit (unit)
Vol Volumen

Aminosäuren und ihre Abkürzungen

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsäure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsäure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Lys L
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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1. Einleitung:

Alle Zellen in einem Gewebeverband stehen in Kontakt mit einem
komplexen Gerüst von sezernierten Makromolekülen, das man die
extrazelluläre Matrix nennt. Diese Matrix (ECM) hält die Zellen und das
Gewebe zusammen und ermöglicht durch ein gut strukturiertes
Netzwerk die Interaktion der Zellen  untereinander (1).  Dadurch spielt
sie eine wesentl iche Rolle bei der Form, Funktion, Entwicklung,
Migration und Proliferat ion der einzelnen Gewebe (2,3).
Die extrazelluläre Matrix unterliegt einem konstanten Auf- und Abbau.
Die exakte Regulat ion dieses Umbaus ist die Voraussetzung für den
physiologischen Ablauf der verschiedenen Funktionen der ECM (4,5).
Kommt es zu einer Schädigung des Gewebes, verfügt die  ECM über
verschiedene Möglichkeiten der Regenerat ion (6). Die Fähigkeit der
ECM einmal entstandene Schäden zu reparieren ist in den einzelnen
Geweben sehr unterschiedl ich (7,8,9). Ein Gewebe mit einer
ausgesprochen geringen Regenerat ionsfähigkeit ist das Knorpelgewebe
(10,11). Diese Arbeit konzentriert sich auf die Abbauvorgänge der ECM
und die sie beeinflussenden Prozesse im Knorpelgewebe.

Gegenwärtig sind fünf verschiedene Stoffwechselwege  bekannt, die
zum Abbau der ECM führen(12):

1. der durch Matrixmetal loproteinasen (MMP),
2. der durch Plasmin (PLN),
3. der durch polymorphkernige (PMN) Leukozyten

(Serinproteinasen),
4. der durch Phagozytose (lysosomales Kathepsin)
5. der durch Cysteinproteinasen

Die Abbau der ECM durch Matrixmetal loproteinasen (MMP) im
Knorpelgewebe und die diesem Abbau vorausgehenden
Aktivierungsvorgänge sollen in dieser  Arbeit untersucht werden.
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1.1 Die Matrixmetalloproteinasen

Es herrscht Übereinstimmung, daß  chondrozytäre Matrix-
metalloproteinasen (MMP) eine Hauptrolle im Mechanismus des
Knorpelabbaus bei chronisch inflammatorischen und degenerat iven
Gelenkerkrankungen spielen (13,14). Die MMPs, die auch Matrixine
genannt werden, sind   dabei wesentlich am Umsatz der ECM-
Komponenten Kol lagen, Proteoglykan,Elastin, Laminin und Fibronekt in
betei l igt (15,16,17).
Die bisher charakterisierten MMP zeichnen sich durch eine große
Ähnlichkeit  hinsichtl ich ihrer Struktur und ihrer biochemischen
Eigenschaften aus(12): alle MMP mit Ausnahme von Matrilysin (MMP-7)
bestehen aus mindestens drei charakteristischen Hauptbestandteilen:
einer Propeptidgruppe aus 77-87 Aminosäuren, einer katalytischen
Gruppe aus 162-173 Aminosäuren und einer C-terminalen Gruppe aus
202-213 Aminosäuren. Letztere hat strukturelle Ähnlichkeiten mit
Hämopexin und Vitronekt in (18). MMP-7 verfügt nur über die ersten
beiden der genannten Komponenten.

Gegenwärtig sind 17 verschiedene MMPs in Wirbeltieren
beschrieben(15):

Enzym MMP Nr. Matrixsubstrat  oder
Funktion

1. Kollagenasen
Intersti t ielle
Kollagenase

MMP-1 Kollagen-I, -II, -III, -VII und -X
Aggrecan, Gelatine

Neutrophilen-
kollagenase

MMP-8 Kollagen-I, -II  und -III,
Aggrecan, l ink protein

Kollagenase 3 MMP-13 Kollagen-I, -II, -III
Kollagenase 4 MMP-18 Kollagen-I

2. Gelatinasen
Gelatinase A MMP-2 Gelatine, Kollagen-I, -IV, -V,

-VII, -X und -XI, Fibronektin,
Aggrecan, Elastin

Gelatinase B MMP-9 Gelatine,  Aggrecan, Elastin

Stromelysine
Stromelysin 1 MMP-3 Aggrecan, Gelatine, Fibronektin,

Laminin
Stromelysin 2 MMP-10 Aggrecan, Fibronektin,

Kollagen-IV

Membrantyp  MMPs
MT1-MMP MMP-14 Kollagen-I, -II, -III,
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Fibronektin,
MT2-MMP MMP-15 unbekannt
MT3-MMP MMP-16 aktiviert proMMP-2
MT4-MMP MMP-17 unbekannt

Andere
Matrilysin MMP-7 Aggrecan, Fibronektin, Laminin,

Elastin
Stromelysin 3 MMP-11 insgesamt nur schwach:

Fibronektin, Aggrecan
Metalloelastase MMP-12 Elastin
ohne Namen MMP-19 unbekannt
Enamelysin MMP-20 unbekannt

Die MMP unterscheiden sich von anderen Metal loproteinasen durch
ganz bestimmte Eigenschaften (12,19):

1. MMP werden von den Zellen als latente Vorstufen sezerniert;
2. die inakt iven Vorstufen werden durch Proteinasen und
quecksilberhaltige Verbindungen  aktiviert;
3. MMP beinhalten eine Cysteingruppe innerhalb der gemeinsamen
Sequenz PRCG(V/N)PD(V/L)(A/G), die genau vor dem Abschnitt l iegt,
der bei der Aktivierung abgetrennt wird;
4. Ein weiteres Charakteristikum ist die zinkbindende Sequenz
HEXGHX(L/M)G(L/M)XH in der katalyt ischen Region;
5. akt ive MMP werden von „tissue-inhibitors of metalloproteinases“
(TIMP) inhibiert , mit denen sie einen Enzym-Inhibitoren-Komplex im
Verhältnis 1:1 eingehen.

In Gewebe, das sich in einem physiologischen steady-state Zustand
befindet lassen sich nur sehr geringe MMP-Aktivi täten nachweisen.
Dies trifft auch für Chondrozyten zu (20).
Erst durch verschiedene Faktoren, wie Zytokine, Hormone und
Wachstumsfaktoren werden von den Chondrozyten proMMPs ( und aus
diesen MMPs) und Serinproteinasen gebildet (15).
Die Aktivierung und die Funktionen der MMPs unterliegen durch einen
Rückkopplungsmechanismus einer engmaschigen Kontrolle durch
proMMPs sowie verschiedener Bestandteilen der extrazellulären Matrix
(15).

Neben den MMPs gibt es die Gruppe der ADAM („ a disintegrin and
metalloproteinases“), die unabhängig von den MMPs das Knorpelprotein
Aggrecan zerlegen können (21). Im Gegensatz zu den MMPs lassen
sich die Mitglieder der ADAM-Familie nicht durch TIMP inhibieren (22).
Nur aktivierte MMPs greifen die Bestandteile der Knorpelzel lmatrix
(Kollagen, Proteoglykan) an (23).  Damit kommt dem Aktivierungsprozeß
der MMPs eine entscheidende Bedeutung zu.
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Der Aktivierungsprozeß umfaßt drei verschieden Mechanismen(12):

1. schrittweise Aktivierung
2. Aktivierung auf der Zel loberf läche und
3. intrazelluläre Aktivierung.

1.1.2 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP)

Gegenwärtig sind vier verschiedene Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases (TIMP 1-4) beschrieben, die von Bindegewebszel len
sezerniert werden (13,19).  Al len gemeinsam sind:
1.) ein MG von ca. 21 kDa,
2.)  zwölf Cysteingruppen mit jeweils sechs Disulfidbrücken,
3.)  jeweils zwei verschiedene Domänen innerhalb des Moleküls.

Eine dieser Domänen dient ausschließlich der Inhibierung, die andere
kann an Progelatinasen binden und wird in ihrer Expression von TGF-β1
und Vitamin-A-Säure st imuliert.
Während TIMP-1 und TIMP-2 in der Lage sind al le aktiven MMPs zu
inhibieren, bzw. die Aktivierung von proMMPs zu blockieren (19), l iegt
TIMP-3 ausschließl ich extrazel lulär vor und spielt eine Rolle bei der
terminalen Differenzierung der Zellen(24). TIMP-4 wird eine Funkt ion
bei der Aufrechterhaltung der intrazellulären Hämostase zugeschrieben.
TIMP-1 ist im Gegensatz zu TIMP-2 durch verschiedene Zytokine in
seiner Funkt ion zu beeinflußen. Für TIMP-2 konnte dies bisher nicht
nachgewiesen werden(24,25).

1.1.3 Der Mechanismus der schrittweisen Aktivierung

Die Vorstufen der meisten MMPs können durch Proteinasen und durch
nicht-proteolytische Komponenten, wie z. B. SH- aktive Verbindungen
(APMA), denaturierende Verbindungen (Harnstoff, SDS) und durch
Hitzebehandlung akt iviert werden. Die schrittweise Akt ivierung von
proMMP-3 durch APMA wurde erstmals von Nagase und Cameron
beschrieben (26,27).
Die Aktivierung durch Proteinasen vollzieht sich in einer  schrittweisen
Abfolge: im ersten Schritt greifen die Aktivatorproteinasen die ihnen
zugängliche „bait“-Region in der Mitte des Propeptids an. Dies bewirkt
eine Konformationsänderung des Propeptids, was wiederum die
endgültige Akt ivierung durch eine zweite Proteolyse ermöglicht. Die
letzte Reaktion wird übl icherweise nicht von einer Aktivatorproteinase
katalysiert, sondern von einer MMP (28).  Einige MMPs weisen
geringfügige Unterschiede im Aktivierungsvorgang auf, grundsätzlich ist
der Ablauf jedoch der Gleiche (27,28,29).
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1.1.3.1 Die Cystein-Switch- Hypothese

Die PRCG/V/N)PD-Gruppe,  eine der typischen Sequenzen der
Matrixmetalloproteinasen , beinhaltet eine SH-Gruppe, die erst in der
Lage ist mit einem SH-Reagenz zu reagieren, nachdem  Zn2+  durch
einen Chelator entfernt worden ist. Springman (30) und van Wart (31)
vermuteten  1990 unabhängig voneinander, daß die SH-Gruppe des
Cysteins der PRCG(V/N)PD-Gruppe mit dem Zn2+ des aktiven Zentrums
des Enzyms reagiert, wodurch die Anlagerung von Wassermolekülen
verhindert wird. In diesem Zustand bleibt das inaktive Zymogen
erhalten.
Der entscheidende Schritt dieser Hypothese ist die Dissoziation der
Zn2+-Cys Verbindung, welche dem Zn2+ erlaubt mit H2O zu reagieren.
Dies ist die wesentliche Voraussetzung der Katalyse. Diese „Cystein-
switch“  Hypothese erklärt die Aktivierung der proMMPs durch
Proteinasen und nicht-proteolytische Reagenzien , einer mehrstufigen
Reaktion, die schließlich zur Aktivierung der proMMPs führt(30).

1.1.3.2 Die Zelloberflächenaktivierung von Progelatinase A
(ProMMP-2)

Progelatinase A (proMMP-2) wird vorallem durch
Quecksilberbestandtei le aktiviert und erweist sich als resistent
gegenüber der Aktivierung durch Endopeptidasen (32). MMP-1 und
MMP-7 sind in der Lage proMMP-2 zu aktivieren, jedoch nur mit einer
sehr geringen Umsatzrate (33). Eine verstärkte Aktivierung von
proMMP-2 erfolgt durch MMP-1 in Gegenwart von Heparin oder nach
Behandlung mit Concanavalin A, bzw. TGF-β  (34). Unter Zusatz von
TIMP-2, welches an das C-terminale Ende bindet, wird die proMMP-2
Aktivierung inhibiert. Sato et al. (35) klonten eine „membrane-type“
MMP (MT1-MMP) und identif izierten sie als einen Aktivator von
proMMP-2 an der Plasmamembran. Gegenwärt ig sind vier MT-MMPs
bekannt, von denen auch MT3-MMP proMMP-2 aktiviert (36,37). Im
Zuge der Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus der MT-MMPs
konnte Strongin et al. (38) zeigen, daß geringe Mengen von TIMP-2 zu
einer verstärkten proMMP-2 Aktivierung führen, wohingegen größere
Mengen zu einer Inhibit ion führen.

1.1.3.3 Intrazelluläre Aktivierungsmechanismen

Für Stromelysin 3 (MMP-11), das zehn zusätzliche Aminosäuren in
seiner Propeptidform besitzt (39), konnte lange Zeit kein Aktivator iden-
ti f iziert werden. Pei et al. zeigten 1995, daß proMMP-11(65kDa) durch
eine Golgi-assoziierte Proteinase, Furin, in eine akt ive 45 kDa Form
überführt wird und als aktives Enzym sezerniert  wird (17). Dabei wurde
zum ersten Mal gezeigt, das eine Matrixmetalloproteinase intrazellulär
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aktiviert werden kann. Nach Untersuchungen von Sato et al. dürfte
diese intrazelluläre Aktivierung auch für einige MT-MMP zutreffen (35).
Während die proMMP-Aktivierung  in vit ro vornehmlich durch
Quecksilberverbindungen von statten geht, sind in vivo in erster Linie
Proteinasen für die Aktivierung verantwortlich. Auch wenn einzelne
MMP (Stromelysin -3 und MT1-MMP) intrazellulär akt iviert werden,
unterliegen die meisten MMPs einer extrazellulären, schrit tweisen
Aktivierung (40).
Obwohl der exakte Akt ivierungsablauf der proMMPs unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen noch unklar ist,
schreibt man Plasmin  eine essent ielle Rolle in diesem Prozeß zu.
Saksela und Rifkin beschrieben, daß Bindegewebszel len, die man zur
Steigerung der MMP-Produkt ion anregen wollte,  nach Stimulation mit
IL-1, TNF-α oder TGF-β  auch vermehrt die Vorstufe des urokinase-type
plasminogen activators (pro-uPA) bilden (41,42).  Das sezernierte pro-
uPA bindet an spezifische uPA-Rezeptoren an der Zel loberfläche  von
Fibroblasten, Makrophagen und Tumorzellen. Das Rezeptor-gebundene
pro-uPA wird schnell in das aktive  uPA umgewandelt, welches
seinerseits zellgebundenes Plasminogen in Plasmin verwandelt.

Von  auf Kollagengelen kultivierten Chondrozyten ist bekannt, das sie
nach Stimulation mit IL-1 uPA, tPA und proMMPs sezernieren (43,44).
Das Kol lagengel wird jedoch nicht angegriffen. Zu dessen Abbau kommt
es erst nach Zugabe von Plasminogen in das Kulturmedium. Demnach
sollte das Plasminogen -Aktivierungssytem auch in vivo von Bedeutung
für die Akt ivierung der chondrozytären proMMP sein, wenn die
Chondrozyten mit den Komponenten des Aktivierungssystems
ausgestattet sind (Plasminogen, Plasminogenrezeptor, uPA, uPA-
Rezeptor, PAI-1).

1.2 Das Plasminogenaktivierungsystem

Das f ibrinolytische System ist der physiologische  Kontrollmechanismus
der Fibrinpolymerisation. Das zentrale Protein der fibrinolytischen
Kaskade ist Plasminogen, die Konversion von Plasminogen zu Plasmin
der entscheidende Schritt in diesem Kontrol lmechanismus (45,46).
Plasminogen wird dabei von seinen Aktivatoren tPA („t issue-type
plasmingen activator“, Gewebsplasminogenaktivator) und uPA („
urokinase-type plasminogen activator“, Urokinase) in seine aktive Form
Plasmin überführt. Während eine Inhibit ion der Plasminogenakt ivatoren
(PA) durch die spezif ischen Plasminogenakt ivator-Inhibitoren PAI-1 und
PAI-2 erfolgt, wird überschüssiges Plasmin häuptsächl ich durch α2  -
Antiplasmin inhibiert. Im Gegensatz zu tPA (47) kann uPA von einem
spezif ischen Rezeptor (uPA-Rezeptor) gebunden  und positioniert
werden (48,49).
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1.2.1 Das Plasminogen - Struktur und Funktion

Die Konzentration des Plasminogen im menschlichen Plasma liegt bei
etwa 2µM und erreicht damit die doppelte Konzentrat ion des wichtigsten
physiologischen Plasmin- Inhibitors, dem α2-Antiplasmin (50) . Das
native Molekül wird als Glu-Plasminogen bezeichnet aufgrund seines
NH2-terminalen Glutamats. Es ist ein 92 kDa schweres, einkettiges
Glykoprotein, daß aus 791 Aminosäuren besteht (51,52,53).
Plasminogen ist in sieben strukturel le Regionen aufgeteilt .  Vom
Aminoende beginnend, f indet man als erstes das sogenannte
„Präaktivations-Peptid“ ( AS 1-77),  es folgen fünf Sequenzen
homologer, ringförmig angeordneter Regionen („kringle- domain“) mit
jeweils etwa 90 AS, gefolgt von der Protease-Region (AS 562-791) mit
der katalytischen Region aus His6 0 3 , Asp6 4 6  und Ser7 4 1 . Die „kringle“-
Region enthält Lysin- und Aminohexyl-Bindungsstellen, die eine
entscheidende Rolle, bei der Erkennung des Fibrins, der Zelloberfläche
und des α2-Antiplasmins einnehmen (54,55). Durch Spaltung einer
einzigen Arg5 6 1-Val5 6 2 Peptid-Brücke, die zwischen dem „kringle“ Nr. 5
und der Protease-Region liegt, wird Plasminogen in  die Serinprotease
Plasmin überführt. Während der Akt ivierung des Plasminogens ist
Plasmin in der Lage die Freisetzung des Präaktivationspeptids aus Glu-
Plasminogen zu katalysieren, wodurch ein degradiertes Plasminogen
mit Amino-ständigem Lysin, Val in oder Methionin entsteht (56). Es wird
daher al lgemein auch als Lys-Plasminogen bezeichnet, aufgrund des
erwähnten Amino-ständigen Lysins. Lys-Plasminogen wiederum läßt
sich einfacher zu Plasmin aktivieren als Glu-Plasminogen (57,58,59).
Das Plasminogenakt ivierungssytem nimmt im Knorpelstoffwechsel
verschiedene Funktionen wahr. Dazu gehören unter anderem die
proteolytische Aktivierung von Prokol lagenase und latenter
Wachstumsfaktoren, wie z. B. TGFβ  und IGF (60,61).

Alpha-2-Antiplasmin l iegt im Plasma in einer Konzentrat ion von 1µM
vor. Das Glykoprotein (MG: 70 kD) besteht aus 435 Aminosäuren mit
zwei Disulfidbrücken und blockiert die Proteaseakt ivität des Plasmins
durch Bildung eines stöchiometrischen 1:1- Komplexes (62).

1.2.2 Die Plasminogenaktivatoren

Der t issue-type Plasminogenaktivator (t-PA) ist ein 72 kDa schwere
Serin-Proteinase, die in ihrer ursprüngl ichen Form aus einer einzelnen
Polypeptidkette besteht (63).  t-PA wird von Plasmin  durch Hydrolyse
der Arg2 7 5-I le2 7 6 Pept idbrücke in eine zweikett ige Form konvert iert,
wobei beide Ketten über eine Disulfidbrücke zusammengehalten
werden. Beide Formen können Plasminogen mit gleicher Effizienz
aktivieren. Das t-PA -Molekül gliedert sich in fünf verschiedene
Regionen, die sich auch in der Genstruktur widerspiegeln (63,64):

a. eine Finger-förmige Region (AS 4-50)
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b. eine Wachstumsfaktoregion (AS 50-87), und
c. zwei Kringle-Regionen (AS 87-176 und AS 176-262).

Der Abschnitt, der aus den AS 276-527 besteht, repräsentiert  den
Serinproteinasen-Antei l mit dem katalyt ischen Zentrum aus 3 2 2His,
3 7 1Asp und 47 8Ser (65).  Die erwähnten Abschnitte ermöglichen dem t-PA
verschiedene Funktionen zu erfüllen, wie z. B. die Bindung an Fibrin,
die Fibrin-spezifische Plasminogenaktivierung, seine schnelle
Clearance in vivo und die Bindung an Chondrozyten, wobei letzteres bis
jetzt nur in vi tro gezeigt werden konnte(50,66).

Der zweite Plasminogenaktivator ist der einkettige (single-chain)
urokinase-type Plasminogenaktivator (scu-PA), ein 54 kDa schweres
Glykoprotein, bestehend aus 411 Aminosäuren (67,68,69).  Die
Plasmakonzentrat ion beträgt ca. 2 ng ml− 1 . Durch  proteolytische
Spaltung der Lys1 58-I le1 5 9 Peptidbindung wird das Molekül in die
zweikett ige Form (two-chain, tcu-PA) überführt. uPA zeigt im Gegensatz
zu tPA keine ausgesprochene Fibrinspezif ität und aktiviert  sowohl
fibringebundenes als auch zirkulierendes Plasminogen. Die einkettige
Form scu-PA (single-chain uPA,) besteht aus 411 Aminosäuren mit
einem MG von 54 kDa (70). Im Gegensatz zu tPA zeigt es eine
ausgeprägte proteolyt ische Aktivi tät erst nachdem es in die zweikett ige
Form überführt  wird. Dies kann u. a. durch Plasmin oder Kall ikrein
geschehen (71). Die Domänenstruktur des Moleküls zeigt nach dem
Signalpeptid eine Region (AS 9-45), die der des epidermalen
Wachstumsfaktor homolog ist. Die epidermale Wachstumsfaktorregion
ist verantwortl ich für die Bindung der einkettigen u-PA an die
Rezeptoren einer Vielzahl von Zellen (72,73), insbesondere auch an die
Rezeptoren der Chondrozyten (74).
Im Unterschied zu t-PA fehlt die Fingerregion und es ist nur eine
Proteinasedomäne  (AS 45-134) vorhanden. Das katalytische Zentrum
liegt in der Proteinasendomäne (AS 159-411) und besteht aus den
Aminosäuren His204, Asp255 und Ser356 (75,76).

1.2.3 Der uPA-Rezeptor (uPAR)

Der einkett ige u-PA-Rezeptor(68,77,78) ist ein Glykoprotein (Mr:ca.60
kD) aus 313 Aminosäuren und wird mit einem aminoterminalen
Glykolipid-Anker in der Zellmembran verankert. Mit hoher Affinität
werden scu-PA und tcu-PA vom u-PAR gebunden. Die gleichzeitige
Bindung bis jetzt nicht identif izierter Regionen von Plasminogen und
scu-PA an den Rezeptor beschleunigen die Bildung von Plasmin
(79,80). Sowohl PAI-1 als auch PAI-2 können an rezeptorgebundenen
tcu-PA binden, wobei der Komplex nach der Bindung internalis iert wird.
Der u-PAR ist nicht gleichmäßig auf der Zelloberfläche vertei lt, sondern
an bestimmten Stellen, besonders bei Zellkontakten , konzentriert(55).
Damit kommt dem u-PAR eine wicht ige Rolle bei der Lokal isierung und
Modulation der Plasminogenaktivierung auf der Zelloberfläche zu(68).
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1.2.4 Die Plasminogenaktivator-Inhibitoren

PAI-1 (50,81,82) ist ein einkettiges Glykoprotein (Mr:52 kD) aus 379
Aminosäuren und gehört zur Familie der Serinproteinasen-Inhibitoren
(Serpine), wobei die reaktive Stelle aus den Aminosäuren Arg346-Met347

besteht. Im Plasma inhibiert PAI-1 beide t-PA-Formen und tcu-PA
äußerst effizient, nicht aber scuPA. Die PAI-1 Aktivität wird durch
Bindung an Fibrin und Vitronektin stabil is iert, durch  TGF-β  stimuliert
und durch TNF-α inhibiert (83,84,85).

PAI-2 besteht aus 415 Aminosäuren und stel lt ein Glykoprotein (Mr:ca.
60 kD) aus der Familie der Serpine, mit reakt ivem Zentrum bei 380Arg-
381Thr dar (86).  PAI-2 wird in Monozyten- und Makrophagenlinien, aber
auch in der Plazenta produziert. Es reagiert nur langsam mit der
einkett igen, bereits deutlich schneller mit der zweikettigen t-PA-Form
und um eine Zehnerpotenz effizienter mit scu-PA.

Das Plasminogen-Akt ivierungssystem ist inzwischen bei verschiedenen
Zellarten weitgehend untersucht worden: Melanomzellen (76,87,88),
Thrombozyten (56,89), menschlichen Endothelzellen (80,90,91,92),
Rattenhepatozyten (79,93), Osteosarkomzellen (59) und menschl ichen
Synovial isfibroblasten (94,95). Der Mechanismus der Plasminogen-
Aktivierung der bisher untersuchten Zel larten ist nahezu gleich (42,45).
Unklar ist bis heute, ob die beschriebene Plasminogenaktivierung so
auch für die Chondrozyten zutri fft.

1.2.5 Die Komponenten des Plasminogen-Aktivierungssystems im
Knorpel

Unstimulierte Chondrozyten bilden nur wenig Plasminogenaktivatoren
(96) und Kollagenase (97). Nach Stimulierung mit IL-1 können dagegen
sowohl u-PA als auch tPA nachgewiesen werden. Der chondrozytäre u-
PA ist größtentei ls zel lgebunden, während der t-PA nicht zellgebunden,
sondern an Fibrin gebunden vorliegt (98). Del Rosso et al.  konnten mit
Hilfe von Chondrozyten-Suspensionskulturen einen Zel loberflächen-
rezeptor für u-PA (u-PAR, Mr 55000) nachweisen, wobei das u-PA über
seine A-Kette an den u-PAR gebunden wird, so daß die B-Kette mit dem
aktiven Zentrum in den perizellulären Raum gerichtet ist (74). Aus
Arthroseknorpel isol ierte Chondrozyten besitzen eine wesentl ich höhere
Zahl an u-PAR als normaler Gelenkknorpel (74). Mit  Hilfe von Piroxicam
oder auch Diacethylrhein kann die Zahl der u-PAR des Arthroseknorpels
vermindert werden (19).Durch die Piroxicam-behandlung wird
gleichzeit ig die PAI-1-Synthese erhöht, während die zellassozi ierte u-
PA-Aktivität des u-PAR durch Internalis ierung verringert wird (100).
Treadwell et al. haben gezeigt, daß Chondrozyten auch zur Synthese
von PAI-1 befähigt s ind (83).  IL-1 und TNF-α  vermindern, TGF-ß und
bFGF erhöhen die PAI-1-Bildung von Chondrozyten (84).
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Das Plasminogen der Synovialf lüssigkeit könnte auch als Quelle für den
Gelenkknorpel dienen. Es wird jedoch angenommen, daß Plasminogen
wegen seines hohen Mr von 92000 (pI 7,2 - 8,5) nicht in den wie ein
Molekularsieb wirkenden Gelenkknorpel eindringen kann (10).
α1-Ant it rypsin mit einem Mr von 54000 (pI 4,6) kann z.B. nicht in
Gelenkknorpel eindringen. Andererseits konnte v.Lent zeigen, daß die
Diffusibil ität eines Proteins in die Knorpelmatrix stark von seiner
Ladung abhängig ist (101).  Nach v.Lent können kationische Proteine
mit einem pI > 8,5 bis zu einem Mr von 240000 in den Knorpel
eindringen.
Treadwell hat elektrophoretisch Plasminogen in Knorpelextrakten
nachgewiesen (83). Da hierzu 1,5 mm dicke Knorpelscheiben aus
Gelenkknorpel verwendet wurden, kann das nachgewiesene
Plasminogen auch von der an der Gelenkoberf läche haftenden
Synovialf lüssigkeit herstammen. An Knorpelstanzzylindern aus
menschlichem Gelenkknorpel konnten wir t rotz mehrmaligen Waschens
durch Eintauchen in isotone NaCl-Lösung immunologisch noch
eindeutig α1-Antit rypsin nachweisen, das ebenfalls in der
Synovialf lüssigkeit vorhanden ist, in den Gelenkknorpel aber nicht
eindringen kann. Die Frage der Diffusibil i tät von Plasminogen in
Gelenkknorpel kann nur mit Hilfe von markiertem Plasminogen geklärt
werden.
Es ist anzunehmen, daß auch die latenten MMP zwecks Aktivierung
durch das rezeptorgebundene Plasmin an die Zelloberfläche gebunden
werden müssen. An menschlichen Adenokarzinomzellen sind
beispielsweise Rezeptoren mit einer hohen Affinität (Kd = 2nM) für Typ-
IV-Kollagenase gefunden worden (7). Derart ige Rezeptoren wurden
bisher an Chondrozyten nicht beschrieben.

1.3 Ziele der Arbeit

Ein Hauptmerkmal der Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthrit is ist
die Zerstörung des Knorpelgewebes. Knorpelgewebe besteht aus einer
kleinen Anzahl von Chondrozyten (2x105/mm3), die in einer
extrazellulären Matrix aus Kollagen und Proteoglykanen eingebettet
sind. Im gesunden Knorpelgewebe eines Erwachsenen sorgen die
Chondrozyten für ein Gleichgewicht zwischen der Synthese der
Extrazel lulären Matrix Komponenten und deren Degradat ion. Jede
Störung dieses Gleichgewichts beeinflußt das Knorpelgewebe in der
Wahrnehmung seiner Funktionen erhebl ich.
Die dabei zunächst eintretende Zerstörung der Proteoglykane ist noch
reversibel. Kommt es jedoch zu einer Schädigung des Kollagengerüstes
ist diese insoweit i rreversibel, daß eine suff iziente Regenerat ion des
Kollagengerüstes nicht mehr möglich ist. Die beiden genannten
Prozesse verlaufen jedoch nicht zeitl ich getrennt voneinander, sondern
sind vielmehr miteinander gekoppelt. Die Mechanismen die zu diesem
extrazelluären Matrixabbau im Knorpel führen, weisen jedoch
entscheidende Unterschiede auf.
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Während die in vit ro Aktivierung latenter MMP gut untersucht ist, ist
über die in vivo stattf indende Aktivierung nur wenig bekannt. Auf
Kollagengelen kultivierte Chondrozyten sezernieren nach Stimulation
mit IL-1 sowohl uPA als auch latente MMP in das Kulturmedium. Das
Kollagengel wird jedoch nicht angegriffen. Zu dessen Abbau kommt es
erst nach Zugabe von Plasminogen zum Kulturmedium. Hieraus kann
gefolgert  werden, daß das Plasminogenaktivierungssystem auch in vivo
von Bedeutung für die Aktivierung der latenten chondrozytären MMP
sein kann, wenn die Chondrozyten mit den Komponenten des
Aktivierungsystems ausgestattet sind. Es ist bekannt, das Chondrozyten
in der Lage sind uPA, tPA, uPAR, PAI-1und latente MMP zu bi lden.
Damit stehen dem Chondrozyten nahezu alle Komponenten des
Aktivierungsystems zur Verfügung.  Unklar ist jedoch weiterhin, ob sie
auch in der Lage sind Plasminogen zu synthetis ieren.
Ziel der Untersuchung war es zunächst, in Medien und Zel lkulturen von
unter serumfreien Bedingungen kultivierten Chondrozyten Plasminogen
nachzuweisen. Um eine endgültige Aussage treffen zu können mußte
jedoch in molekulargenetischen Untersuchungen das Vorhandensein
der Plasminogen mRNA in Chondrozyten nachgewiesen werden.
Das Plasminogen im Gelenkknorpel könnte auch aus der
Synovialf lüssigkeit stammen. Plasminogen scheint  aufgrund seiner
Größe nicht in der Lage zu sein in den Knorpel zu diffundieren, für
einzelne Plasminogenfraktionen mit einem höheren pI bestünde jedoch
theoret isch die Möglichkeit  in den Knorpel einzudringen.
In weiteren Versuchen sollte daher die Diffusibil ität von Plasminogen in
den Gelenknorpel anhand einer radioaktiven Markierung des
Plasminogens dargestellt werde.
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2. Material und Methode

2.1 Material

Im folgenden werden die Hersteller der verwendeten Materialien
aufgeführt, soweit sie nicht bei der beschriebenen Methode angegeben
sind. Wurde aus Qualitätsgründen das Material eines bestimmten
Herstellers bevorzugt, so ist dies bei der entsprechenden Methode
erwähnt.

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien und Enzyme wurden in p.A. Qualtität oder dem
höchsten erhältl ichen Reinheitsgrad von folgenden Firmen bezogen:
Agfa Gevaert (Berlin), Amersham/Buchler (Braunschweig),  Baker
(Deventer,Niederlande), Biolabs (Schwalbach), BioRad (München),
Biozym Diagnost ic (Hameln),  Boehringer (Mannheim), Diagen GmbH
(Düsseldorf), Difco Lab. (Michigan, USA), FMC Bioproducts
(Rockland,USA), Merck (Darmstadt), MWG-Biotech (Ebersberg), Perkin
Elmer Cetus (Vaterstetten), Pharmacia LKB (Freiburg), Polaroid GmbH
(Offenbach), Promega (Madison, USA), Renner GmbH (Darmstadt),
Riedel de Haen AG (Seelze, Niederlande), Schleicher und Schüll
(Dassel), Serono Pharma GmbH (Unterschleißheim), Serva Feinchemie
(Darmstadt), Sigma Chemie (Taufkirchen), Stratagene (La Jolla, USA),
United States Biochemical (Cleveland, USA)

2.1.2 Medien
Die Firmen Boehringer, GibcoBRL und Serva Feinchemie l ieferten die
Medien.

2.1.3 Plastikmaterial
Zellkulturflaschen, Mikrotiterplatten, Petrischalen und Vorratsbehälter
wurden von den Firmen Costar, Eppendorf,  Falcon und Nunc bezogen.

2.1.4 Tiere
Die Ratten (Wistar-Stamm) wurden uns freundlicherweise von Herrn
Rosenkranz aus dem Forschungslabor der Neurologischen Klinik der
Charité zur Verfügung gestel lt. In  Äthernarkose war der noch lebenden
Ratte zuvor eine Duraprobe entnommen worden. Wir erhielten sie 20
Minuten nach ihrer Tötung durch eine kardioplege Lösung
(hochprozentige KCl-Lösung).
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2.2 Geräte

Computer: Speka 486/66
DNA-Sequenzierung 373 A DNA Sequenzer, 
(autom): Applied Biosytems
Entwicklungsmaschine: Gevamatic 60, Agfa Gevaert
Gelelektrophoresekammern: Gibco, BioRad
Geltrockner: Drygel Model SE, Hoefer
Homogenisator: Polytron PCU, Kinematica
Hybridis ierungsschränke: UM 400 B Hyb. Bachhofer
Kühltruhe: Cryostar -140, Queue
Mikroplate Reader: Model 3550 mit Software, 

BioRad
Mikroskop: Leitz Labovert, Leitz

Stereolupe 308701, Wild 
Heergrugg

Netzgeräte: Power Supply PS 500x DC, 
Hoefer
Makrodrive 5, LKB Pharmacia

Part ikelzählgerät: Coulter Counter, Coulter 
Electronics

PCR-Gerät: Perkin Elmer Cetus
Phosphorimager: Molecular Dynamics
Photoausrüstung: Leica Wild MPS 52

Contax 167 MT, Kyocera
Photometer: Lambda 2, Perkin Elmer
Thermocycler: P 9600, Perkin Elmer
Transilluminator: UVT 2020 (255 und 302nm), 

Hereolab
Sterilbank: Lamin Air HB 2448, Heraeus
Spannungsgeber: ST 504, Gibco, BRL
Szinti l lationszähler: 1209 Rackbeta, LKB
Ultraschallgerät: Labsonic 200, Braun
Waagen: PM 3000, AT 250, Mettler

MC 1, Sartorius
Wasserbäder: Julabo, Köttermann
Videodensitometer: Modell 620 mit Software 1D-

Analysis, BioRad
Zentrifugen: Varifuge 3.2 RS, Heraeus

2K15 Laborzentrifuge, Sigma
L7-55 Ultrazentrifuge, Beckmann
SpeedVacConcentrator, 
Bachhofer
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2.3 Methoden I:Chondrozytenzellkulturen

2.3.1 Isolierung und Kultivierung von Chondrozyten

Chondrozyten aus frisch gewonnenem Schweinepatel larknorpel wurden
mit einer Lösung aus 1g/ l Trypsin(1:250) in Ham`s F-12  bei 37°C für 60
min. angedaut.  Anschl ießend erfolgte die Inkubation über Nacht mit
einer Lösung aus 1g/l Kollagenase (Serva 17449) in Ham`s F-12 mit
10% fötalen Kälberserum (FCS). Der  CO2-Druck betrug 3,25%, der pH
des Mediums 7.3. Die Zellen wurden anschließend viermal mit einer
Lösung aus 3g/l Gelat ine ( welche  aus Schweinerippenknorpel
gewonnen wurde)  in PBS und Ham`s F-12 mit 1% plasminogen-freiem
FCS gewaschen, um al le Reste des Plasminogens zu entfernen. Nach
Suspendierung mit 10% plasminogen-freiem FCS wurden die Zellen in
Kulturplatten ( 24-Vertiefungen) gegeben. Dort wuchsen sie für drei
Wochen unter den folgenden Kulturbedingungen:

a) in Monolayer-Kultur mit 4.4×105 Zel len /cm² (anchorage-
dependent growth)

b.) in Suspensionskultur auf Agarosegelen mit 1.4×105 Zel len/ml
(anchorage-independent growth)

c) als Suspensionskultur in 0.5% Agarose eingegossen mit 
2.1×106 Zel len/cm3

d.) als Suspensionskultur in 0.3% Kollagengel ( aus Hühnerhaut) mit 
1.5×106 Zel len/cm3 eingegossen

e) in Kultur in Gegenwart von 5% Dextran T-40 und 95 µg/ml A
Ascorbinsäure mit 7× 104 Zel len/cm3

f) als serumfreie High-Density-Kultur unter Stimulierung mit 
PMA bzw. Vitamin-A-Säure mit 1.78×107 Zel len/cm3

2.3.1.1 High-Density Kulturen

Zur Herstellung der High-Density-Kulturen wurden Chondrozyten aus
Schweinefüßen durch Andauung des Gelenkknorpels mit einer Lösung
aus 0.3g/ l Trypsin (Serva 37273) in Ham`s F-12 für 60 min  inkubiert
und anschließend über Nacht mit einer Lösung aus 0.5 g/l Kol lagenase
(Serva 17450) in DMEM mit 10% FCS inkubiert. Die Zellen wurden
anschließend gründlich mit PBS gewaschen, in DMEM (Dulbecco´s
Modifikation von Eagle´s Medium) suspendiert und dann mit DMEM,
welches 10 g/l geschmolzene Agarose (Serva 11408) im Verhältniss 1:1
enthielt gemischt. Nun wurden Port ionen von 70 µl  in die Löcher der
Kulturplatten (24 Vertiefungen) gegeben. Nach dem Erkalten der



23

Agarose wurden 500 µ l DMEM in jedes Loch dazugegeben. Das Medium
wurde täglich gewechselt. Nach sechstägiger Kultivierung mit 8% CO2 in
der Luft  wurde ein Teil der Chondrozyten mit Vitamin-A-Säure
(endgült ige Konzentration 10- 6 mol/l) oder mit 12-0-Tetra-
decanoylphorbol-Myristat-13-azetat ( Endkonzentration: 1.6 x 10- 8  mol/l)
für acht Tage stimuliert.

2.3.1.2 Herstellung des plasminogen-freien fötalen Kälber-serums

7 ml FCS wurden auf eine Säule mit Lysyl-Sepharose(19 ml) gegeben.
Das Serum wurde mit PBS gereinigt und durch Ultraf i lt ration
konzentriert auf 7 ml ( Auschlußgrenze 10000).

2.3.2  Nachweis von Plasminogen und plasminogen-
ähnlichen Zymogenen durch:

2.3.2.1 Radialdiffusion

Die Zellschichten wurden mit  einer Lösung aus 4,5 g/l  Triton X-100 in
einem 0,01 mol/l Tris-HCl-Puffer bei pH 7,5 lysiert. Der Nachweis wurde
in einer 2 mm dicken Agarosegelschicht durchgeführt, die 10 g/l
Agarose in 0,1 mol/l 1% Tris-HCl-Puffer bei pH 8,0 , sowie 1 g/l  NaN3

und 6 g/ l fettfreie Trockenmilch enthielt. Die Temperatur betrug 37 °C.
Nun wurden 10 µ l einer Lösung aus 7,5×104 IU/l Urokinase (aus
menschlichem Urin,Serono) und 2 g/l humanes Serumalbumin in das
zentrale Stanzloch mit 4mm Durchmesser gegeben und die zu
testenden Lösungen in die benachbarten Löcher. Die Diffusionsdistanz
zwischen den einzelnen Löcher betrug 10 mm. Die Platten wurden in
einer feuchten Kammer für 48 Std. bei 37°C inkubiert. Die Anwesenheit
von Plasminogen in den Test lösungen wird durch deutliche Lysiszonen
zwischen dem zentralen und den benachbarten Löchern in dem trüben
Kaseingel angezeigt (s. Abb. 1). Der Nachweis wird nicht durch Tri ton
X-100 beeinträchtigt. Die untere Nachweisgrenze dieser Methode liegt
bei 4 ng/20µl in das Stanzloch eingebrachter Test lösung.

2.3.2.2 Zymographie

Nach SDS-PAGE ( T=10%, C=3.2% ) wurden die Gele von SDS befreit
und vorsichtig in einer Lösung aus 25 g/l Triton X-100 mit 0.1 Mol/l Tris-
HCl Puffer (pH 8.0) für zwei- mal 20 min geschüttelt.  Anschließend
wurde der Puffer auf der Geloberf läche vorsichtig mit Chromato-
graphiepapier abgestreift und ein Polyacrylamid-Indikator-Gel (T=9.6%,
C=5%) aufgelegt . Das Gel enthielt 50000 IE/ l Urokinase (Serono), 2.4
g/l fettf reies Trockenmilchpulver und 0.1 Mol/l Tris-HCl-Puffer pH 8.0.
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Diese Sandwichkonstrukt ion wurde bei 37°C für 48 Std. inkubiert und
zum Schluß mit Coomassie Bril l iant Blau G 250 gefärbt. Die untere
Nachweisgrenze liegt hier bei 25 ng/5µl der aufgebrachten Testlösung .

2.3.2.3 Westernblotting

Die einzelnen Proben wurden durch SDS-PAGE ( T=10%, C=3.2% )
aufgetrennt und anschl ießend gemäß den Anweisungen des Herstel lers
(NovaBlot, Pharmacia) auf Nitrozellulosepapier „elektrogeblottet“:  Die
Membran wurde mit Hilfe einer Lösung aus 10 g/l BSA in PBS/Tween 80
(0,5 g/l)  bedeckt und dann für 90 min mit Plasminogen-Antiserum
(Schering AG) in einer Verdünnung von 1:500 mit 0,1% BSA in
PBS/Tween 80 inkubiert. Nach Waschen mit PBS/Tween 80 erfolgte die
Behandlung der Membran mit  alkal ischer Phosphatase-konjugierten-
IgG1 und anschl ießend die Inkubation mit ant i-Kanninchen-IgG-
Antikörpern (Sigma, A 9919), in einer Verdünnung von 1:1000 mit 0,1%
BSA in PBS/Tween 80. Danach wurde die Membran fünf mal mit
PBS/Tween 80 gewaschen. Die Färbung erfolgte mit einer Lösung aus
0,1 g/l  5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat (Sigma, B-8503) und 0,05
g/l Nitro Blau Tetrazolium (Sigma, N-6876) in 0,9 Mol/l Diäthanolamin
Puffer pH 9.8, welches 4.4 mmol/l MgCl2 und 0,2 g/l  NaN3 enthielt. Die
untere Nachweisgrenze l iegt hier bei 10 ng/5µl der aufgebrachten
Testlösung.

2.3.3 Nachweis von Plasminogen in den Kulturmedien:

Zu diesem Nachweis wurden drei verschiedene Methoden verwendet:

2.3.3.1 Radialdiffusion

ein Nachweis für Plasminogen bzw. ein plasminogen-ähnl iches
Zymogen durch Radialdiffusion in einem Casein enthaltenden
Agarosegel.
Untere Nachweisgrenze 4 ng.

2.3.3.2 Zymographie

durch Zymographie mit Hi lfe eines Casein enthaltenden
Polyacrylamid-Detektorgeles nach SDS-PAGE.
Untere Nachweisgrenze 25 ng.

2.3.3.3 Westernblotting

Durch Westernblott ing nach SDS-PAGE.
Untere Nachweisgrenze 10 ng.
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2.3.4 Bestimmung des pI des Plasminogens in der Gelenkflüssigkeit

Nach vanLent ist der pI eines Proteins für dessen Diffusibi l ität in den
Gelenkknorpel von entscheidender Bedeutung  (24). Wir bestimmten
daher den pI des in der Gelenkflüssigkeit vorhandenen Plasminogens
durch IEF (isoelektrische Fokussierung)  nach LKB Biotechnology.
Dafür wurden Gelenkpunktate aus Kniegelenken mit Gonarthrosen
sowie aus aktivierten Gonarthrosen gewonnen.
Der Nachweis des Plasminogens in der Gelenkflüssigkeit erfolgte mit
einer Casein-Urokinase-Indikatorplatte. Dazu wurde eine SDS-PAGE
durchgeführt, das SDS anschließend mit Triton X-100 entfernt und das
Casein-Urokinase-Indikator-Gel aufgelegt. Die Porengröße betrug
T=10,6%, die Dichte des Gels C=3,6%.

2.4 Methode I I: Untersuchungen zur Diffusibilität des Plasminogens
im Knorpel

2.4.1  125J-Markierung von Plasminogen

Die Jodierung des Plasminogens erfolgte durch eine von uns
entwickelte Methode.
Das Plasminogen von CHROMOGENIX (1,5 mg) enthielt neben dem
Plasminogen noch 0,9 mg Glucose, 20 mg Mannitol, 1,8 mg Lysin u. 2,3
mg NaCl. Da Glucose, Mannitol u. Lysin ebenfalls mit J2 reagieren,
müssen diese Bestandteile vorher durch Ultrafi lt rat ion (Ultrasart Cel l
10) unter Verwendung von 0,05M Phosphatpuffer entfernt werden . 4,5
mg Plasminogen wurden in 6 ml Wasser gelöst, zum Steril isieren durch
einen Vorsatzfi lter gedrückt und direkt in das Ultraf ilt rationsgerät
gegeben (das Gerät wurde über Nacht mit 0,05M Phosphatpuffer mit
0,02% NaN3 vorbehandelt). Jetzt wurde solange mit dem 0,05M
Phosphatpuffer gewaschen, bis mit AgN03 keine Cl --Ionen mehr
nachweisbar waren. Danach wurde das Volumen auf 3,6 ml eingestellt
und der Inhalt mit einer sterilen Plastikpipette in das kleine
Reaktionsgefäß übergeführt.  Der Magnetrührkern wurde hinzugegeben,
die Plastikschale mit Eis gefül lt, auf  den Magnetrührer gestel lt.
Anschl ießend läßt man  die Plasminogenlösung abkühlen. Das  Gefäß
mit dem 125J-NaJ (in NaOH-Lösung vom pH 7-11, ca. 20 µl, Aktivi tät am
11.9.1996, 13°° Uhr, 81,79 MBq) geöffnet, 50 µl 0,5M Phos-phatpuffer
pH 7 hinzugegeben und in die Plasminogenlösung übergeführt.

Die im Gefäß nach der ersten Entnahme verbliebene Aktivi tät betrug:
18,52 MBq.

Es wurden erneut 50 µl des 0,5M Phosphatpuffers zugeben, die
Gefäßwand abgespült und ebenfal ls in die Plasminogenlösung
überführt.
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Die im Gefäß nach der zweiten Waschung verbliebene Akt ivität betrug:
2,245 MBq.

Das verwandte trägerfreie 125J-  kommt von Amersham,( 74 MBq, IMS
30-2mCi, spezif.  Aktivität 580,9 MBq/µg Jod; Volumen ca. 20 µ l).

Anschl ießend wurden tropfenweise 450 µ l Chloramin-T, welches zuvor
aus 12 mg + 6 ml Wasser angesetzt und welches anschl ießend mit
sterilem Wasser 1:10 verdünnt wurde, ( nicht sterilf i lt rieren) unter
Rühren hinzugegeben.
Nach 5 minüt iger Reaktion  wurden 450 µ l Na2S2O5 zum Reaktionsstopp
zugeben. Dafür wurden zu 12 mg Na2S2O5 6 ml Wasser gegeben und
anschließend sterilf i lt riert. Erst unmittelbar vor der Verwendung erfolgt
die Verdünnung  1:10 mit sterilem Wasser.
Abschl ießend erfolgte die Zugabe von 100 µl einer 1%igen KJ-Lösung,
die aus 50 mg KJ und 5 ml Wasser hergestellt und dann steri l f i ltriert
wurde.

Die Länge und der Durchmesser der verwendeten Sephadex G-25-Säule
wurde in mehreren Vorversuchen ermittelt, um eine sichere Auftrennung
des Reaktionsgemisches in die zuerst durchlaufende Plasminogen- und
die nachfolgende 125 J-Frakt ion zu erreichen. Dazu wurden 4,5 mg
BSA (Bovines Serum Albumin),  3,6 ml 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0),
450 µl Chloramin T, 100 µl KJ und 450 µl Na2S2O5 auf die Säulen
aufgetragen. Durch Zugabe von Breadford-Reagenz und AgNO3 kam es
zu einer Blaufärbung des BSA-Anteils und dem Ausfal l von gelben
Niederschlag durch anschl ießende Reaktion des Jodid mit  dem
Silbernitrat.
Das Reakt ionsgemisch (ca. 4,7 ml) wurde nun  mit einer sterilen
Plastik-Pasteurpipette auf die Sephadex G-25-Säule (1,2 cm Durch-
messer, 13 cm lang) auftragen und das Plasminogen mit dem
0,05%igen Phosphatpuffer (pH 7,0) eluiert. Die Frakt ionen wurden in
Eppendorfröhrchen aufgefangen (ca. 1 - 1,2 ml pro Röhrchen) und
deren Akt ivität gemessen.

Danach wurde das PBS, in dem das Plasminogen gelöst ist, gegen den
Inkubationspuffer (Ham’s-HEPES, 1x AB) ausgetauscht. Hierzu wurde
der Inhalt  der Röhrchen 7 bis 10 in das Ultrafi lt rat ionsgerät überführt
und mit obigem Puffer gewaschen. Das Volumen wurde auf ca. 1,6 ml
eingestellt. Der Verlust an Plasminogen, der durch das Fi lter
durchgegangen ist betrug: 2,875 MBq.

2.4.1.1 Bestimmung der spezifischen Aktivität

Von 10 µl Plasminogenlösung wurde ebenfal ls die Akt ivität  gemessen,
um  die spezifische Akt ivität des synthetisierten Plasminogens
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berechnen zu können: 10 µl - 0,273 MBq. Die spezifische Aktivität der
Plasminogenlösung ergibt s ich dann

zu:
0,03289 MBq/µg Protein.

Dieser Wert entspricht 0,86 µCi/µg.

2.4.1.2 Proteinbestimmung nach Breadford

Von der Plasminogenlösung wurden 10 µl  entnommen, mit 40 µl 0,05M
Phosphatpuffer pH 7.0  (250 ml: 660 mg KH2PO4 + 1362,88 mg
Na2HPO4x2H20) und 2,5 ml Breadford-Reagenz versetzt. Zur
Herstellung dieses Reagenz wurden 25 mg CBB G-250  in 0,626 ml
Wasser und 11,875 ml abs. Alkohol gelöst. Danach wurden 25 ml
85%ige H3PO4 zugeben und mit Wasser auf 250 ml augefül l t.
Zu 50 µ l der Probe werden 2,5 ml Reagenz zugesetzt,  gut gemischt
und bei 595 nm nach 2 min gegen Wasser abgelesen.  Der Leerwert
(Elutionspuffer) wird von jedem Wert abgezogen.

Die Proteinbestimmung ergibt 8,3 µg Protein/10 µ l Plasminogenlösung,
welches einer  0,083%igen Lösung entsprach.

2.4.2 Präparation der Patellae

Von vier Ratten, die Herr Rosenkranz aus dem Forschungslabor der
Neurologie, Charité jeweils 20 min nach Tötung der Tiere durch eine
Äthernarkose zur Verfügung stell te, wurden jeweils beide Patellae
entnommen. Die Ratten 1-3 waren 8  Wochen alt und 265-300 g schwer,
Ratte 4 war 12 Wochen alt und 390 g schwer. Die Patellae wurden so
entnommen, daß die Knorpelschicht nicht verletzt wurde. Anschl ießend
erfolgte die Entfernung des noch verbliebenen Weichteilgewebes. Die
Patellae wurden in Ham`s-F12-HEPES mit Penicil l in 100U/ml und
Streptomycin 100 µg/ml gesammelt und so zum Isotopenlabor
transportiert.
Dort wurden die Patellae in eine 96-Multiwellplatte gelegt,  dazu 5 µ l
Trasylol (500 KIE Aprotinin) sowie 200 µl Medium (Ham`s F-12, HEPES,
pH 7,3 und 100 U/ml Penicil l in sowie 100 µg/ml Streptomycin )
hinzugegeben und anschließend inkubiert. Nach  8 bzw. 24 h wurde das
radioaktive Medium entnommen, die Patellae dreimal mit je 200 µ l 0,1%
BSA/PBS und dreimal mit je 200 µ l PBS gewaschen.

Als Posit ivkontrol le wurden 2 Patellae für fünf Stunden in 0,05%
Papain, Ham`s F-12, 2mM CySH,und 2mM EDTA inkubiert.  Die Patel lae
wurden mit dem Medium gewaschen und eine Stunde in Ham`s F-12-
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HEPES unter Zusatz von 4 mM N-Ethylmaleimid zur Inhibierung des
Papains geben. Danach erfolgte die Inkubat ion mit 125J-Plasminogen
unter Zusatz von 5 µl Trasylol über 21 Stunden.

Weiterhin wurden zwei k leine Patellae für 21 Stdn. mit 5 µ l Trasylol und
100 µl Plasminogen inkubiert .
Am zweiten  Tag wurde eine Inkubation über 4,15 Stunden
durchgeführt. Für diese Inkubation  wurden 200 µ l Plasminogen und 5
µl Trasylol verwendet.
Da die Patellae der Ratte Nr. 4 deutl ich größer waren  wurden 300 µ l
Plasminogen und 5 µ l Trasylol zugegeben und für 22,5 Stunden
inkubiert..
Die Aktivitäten der Patel lae nach dem Inkubieren und dem Waschen mit
BSA/PBS wurden gemessen.

Nun erfolgte die Fixierung der Patellae in 2% Formaldehyd in PBS in
1,8 ml Cryoröhrchen über 48 Stunden. Abschl ießend erfolgte die
Entkalkung mit 5%iger Ameisensäure (in Cryoröhrchen).

Die Aktivitäten der Kniescheiben nach Behandlung in 5%iger
Ameisensäure wurden erneut gemessen.

Die verbleibenden Gewebsreste lassen sich nun leicht abtrennen.
Anschl ießend erneute externe Gammastrahlenmessung.

2.4.3 Histologischen Untersuchung der Patella

Entwässerung der Patellae in aufsteigender Alkoholreihe (70%-80%-
96%-100%  Äthanol).  Zum Abschluß der Entwässerung erfolgte die
Behandlung mit Chloroform. Die Patellae wurden nun in Parafin
eingebettet und mit dem Mikrotom in 5µ dicke Schnitte geschnitten. Die
Objektträger, auf die die Schnitte aufgetragen werden, sind zuvor mit
Glyceringelat ine überzogen worden.

2.4.4 Autoradiographie

Die Schnitte wurden durch eine erneute Behandlung in aufsteigender
Alkoholreihe (70%, 90% und 100% Äthanol) vollständig getrocknet.
In der Dunkelkammer wurde die Flasche mit der Emulsion (RPN40,
Amersham) für 15 Minuten im Wasserbad bei 43° erhitzt. Die erwärmte
Emulsion wird dann in das Eintauchgefäß (Amersham RPN 39)
gegossen. Die Objektträger werden nun für jeweils 5 Sekunden vert ikal
in das Gefäß eingetaucht, in  vertikaler Posit ion wieder entfernt und so
gehalten, das sie abtropfen konnten. Anschließend trockneten die
Schnitte in vertikal stehender Position bei Zimmertemperatur für eine
Stunde. Es folgte die Exposit ion der Schnitte für zwei unterschiedliche
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Zeiträume (zwei und vier Wochen) in einer l ichtundurchlässigen
Photokassette im Kühlschrank bei +5°C.
Nach abgeschlossener Trocknung wurden die Schnitte für die
gewünschte Dauer ( 30 Sekunden, eine Minute, eineinhalb Minuten,
zwei Minuten, drei Minuten und fünf Minuten) in den vorbereiteten
Entwickler (D-19, Kodak) getaucht. Es folgte für 30 Sekunden das Bad
in der Stop-Lösung (0,5% Essigsäure in entionisiertem Wasser) und
zum Schluß für 10 Minuten im Fixierbad ( 30% Natriumthiosulfat in
ent ionisiertem Wasser). In den jeweiligen Lösungen wurden die Schnitte
vorsichtig bewegt,  ohne dabei ihre Oberfläche zu berühren. Zum
Abschluß wurden die Präparate für 15 Minuten unter f l ießendem Wasser
gespült und anschließend vorsicht ig getrocknet.
Die Schnitte wurden nun tei lweise  mit der Methode nach Masson-
Goldner gefärbt, der Rest der Präparate wurde nicht gefärbt.

2.5 Methode I II: Molekularbiologische Untersuchungen der
Chondrozyten

2.5.1 Isolierung von Chondrozyten aus Rinderknorpel

Zwei aus dem Schlachthof besorgte Rindervorderfüße wurden unter
fl ießendem Wasser mit einer Bürste gereinigt, anschl ießend mit
Zel lstoff abgetrocknet und mit Barrycidal eingesprüht. Das Fel l wurde
anschließend mit einem scharfen Skalpell längs eingeschnitten und vom
gesamten Fuß abgelöst. Anschließend erneutes Einsprühen mit
Barrycidal zur Desinfekt ion und trocknen lassen. Mit neuen sterilen
Instrumenten wurde nun das Gelenk eröffnet,  wobei der Knorpel mit
PBS gespült wurde, damit er nicht antrocknet. Der Knorpel wird
knochenfrei entnommen und zunächst in Leibovitz-L15-Medium unter
Zusatz von 200 U/ml Penicil l in und 200 µ l/ml Streptomycin gesammelt.
Mit einer Pasteurpipette wird der Knorpel nun mehrfach mit dem
Leibovitz-Medium bzw. PBS gespült. Nach Zugabe von 0,25 prozentiger
Pronase in Ham´s F-12 und eines Magnetrührkerns erfolgt das 30 min.
Rühren im Begasungsbrutschrank. Die Pronaselösung wurde dann mit
der Pasteurpipette abgenommen, der Knorpel  mit 1 ml Medium
gewaschen. Im weiteren Zugabe von 0,1 prozent iger Kollagenaselösung
in Ham`s  F-12 und erneutes Rühren für 4 Stunden im
Begasungsbrutschrank. Danach wurde die Aufschlußlösung durch ein
Gazefilter gepreßt und die  verbleibenden Zellen bei 1300 U/min
abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, PBS zugegeben
und die Zellen mit einer Pasteurpipette suspendiert und abzentrifugiert.
Das Waschen wurde dreimal wiederholt.  Der Überstand wurde wieder
abgenommen und so viel PBS hinzugegeben, daß die Zel len nicht zu
dicht in der Zählkammer lagen. Dies wurde bei einer Menge von 4-5 ml
erreicht. Es erfolgte die Zählung der vitalen ( leuchtenden ) Zel len im
Phasenkontrastmikroskop.
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Zur Vital itätsprüfung wurden 20 µl Chondrozytensuspension auf einem
Objektträger mit 10 µ l 1,36prozentiger Trypanblaulösung gemischt. Die
Suspension wurde dann in eine große Petrischale, die mit feuchtem
Filterpapier ausgelegt war für 10 min. in Raumluft stehen gelassen
(keine CO2  Begasung! ) und dann in die Zählkammer geben, um die
lebenden und die toten Zellen zu zählen.
Zur Berechnung wurde die Anzahl der Zel len pro Gruppenquadrat
getei lt durch 0,004 µl  und mit  dem Gesamtvolumen der Suspension, in
der sich die Chondrozyten zum Schluß befanden, multipliziert.
Abschl ießend wurde je 1 ml in ein Cryoröhrchen gegeben (5,3x106), die
Zel len abzentrifugiert, der Überstand mit der Pasteurpipette
abgenommen und die Zel len in flüssigem Stickstoff  eingefroren.

2.5.1.1 Stimulierung der Chondrozyten mit PMA und Vitamin-A-
Säure

Der Knorpel wurde zunächst für 60 min. mit 0,1% Trypsin im Verhältnis
1:250 behandelt . Es folgte eine Inkubation mit 0,13% Kollagenase unter
Zusatz von 0,06% Steptokokken-Hyaluronidase und 6,7% FCS. Diese
Proben wurden für drei Tage kultiviert und dann für zwei Tage mit PMA
bzw. RA stimuliert. Die Endkonzentrat ion betrug für die mit PMA
stimulierten Zellen: 1,62 x 10- 8 M, für RA 1 x 10- 6.

2.5.1.2 Herstellung von Knorpelpulver

Das Vorgehen ist identisch zu dem oben geschilderten bis zum
Zeitpunkt nach der Knorpelentnahme. Der Knorpel wird in diesem Fall
direkt nach der Entnahme in flüssigen Stickstoff gegeben und
eingefroren. Danach wurde Trockeneis in einem Handtuch mit einem
Hammer zerschlagen, in eine Kaffemühle gegeben und gemahlen. Dazu
wurde nun der t iefgefrorene Knorpel gegeben und erneut gemahlen.
Das Knorpelpulver wurde über Nacht in die Tiefkühltruhe bei -20°C
gestel lt, wobei das CO2 verdampfte.

2. 5.1.3 Chondrozytenisolierung aus humanem Arthroseknorpel

Probe 1 aus dem Knorpel einer 68 jährigen Patient in, die eine Knie-TEP
erhalten hatte. Die Zellgewinnung erfolgte durch 60 minütige
Behandlung mit 0,1% Trypsin im Verhältnis 1:250. Es folgte eine 8-
stündige Inkubation mit 0,1%iger Kollagenase in Gegenwart von 10%
fötalem Kälberserum.
Probe 2 aus dem Knorpel einer 70-jährigen Pat ientin, die eine Hüft-TEP
erhalten hatte. Der Gewebsaufschluß erfolgte durch 7-stündige
Inkubation mit einem Gemisch aus 0,16% Kollagenase und 0,016%
Hyaluronidase ohne Zusatz von FCS.
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2.5.1.3.1 Stimulierung von humanem Arthroseknorpel mit PMA und
Vitamin-A.Säure

Der Knorpel der Probe 2 wurden mit 30 ml einer 0,25%igen
Pronaselösung in Ham`s F-12 unter Zusatz von 5% FCS behandelt.
Danach erfolgte eine Inkubat ion mit 0,04%iger Kol lagenase unter
Zusatz von 4% FCS über Nacht. Anschl ießend wurde die
Zel lsuspension durch Gaze (Porengröße 52µm) gedrückt und die Zel len
3 mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden nun in 7 ml PBS
aufgenommen und gezählt: 2,3 x 107.
Zum Eingießen in Alginat wurden die Chondrozyten mit 8,4ml PBS und
2,8 ml 4,8%igem Alginat in einem kleinen Glasfläschen gemischt. Die
Zel lkonzentrat ion betrugt 2 x 106/ ml.
In eine Zel lkulturschale wurden 200 ml einer 102mM  CaCl2-Lösung
gegeben und die Zel lsuspension mit einer 100µl-Eppendorfpipette in die
Lösung eingetropft. Da die Kugeln nicht untersanken, mußten sie
danach erneut mit CaCl2-Lösung beträufelt werden. Die Anzahl der
Kugeln betrugt ca. 440-460, ihr Volumen demnach ca. 25 µl.
Nach 15 minütiger Pause  wurden die Kugeln dreimal mit 0,15M NaCl-
Lösung und einmal mit Ham`s Medium gewaschen. Es erfolgte die
Zugabe von 75 ml Ham`s F-12-Medium und 8,2 ml FCS. Abschließend
wurde die Zel lkulturschale für 3 Tage im Brutschrank belassen.
Nach drei Tagen erfolgte die Entnahme von 110 Kugeln, die in ein 3,6
ml Cryoröhrchen unter Zusatz von 1 ml 55mM NaCi, 30 mM EDTA und
0,15M NaCl bei pH 6,9 gegeben wurden. Die Röhrchen blieben 30 min
stehen, wurden zentrifugiert,  erneut mit 500 µ l NaCi und EDTA
versehen und nach einer weiteren Pause  von 30 min wieder
zentrifugiert . Der Überstand wurde verworfen und die Röhrchen bei -
140°C eingefroren.
Der abschl ießende Stimulierung wurde durch die Zugabe von 75 ml
Ham`s F-12-Medium unter Zusatz von 10% FCS und 1,62 x 10- 8 M PMA,
bzw. 1 x 10- 6 M RA erreicht. Jeweils 110 Kugeln werden nach 3,5 h, 7 h
und 24 h entnommen.

2.5.2 Zellinien und Gewebe für die molekularbiologischen
Untersuchungen:

1.) Chondrozyten aus Rindergelenkknorpel: 4 Proben a
5,32 x 106 Zellen

2.) Knorpelpulver aus normalem Rinderknorpel.

3.) Humane Arthroseknorpel-Proben 1 und 2

4.) Kultivierte Chondrozyten aus Rindergelenkknorpel unter  
verschiedenen Kulturbedingungen mit und ohne Stimulierung.
Endkonzentration: PMA 1,62 x 10- 8 M, RA 1 x 10- 6 M.
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a) Monolayerkultur:
ohne Zusätze (10% FCS ) Kontrol le : 106 Zellen

                 „              Stimulierung mit PMA : 106 Zellen
                 „                       „         mit RA : 106 Zellen

b) Suspensionskultur über Agarose Kontrolle: 7 x 105 Zel len
        „                „       „    Stimulierung mit PMA: 7 x 105 Zellen
        „                „       „            „          mit RA  : 7 x 105 Zellen

c) Chondrozyten in Agarose Kontrolle: 3,8 x 106 Zel len
           „         „       „   Stimulierung mit PMA: 3,8 x 106 Zel len
           „             „       „              „     mit RA: 3,8 x 106 Zel len

- U 937 Monocytäre Zell inie
- THP 1 Monocytäre Zell inie
- Mec 01 Megakarioblastische Zel linie
- Hep G2 Leberkarzinom Zel linie
- Rinderleber 2 Stunden nach dem Schlachten in flüssigem 

Stickstoff eingefroren

- Primer für    a) Act in
b) Gap dh
c) Plasminogen
Primerkombinat ion 2/4 und 2/3
Primer 2: Vorwärtsprimer
Lage: 787-805
GTGTTTCACCACCGACCCC

          Primer 3: Rückwärtsprimer
Lage: 954-935
GAGGTCACGACTGTCCACAG
Primer 4: Rückwärtsprimer

                 GACAACCAACATACCGTGGTA
e) u PA
f) u PA-Rezeptor

2.5.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

2.5.3.1 Theoretische Grundlagen

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ermöglicht die in vi tro Vervielfält igung
eines beliebigen DNA-Abschnittes. Voraussetzung dafür ist die
Kenntnis sequenzspezif ischer Amplif izierungsprimer. Ein Primer besteht
aus zwei Oligonukleotiden, von denen der eine zum Sense-, der andere
zum Antisense-Strang der zu erkennenden DNA-Sequenz
komplementär ist.  Im Versuchsansatz, der „Probe“, befinden sich die
isol ierten Nukleinsäuren, in denen die gesuchte DNA-Sequenz, das
„Template“, vermutet wird. Zu diesem Ansatz werden die vier
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Desoxynukleot idtriphosphate im Überschuß sowie eine DNA-abhängige
DNA-Polymerase hinzugefügt. Der immer wiederholte Versuchsablauf
besteht aus drei Schritten bei jeweils unterschiedlicher Temperatur: im
ersten Schritt  wird die Probe auf 90°C erhitzt , wodurch sich die beiden
Doppelstränge der DNA voneinander lösen. Die DNA denaturiert. Der
nächste Schritt, eine Abkühlung des Versuchsansatzes auf 55- 72°C,
führt zu einer Anlagerung der Primer exakt an die komplementären
Sequenzen der DNA-Stränge. Diesen Vorgang bezeichnet man als
„Annealing“. Eine erneute Erwärmung auf 72°C  ermöglicht der DNA-
Polymerase das 3`-terminale Ende der Primer zu verlängern und so
einen komplementären Strang zum Template zu synthet isieren. Mit
dieser „Extension“ ist ein Zyklus beendet, wobei nun die doppelte
Menge der DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vorliegt.
Jede Wiederholung eines solchen Zyklus verdoppelt die von den
Primern vorgegebene DNA-Sequenz, nach zehn Zyklen liegt also eine
um den Faktor 210 gesteigerte Menge der Ausgangsmenge vor.
Ein Reaktionsansatz enthielt eine geringe Menge DNA (5,0 µl
Template), je 1,5 µl 5´- und 3´-Primer und wurde mit Reagenzien eines
kommerziel len Kits (GenAmpTM Amplif icat ion Reagent Kit,  Perkin-Elmer-
Cetus) nach Herstellerangaben komplementiert. Die Ansatzgröße betrug
20-40 µ l. Die Amplif ikation der DNA erfolgte in einem Thermocycler (P
9600, Perkin-Elmer-Cetus) nach einer 5 minüt igen Denaturierungspause
bei 96°C. Die Zyklenzahl vari ierte je nach Ansatz zwischen 15-40.

Denaturierung: 45 sec. bei 94°C
Annealing: 60 sec. bei 50-60°C
Extension: 150 sec. bei 72°C

Die Annealing-Temperatur wurde in Abhängigkeit von dem Primer
gewählt. Nach Ablauf der Amplif ikation wurden die Proben bei 8°C
gekühlt.
Als reverse Transkriptase (RT) wurde Moloney Murine Leukemia Virus
(MMLV)-RT gewählt, welches sowohl die Synthese von cDNA, als auch
den Abbau der vorhandenen mRNA katalysiert.

2.5.3.2 Qualitätssicherung der PCR:

Gemäß den Protokollen von Thunnissen (149) befolgten wir folgende
Richtlinien:

1. Räumliche Trennung aller Arbeitsschritte vor  und nach der
Ampli f ikat ion.
2. Strikte Trennung der verwendeten Materialien (Verbrauchsmaterial
und Reagenzien) für die Arbeitsschrtitte vor und nach  der
Ampli f ikat ion.
3. Sämtliche Verbrauchsmaterial ien müssen autoklaviert  sein oder
sterile Einwegart ikel.
4. Al iquot ierung al ler Reagenzien, die für die PCR verwendet werden.
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5. Konsequentes Tragen von Einmalhandschuhen und Wechseln
derselben vor jedem neuen Arbeitsgang.
6. Verwendung einer Kontrollgruppe in jedem Versuchsansatz

2.5.3.3 RNA-Isolierung

2.5.3.3.1 RNA-Isolierung aus Zellkulturen

Zu den Zel len in der Petrischale wurde RNA-Insta Pure (0,2 ml pro Mio.
Zel len) gegeben, zwecks Zel lyse. Dieser Zellextrakt wurde in
Eppendorfgefäße abgefüll t und gevortext.

2.5.3.3.2 RNA-Isolierung aus Geweben und Knorpelpulver

Das Gewebe bzw. das Pulver wurde in gefrorenem Zustand im Mörser
unter Zugabe von flüssigem Stickstoff zerkleinert. Das feine Pulver
wurde dann in gekühltes, vorher abgewogenes Insta Pure (1 ml für
100mg Gewebe) gegeben, 1 min gevortext und dann mit Ultraschall
behandelt. Die Ultraschallbehandlung erfolgte unter Eiskühlung mit 15
Strokes bei folgender Einstel lung: Output Control 3.0, Duty Cycle 30%.
Die Proben wurden nun gewogen und die Gewichtsdifferenz bestimmt.

Zu jeweils 1 ml des Homogenats wurde 0,1 ml Chloroform zugegeben
und für 15 sec. gevortext, die Suspension bl ieb dann für 15 min auf Eis
stehen und wurde anschließend 15 min bei 4°C bei 13000 U/min
zentrifugiert . Es entstanden drei unterschiedliche Phasen, wobei die
obere, wässrige RNA enthielt , die darunterliegende Interphase und die
Phenolphase enthielten DNA und Proteine. Dann wurde der wässrige
Überstand von der unteren gelblichen Phenol/Chloroformschicht
abgenommen und in ein steri les Eppendorfgefäß überführt .
Anschl ießend wurde die RNA durch Zugabe eines gleichen Volumens
Isopropanol ausgefällt.  Zur Fällung standen die Proben mindestens für
15 min bei 4°C im Kühlschrank. Es folgte eine weitere Zentrifugation
bei 13000 U/min für 15 min. Der Überstand wurde abgenommen und
das Pel let mit 70% Ethanol gewaschen. Nach Entfernung des Alkohols
und Trocknung des Pel lets bei 37°C wurde es in 25 µ l DEPC-Wasser
aufgenommen.

2.5.3.4 Insta Pure Plus Behandlung zur Reinigung der RNA

Diese Behandlung wurde bei zwei Knorpelpulverproben durchgeführt
(K3,K4). Dazu wurden die RNA-Lösungen wieder mit 25µl Isopropanol
und 3 µl Natriumacetat gefäll t und anschließend mit 70% Ethanol
gewaschen.
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Zu den Pellets wurden 400 µl RNA Insta-Pure Plus gegeben und stark
gevortext. Die Überstände über den gelösten Pel lets wurden
abgenommen und verworfen. Die Pellets wurden in je 0,2 ml SDS
gelöst, dann wurde je 0,2 ml Chloroform zugegeben und gevortext.
Nach einer 10 minütigen Zentrifugation bei 13000 U/min wurden die
wäßrigen Überstände abgenommen und die RNA durch Zugabe von 0,2
ml Isopropanol und 20 µ l 3M Natriumacetat gefällt .
Nachdem die Pellets in 70% Ethanol gewaschen worden waren, wurden
sie in 25 µ l DEPC-Wasser gelöst.

2.5.3.4 Quantitative Bestimmung des RNA-Gehaltes

Die Konzentration  von DNA oder RNA wurde nach unten stehender
Gleichung durch Absorpt ion bei 260nm bestimmt. Hierzu wurde eine
1:50 Verdünnung der entsprechenden Probe in einer Quarzküvette
gemessen und die Konzentration berechnet :

c=OD260 * f * n [µg/ml]

c: Konzentration
OD: Optische Dichte
f: Verdünnungsfaktor
n: 40µg/ml für RNA, 50 µl/ml für DNA bei einer Schichtdicke

von 1 cm

Außerdem wurde die Absorpt ion bei 280 nm gemessen und der Quotient
OD260/OD280 ermittelt, um eine Aussage über die Reinheit der
Nukleinsäuren machen zu können. Für DNA l iegt der Quotient im
Idealfal l bei 1,8, für RNA bei 2,0.

2.5.3.6 RT-PCR nach Stratagene

Anhand des OD-Wertes wurde jeweils das Volumen des Al iquots
best immt, welches 2 µg RNA enthielt. Dieses wurde abgenommen und
mit DEPC-Wasser auf 10 µl aufgefüllt. Zu der RNA-Lösung wurde nun
folgendes zugeben:

Mix I : 10,5 µl DEPC-Wasser
1,5 µ l oligo dT (100ng/µ l)
11,5 µl
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Nach Zugabe von Mix I wurde 5 Minuten bei 56°C und anschl ießend 2
Minuten bei 0°C inkubiert.

Mix I I: 5,5 µ l DEPC-Wasser
1,5 µ l 10x Puffer
0,5 µ l Rnase Block (0,5U/µl)
7,5 µ l

Mix I II: 3,5µ l DEPC-Wasser
1,0µ l 10x Puffer
1,5µ l dNTPs (25 mM)
 0,5 µ l MMLV (20 U/µl)
6,5 µ l

Nach Zugabe von Mix II und III wurde abzentrifugiert und für 1 h bei
37°C inkubiert. Anschließend wurde 175 µ l dd H2O zugegeben.

2.5.4 PCR-Analyse

Für die nun folgende PCR-Analyse wurde jeweils nur 5 µl der durch die
RT-PCR herstellen cDNA verwendet.

PCR-Mix je Probe: 10,0 µl dd H2O
                              2,0 µl 10x Puffer
                              1,5 µl dNTPs
                             1,5 µl Primer
                             0,05 µl Goldstar Polymerase
                                 5,0    µ l Template (cDNA)
                            20,0 µl

PCR-Kondit ion: 96°C/  1 min
96°C/  30 sec
58°C/  30 sec für Primer: Act in,  Gap dh,
Plasminogen, uPA oder
60°C/ 30sec uPAR Primer
72°C/  60 sec

Anschl ießend wurde auf 4°C abgekühlt.
Von den Proben wurden jeweils 6 µ l mit 1,5 µl Auftragspuffer versetzt
und auf ein Agarosegel (1-3%) aufgetragen.
Das Gel wurde anschl ießend bei ca. 80-100 Volt (und größtmöglicher
Amperezahl) laufen gelassen. Die Färbung erfolgte 10 min lang in einer
Ethidiumbromid-Lösung und wurde von einer 10 minüt igen Entfärbung
in normalem Wasser gefolgt. Photografiert wurde das Gel im UV-Licht
durch eine Videokamera.
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2.5.4.1 Amplifikations- und Hybridisierungsprimer des RT-
PCR_Assays

GAPDH (412 bp) (Tokunaga et al., 1987, 77)

5‘ Primer (324-342) CGATGCTGGCGCTGAGTAC
3‘ Primer (736-717) CGTTCAGCTCAGGGATGACC
H-Primer (365-384) TTCACCACCATGGAGAAGGC

uPAR (613 bp) (Roldan et al., 1990, 68)

5‘ Primer (164-183) GCTCTGGGACAGGACCTCTG
3‘ Primer (756-777) CATTGATTCATTGGGCCTCGGC
H-Primer (580-605) CAACATTCTCAGTGACTGGAAGTTC

uPA (747 bp) (Nagai et al., 1985, 146)

5‘ Primer (401-423) CAGATCTGATGCTCTTCAGCT
3‘ Primer (1128-1148) GTGACTTCAGAGCCGTAGTAG
H-Primer (510-530) CAAGAGTGCATGGTGCATGAC

tPA (811 bp) (Harris et al., 1986, 147)

5‘ Primer (256-274) GCTCAGAAGCAACCGGGTG
3‘ Primer (1067-1048) GGCAAAGATGGCAGCCTGCC
H-Primer (464-483) GACCAGGGCATCAGCTACAG

PAI-1 (915 bp) (Wun and Kretzmer, 1987, 81)

5‘ Primer (409-430) GAGAGAGCCAGATTCATACTC
3‘ Primer (1302-1324) CAAGGTCTTGGAGACAGATCT
H-Primer (506-524) GGCTGGTGCTGGTGAATGC

PAI-2 (1061 bp) (Schleuning et al., 1987, 86)

5‘ Primer (272-293) GTTCATGCAGCAGATCCAGAAG
3‘ Primer (1313-1332) GAGGCACACAGCTCATCTAC
H-Primer (364-384) CTCTGCAATCAATGCATCCAC

H-Primer= Hybridisierungsprimer
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3. Ergebnisse

3.1 Chondrozytenkulturen

Aus Schweinepatel laknorpel wurden Chondrozyten isoliert  und unter
folgenden Bedingungen kultiviert:

1.) In Monolayer-Kultur mit 4.4 x 105 Zellen/cm2 (anchorage-d
dependent growth)

2.) In Suspensionskultur auf Agarosegelen mit 1,4 x 105 Zellen/ml 
(anchorage-independent growth)

3.) Als Suspensionskultur in 0.5% Agarose eingegossen mit 
2.1×106 Zel len/cm3

4.) Als Suspensionskultur in 0.3% Kollagengel (aus Hühnerhaut) mit
1.5×106 Zel len/cm3 eingegossen
5.) In Kultur in Gegenwart von 5 % Dextran T-40 und 95 µg/ml A

Ascorbinsäure mit 7× 104 Zel len/cm3

6.) Als serumfreie High-Density-Kultur unter St imulierung mit 
PMA bzw. Vitamin-A-Säure mit 1.78×107 Zel len/cm3

7.) High-Density-Kulturen, stimuliert mit Vitamin-A-Säure, 
Endkonzentration 1 x 10- 6 Mol/ l

8.) High-Density-Kulturen, stimuliert mit PMA, endgültige 
Konzentration 1,6 x 10- 8 Mol/ l

Der Nachweis von Plasminogen in den Kulturmedien und den Zellysaten
wurde mit drei unterschiedl ichen Methoden durchgeführt:

3.1.1 Radialdiffusion:

Der Nachweis von Plasminogen und plasminogenähnlichen Zymogenen
durch Radialdiffusion zeigte für die Proben 1-8 (s. o.) keinerlei
Lysishöfe im Gel zwischen den Stanzlöchern(siehe Abb. Nr. 1). Die
Positivkontrol le erfolgte mit einer Lösung von Plasminogen in humanem
Serumalbumin. Zwischen diesen Stanzlöchern waren deutl iche
Lysishöfe sichtbar. Die Lysishöfe entstehen durch die Akt ivierung von
Plasminogen durch uPA zu Plasmin, welches das umgebende Agarose-
Casein-Gel abbaut(Abb. 1). Die untere Nachweisgrenze liegt bei dieser
Methode bei 4 ng/20µ l in die Stanzlöcher eingebrachter Testlösung.

Abbildung 2:
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3.1.3. Western-Blotting:

Auch durch Anwendung von Kanninchen-IgG-Antikörpern gegen
Plasminogen ließ sich in den beschriebenen Proben kein Plasminogen
nachweisen. Die untere Nachweisgrenze liegt bei dieser Mehthode bei
10 ng/5µg aufgebrachter Testlösung.

In keiner der verwendeten Untersuchungsmethoden konnte in den
Chondrozytenkulturmedien und Zel lysaten Plasminogen bzw. ein
plasminogenähnliches Zymogen nachgewiesen werden.

3.2 Isoelektrische Fokussierung:

Die Fähigkeit eines Proteins in den Gelenkknorpel zu diffundieren hängt
wesentlich von seiner Ladung ab. So sind  anionische Proteine (z. B.
α1-Ant it rypsin mit einem Mr von 55.000 und einem pI von 4,6) nicht in
der Lage in die Knorpelmatrix einzudringen. Kationische Proteine mit
einem pI von > 8,5 und ein Mr bis 240.000 können dagegen tief in den
Knorpel eindringen.
Es folgte daher die Bestimmung des pI des Plasminogens in der
Gelenkflüssigkeit durch IEF ( isoe lektrische Fokussierung). Verwendet
wurden jeweils sechs verschiedene Synoviaproben aus den unten
aufgeführten Gruppen:

Proben pI Mr

1. Gonarthrose 7,45 -8,49         89.100

2. akt ivierte
    Gonarthrose

7,17 -8,47         89.600

3. isoliertes
    Plasminogen:
    - mit Mercaptoethanol
    reduziert

7,25 -9,26      90.500

    isoliertes Plasminogen:
    -nicht reduziert

6,7 -8,5 88.700

Die IEF ergab sowohl für Plasminogen in den Gelenkpunktaten als auch
für isoliertes, kommerziell erworbenes Plasminogen keine einheitl ichen
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pI-Werte, sondern einen pI-Bereich, in dem sich Plasminogen
nachweisen ließ.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse besteht die Möglichkeit, daß
zumindest die Plasminogenfraktionen mit höherem pI in den
Gelenkknorpel eindringen könnten.

3.3  125J-Markierung von Plasminogen

Zur abschließenden Klärung dieser Frage bzw. um die Diffusibil i tät
sichtbar zu machen, erfolgte die radioakt ive Markierung von
Plasminogen mit 125J. Nach Durchführung der Jodmarkierung wurde das
nicht umgesetzte 125Jodid von dem 125J-markierten Plasminogen mit
Hilfe einer Sephadex G-25 Säule abgetrennt.
In zahlreichen Vorversuchen hatten wir die Auftrennung des oben
beschriebenen Reaktionsgemisches an Säulen unterschiedlicher Größe
untersucht. Der Nachweis des als Protein eingesetzten Albumin (Mr )
wurde mit Hilfe der Breadford-Reaktion (Blaufärbung) durchgeführt,  der
Nachweis des Jodides (Ausfall eines gelben Niederschlag)  mit AgNO3.
Hierbei ergab sich eine optimale Länge der Säule von 13 cm bei einem
Durchmesser von 1,2 cm. Erst bei dieser Länge der Säule war
gewährleistet, daß eine sichere Abtrennung des markierten
Plasminogens von dem Rest des radioakt iven Jodides gewährleistet
werden konnte.

Abbildung 5:
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3.3.1 Ergebnis der spezifischen Aktivitätsbestimmung

Reaktionsgemisch wurde auf die Säule aufgetragen, Fraktionen von je
1,1 ml in Eppendorfröhrchen aufgefangen und anschließend deren
Aktivität gemessen. Es ergab sich folgende Vertei lung:

Rö 1 0,00   MBq Rö 17 9,66   MBq
Rö 2 0,001   „  Rö 18 10.92    „
Rö 3 0,000   „  Rö 19 8.282    „
Rö 4 0,000   „  Rö 20 2,600    „
Rö 5 0,000   „     Rö 21 0,274    „
Rö 6 0,001   „          Rö 22 0,205    „
Rö 7 7,885   „  Rö 23 0,172    „
Rö 8 14,35   „  Rö 24 0,163    „
Rö 9 15,63   „          Rö 25 0,141    „
Rö 10 15,90   „  Rö 26 0,163    „
Rö 11 2,846   „          Rö 27 0,141    „
Rö 12 0,648   „     Rö 28 0,097    „
Rö 13 0,524   „  Rö 29 0,113    „
Rö 14 0,663   „            Rö 30 0,108    „
Rö 15 1,402   „ Rö 31 0,127    „
Rö 16 6,273   „ Rö 32 0,176    „

Eine graphische Darstel lung ist aus Abb. 6 ersichtlich:
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Die anschließend durchgeführte Proteinbestimmung ergab eine
spezif ische Aktivi tät der Plasminogenlösung von 0,03289 MBq/µg
Protein, was 0,86µCi/µg entspricht.
Miles and Plow, nach deren Vorschrift wir uns richteten, setzen 369 µg
Plasminogen und 74 MBq 125J ein und fanden eine spez. Aktivität von
1,6 ±0,9 µCi/µg. Da wir mehr als das 10-fache an Plasminogen
eingesetzt hatten, konnte unsere spezif ische  Aktivität als  sehr gut
bezeichnet werden.

Die Aktivitätsmessung der Patel lae nach dem Inkubieren und Waschen
mit BSA/PBS ergab folgende Werte:

1.)inkubiert für 21 h, dann in Formalin 0,321 MBq
2.)inkubiert für 21 h, dann in Formalin 0,295    „
3.) inkubiert für 21 h, dann in Formalin 0,405    „
4.) inkubiert für 21 h, dann in Formalin 0,309    „
5.) inkubiert für 4,15 h, dann in Formalin 0,449    „
6.) inkubiert für 4,15 h, dann in Formalin 0,326    „
7.) inkubiert für 22,5 h, dann in Formalin 0,298    „
8.) inkubiert für 22,5 h, dann in Formalin 0,323    „

Zum Entkalken wurden die Patel lae in 5% Ameisensäure inkubiert und
die verbleibende Aktivität  not iert:

1.) 0,278     MBq 5.) 0,373     MBq
2.) 0,257 „ 6.) 0,255 „
3.) 0,332 „ 7.) 0,248 „
4.) 0,267 „ 8.) 0,246 „

Die unterschiedliche Akt ivität , die theoretisch bei den Papain
behandelten, bzw. den über 22,5 Stunden inkubierten Patellae am
größten sein müßte, ist durch das tei lweise noch anhaftende
Bindegewebe zu erklären. Da große Vorsicht bei der Präparation
aufgewandt wurde, um die Unversehrtheit  der Patel la zu gewährleisten,
wurden schlecht abzulösende Gewebsreste belassen. Da diese
Gewebsmenge bei den Patellae unterschiedlich war, t rug die in diesem
Gewebe befindliche Radioakt ivität  zu den unregelmäßigen Meßwerten
bei den einzelnen Patellae bei.
Insgesamt ließ sich das Bindegewebe der Patel lae 7 und 8  der
größeren Ratte leichter entfernen als bei den anderen Ratten.
Einen Einf luß auf die von uns untersuchte Diffusibil ität des markierten
Plasminogens hatte diese Tatsache nicht.
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Die anschließende Messung der Kniescheiben nach Entfernung von
anhaftendem Bindegewebe zeigte folgende Aktivitäten:

1.) 0,230MBq 5.) 0,026MBq
2.) 0,246 „ 6.) 0,100 „
3.) 0,323 „ 7.) 0,098 „
4.) 0,256 „ 8.) 0,069 „

3.4 Autoradiographie

Nach der Inkubation mit dem radioaktiven 125J-Plasminogen ergaben
sich die  acht folgenden unterschiedlich behandelten Proben:

1.) Papain behandelt, 100µl  Plsg. 21h inkubiert in Formalin
2.) Papain behandelt, 100µl  Plsg. 21h inkubiert in Formalin
3.) 100µ l Plg., 5µl Tras. 4,5 h inkubiert in Formalin
4.) 100µ l Plg., 5µl Tras. 4,5 h inkubiert in Formalin
5.) 200µ l Plg., 5µl Tras. 21 h inkubiert in Formalin
6.) 200µ l Plg., 5µl Tras. 21 h inkubiert in Formalin
7.) 300µ l Plg., 5µl Tras. 22,5 h inkubiert in Formalin
8.) 300µ l Plg., 5µl Tras. 22,5 h inkubiert in Formalin

(Plg. = Plasminogen, Tras. = Trasylol)

Zur Durchführung der Autoradiographie wurden die Proben nach
erfolgter Exposition unterschiedlich lange entwickelt:

Probe in
Emulsion

 anschließende Entwicklungszeit
  x = durchgeführt
0,5 min 1 min 1,5 min 2 min 3 min 5 min

Patella 1
- 2 Wochen x x x x x x
- 4 Wochen x x x

Patella 2 x x x x x
- 2 Wochen x x x x x x
- 4 Wochen x x x

Patella 3
- 2 Wochen x x x x x x
- 4 Wochen x x x

Patella 4
- 2 Wochen x x x x x
- 4 Wochen x x x x x
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3.6 Molekularbiologische Untersuchungen

3.6.1 Definition der Proben

Bezeichnung Inhalt der Proben

K1 Bov. Ch Normale Chondrozyten aus Rinderknorpel
K2 Bov. CH Normale Chondrozyten aus Rinderknorpel
K3 Bov. Kp Knorpelpulver 260 mg
K3 Bov. Kp A Knorpelpulver 260 mg RNA Insta Pure 

nachbehandelt
K3 Bov. Kp B Knorpelpulver 260 mg RNA Insta Pure

nachbehandelt
K4 Bov. Kp Knorpelpulver 240 mg
K4 Bov. Kp A Knorpelpulver 240 mg RNA Insta Pure

nachbehandelt
K4 Bov. Kp B Knorpelpulver 240 mg RNA Insta Pure

nachbehandelt
K5 Bov. Ml. K Chondrozyten Monolayer Kontrolle
K6 Bov. Ml. PMA Chondrozyten Monolayer PMA stimuliert
K7 Bov. Ml. RA Chondrozyten Monolayer RA stimuliert
K8 Bov. Susp. K Chondrozyten Suspensionskultur Kontrolle
K9 Bov. Susp. RA Chondrozyten Suspensionskultur RA 

stimuliert
L1 Hum. AK Humaner Arthroseknorpel Knie-TEP

2,85 x 106

L2 Hum. AK Humaner Arthroseknorpel Hüft-TEP
5,77 x 106

L3 Bov. Ch.A. K Chondrozytenkultur in Agarose Kontrol le
L4 Bov. Ch.A. PMA Chondrozytenkultur in Agarose RA

stimuliert
L5 Bov. Ch.A.RA Chondrozytenkultur in Agarose PMA

stimuliert
L6 Bov. Kp Knorpelpulver 310 mg
L7 Bov. Kp Knorpelpulver 250 mg
L8 Bov. Ch Chondrozyten aus Rindergelenkknorpel
L9 Bov. Ch Chondrozyten aus Rindergelenkknorpel
L10 Bov. L Rinderleber 116 mg
L11 Bov. L Rinderleber 100 mg
L12 Bov. Susp. PMA Chondrozyten Suspensionskultur PMA 

stimuliert
D2 U0 U 937
D11 T0 THP 1 PMA stimuliert t=0
D12 T1 THP 1 PMA stimuliert t=0
D16 M0 Mec 01 PMA stimuliert t=0
D17 M1 Mec 01 PMA stimuliert t=0



53

H3 Hep G2 Hep G2
J8 Hep G2 Hep G2
J9 A549 A549

Die Einteilung der Proben in die Gruppen K, L etc. richtete sich nach
dem zeit l ichen Eingang  der Chondrozytenkulturen im Labor. Es stellte
somit keine Kennzeichnung unterschiedl icher Verfahrens-weisen dar.

3.6.2 Ergebnis des Nachweis von essentiellen mRNAs

Um die Aufbereitung der Proben zu überprüfen, wurde zuerst die
Expression von essent iellen Enzymen durch die PCR untersucht.
Benutzt wurden dazu die Primer von Act in und Cyclophi lin.
BILD 1+2

In den Proben der ersten Aufarbeitung ließen sich Act in und GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) in den Chondrozyten,
Monolayer- und Suspensionskulturen nachweisen, nicht jedoch im
Knorpelpulver. Eine Ausnahme bildete die Kontrollprobe der
Monolayerkultur, in der sich GAPDH (aber nicht Actin) nachweisen l ieß.
Die Aufarbeitung der Monolayerkultur schien wegen des posit iven
GAPDH-Nachweises jedoch trotzdem in Ordnung gewesen zu sein.
In einer zweiten Aufarbeitungsserie wurde eine neue Methode zur
Aufarbeitung der in Agarose eingebetteten Chondrozytenkulturen
entwickelt, da eine solche bis jetzt in der Literatur nicht beschrieben ist.
Anschl ießend ließen sich sowohl Act in als auch GAPDH nachweisen.

3.6.3 Zusatzbehandlung von negativen Proben

Die in der ersten Serie negat iven Knorpelpulverproben enthielten
vermutl ich zu viele gelöste Polysaccharide, die bei der OD-Bestimmung
mitgemessen wurden und so den RNA-Wert höher erscheinen ließen als
er in Wirkl ichkeit war. Als Folge wurde deshalb zu wenig RNA in die
RT-PCR Reaktion eingesetzt. Um die negat iven Knorpelpulverproben
der ersten Aufarbeitung aufzureinigen, wurden sie einer
Nachbehandlung unterzogen. Die Hälfte der Probe wurde noch einmal
mit RNA Insta-Pure und die andere Hälfte mit Insta-Pure Plus
behandelt. Die Nachbehandlung führte bei beiden Methoden zum Erfolg.
Al lerdings scheint bei den Knorpelpulverproben die Ausbeute an RNA
nur sehr gering zu sein, da sich voral lem das leichter nachweisbare
GAPDH amplifizieren ließ. Auch aufgrund der Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen, die die gleichen Beobachtungen machten, scheint
GAPDH in Chondrozyten stärker exprimiert zu werden. Insgesamt muß
das Knorpelpulver als nur bedingt tauglich für den RNA-Nachweis
betrachtet werden. Die so zubereiteten Proben wurden daher von uns
im Verlauf der Untersuchungen nicht weiter berücksichtigt.
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3.6.4 Untersuchung der Chondrozyten auf die Expression von
Plasminogen

Die Proben wurden im weiteren auf die Expression von Plasminogen
untersucht. Dazu wurden die Primer 2/4 benutzt. Durch diese
Primerkombinat ion wurde eine 3 Exons umfassende cDNA von 289 bp
Länge amplif iziert.  Die Ergebnisse ergaben ein uneinheit l iches Bi ld.

3.6.5 Überprüfung der Methoden

In dem Bestreben die Spezif i tät der PCR zu erhöhen, erhitzen wir den
Reaktionsansatz auf 65°C, bevor wir die Taq-Polymerase hinzugaben.
Diese modifizierte „hot-start“- Technik, erbrachte eine deutliche
Verbesserung der Effizienz.
Unter der klassischen „hot-start“-Technik versteht man das Erhitzen der
zu verarbeitenden Probe auf Temperaturen von über 90°C, bevor eine
weitere Komponente ( in den meisten Fällen die Taq-Polymerase )
hinzugegeben wird. Durch dieses Erhitzen erreicht man eine höhere
Temperatur als die spezif ische Annealing-Temperatur, wodurch die
Bildung unspezifischer PCR-Produkte vermieden werden soll.
Insgesamt ist es möglich, auf diese Art und Weise eine Verbesserung
der Eff izienz, der Menge sowie der Spezifität zu erreichen. Da die
Spezifität unserer Proben nach der Vorbehandlung gut war, war eine
Erhöhung der Ausgangstemperatur auf 65°C ausreichend.

3.6.6 Neuauftragung ausgewählter Plasminogen-PCR-Proben

Auch bei dieser Probenauftrennung waren wieder die Leberprobe und
das Plasminogenplasmid positiv.
In den Proben K8, L12 und K9 fanden sich Banden, die der des
Plasminogens sehr nahe kamen, aber trotzdem aufgrund ihrer
uneinheitl ichen Lage nicht als positiv bewertet werden dürfen. In den
Chondrozyten scheint aufgrund der bisherigen Befunde kein oder nur
sehr wenig Plasminogen exprimiert zu werden.
Zu Überprüfung der Ergebnisse und um auszuschließen, daß eine der
erwähnten Banden doch Plasminogen-bedingt ist, wurde eine Shooting-
PCR durchgeführt.

3.6.7 Plasminogen Shooting-PCR

Bei dieser Shooting-PCR wurden die mit dem Plasminogen-Primern 2/4
amplif izierten Proben im gleichen Versuchsansatz nochmals
amplif iziert. Dazu wurde eine andere Primerkombinat ion gewählt.
Verwendet wurden die Primer 2/3, wobei Primer 3 ein Rückprimer war.
Er ist komplementär zu einer Sequenz innerhalb der ampli f izierten DNA,
so daß die amplif izierte DNA nochmals amplif iziert („Shooting“) wird.
Die zu erwartende Länge des Fragments besteht aus 167b und  nur
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methode:

4.1.1 Radialdiffusion
Die Radialdiffusion nach Saksela (102) ist eine einfach zu handhabende
und zugleich sehr sensit ive Methode zur quantitativen Bestimmung von
Enzymen. Ein weiterer Vortei l  der Methode ist, daß der Durchmesser
der durch die Proteolyse entstandenen Lysiszonen der Menge der
eingesetzten Urokinase proportional ist.
Die Lyse der zu untersuchenden Zellen wurde durch Zusatz von Triton
X-100 erzielt,  welches seinerseits nachweislich keinen Einfluß auf das
Diffusionsverhalten der Substanz zeigte und auch die Reaktion nicht
störte(103).
Da es sich bei der Caseinolyse um eine katalyt ische Reakt ion handelt,
ist es notwendig in regelmäßigen Abständen die Ergebnisse der
Reaktion zu beobachten, um opt imale Werte für die Proben und die
eingesetzten Standards zu erhalten. Die Verwendung von
standardisierter Urokinase, ( in unserem Fall Ukidan, Serono), parallel
zu den Proben ergab ausgesprochen exakte Referenzwerte.

4.1.2 Zymographie zum Nachweis von Plasminogen

Diese Technik ermöglicht den Nachweis von Plasminogen in einem
SDS-Polyacrylamidgel (PAG). Zur Herstellung des Indikatorgels werden
Urokinase und Casein in das PAG eingegossen. Während  einer
anschließenden Elektrophorese hält die Gelmatrix die zu
untersuchenden Substanzen „fest“, und ermöglicht so nach Färbung die
Darstellung  spezifischer Banden. Durch eine relativ kompakte Struktur
und eine kleine Porengröße ( in unserem Fall T= 10%, C=3,2%) des
Polyacrylamidgels wird die Diffusion der Substanz nach lateral
verhindert.
Das anionische Detergenz Triton X-100 wird zur Entfernung von SDS
eingesetzt und führt zur Wiederherstel lung der Enzymaktivität. Triton
behindert den Nachweis der Untersuchungssubstanz nicht.
Da die Technik von der Enzymaktivität der Proben abhängt, dürfen
diese vor der Elektrophorese nicht erhitzt werden.

4.1.3 Western-Blotting

Das Protein- oder Western-Blotting verbindet die Möglichkeiten der
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese zum immunologischen Nachweis
einzelner Proteine mit den von Southern für DNA entwickelten Blotting-
Techniken. Dabei werden die zu untersuchenden Proteine nicht in eine
Gelmatrix eingebettet, sondern auf einen Träger, in unserem Fall
Nitrozel lulosepapier, aufgetragen.
Von Bedeutung ist die Höhe des pH Wertes, da ein pH in gleicher Höhe
des pI der zu untersuchenden Proteinprobe das korrekte Wandern der
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Probe im elektrischen Feld verhindert. Mit einem pH von 9,8 lagen wir
deutl ich über dem für Plasminogen ermittelten pI von 7,2-8,5.
Ein häufiges Problem beim Western-Blott ing stell t die schlechte
Bindung der Untersuchungssubstanz an die Membran dar. Plasminogen
jedoch hätte wenn es in den Proben vorgelegen hätte aufgrund seines
hohen kD gut an die Membran gebunden. Dies wurde in der
Kontrollprobe bestätigt.
Da Nitrozellulosepapier nicht geeignet für eine Färbung mit Coomassie
Blau ist, verwendeten wir stattdessen Nitro Blau Tetrazol ium, welches
eine gute Färbbarkeit bei den Kontrol lproben aufwies. Wie erwähnt l ieß
sich jedoch auch mit dieser Methode in unseren Untersuchungsproben
kein Plasminogen nachweisen.

4.1.4 Isoelektrische Fokussierung des Plasminogens

Die IEF ist eine besondere Form der PAGE. Dabei werden die zu
untersuchenden Proteinproben auf ein Gel, welchem Ampholyte
zugesetzt wurden, aufgetragen und unter denaturierenden oder nicht-
denaturierenden Bedingungen ent lang eines pH-Gradienten
aufgetrennt.  Die geladenen Moleküle wandern in dem elektrischen Feld
solange bis sie die pH-Region erreicht haben, die ihrem isoelektrischen
Punkt (pI) entspricht und verharren dort. Die so entstehenden Banden
können durch Färbung sichtbar gemacht und mit Hilfe der Densitometrie
ausgewertet werden.
Die Stromzufuhr erfolgte in unserem Fal l über zwei waagerechte
Graphitplatten mit hoher Leit fähigkeit . Dadurch konnte mit  geringer
elektrischer Leistung eine hohe Transfereffektivität erzielt  und auf eine
Kühlung verzichtet werden.

4.1.5 Diffusion von 125J-Plasminogen in intaktem Gelenkknorpel

Bei der Präparat ion der Patel la beschritten wir einen anderen Weg als
ihn die meisten Autoren bisher beschrieben haben: Wir verwendeten
ganze Patel lae und keine Knorpelstanzzylinder oder Knorpelscheiben.
Dadurch konnten wir die Unversehrheit der Knorpeloberf läche
gewährleisten.
Guerra et al. (104) fanden in immuncytochemischen Versuchen, daß der
Gelenkknorpel von einer „Pseudo-membran“ bedeckt wird, die aus
Phospholipiden, Glykosaminoglykanen und Proteinen besteht. In dieser
Membran lassen sich drei diskontinuierliche Schichten voneinander
unterscheiden, die Hyaluronsäure, Lipide und Proteoglykane an sich
binden. Guerra geht davon aus, daß diese „Pseudomembran“  zum
Schutz des Gelenkknorpels vor toxischen Bestandteilen der Synovial-
f lüssigkeit und/oder das Gleiten der Gelenkflächen gegeneinander
verbessert (104). Bei der Entnahme eines Knorpelstanzzyl inders kommt
es unweigerlich zu einer Verletzung dieser „Pseudomembran“ und
dadurch bedingt zum Herauslösen verschiedener Bestandteile der
Membran und ihrer Anlagerung in der Knorpelmatrix.
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Durch besonders vorsichtige Präparation vermieden wir die Verletzung
der Knorpeloberf läche und damit die „Kontamination“ des
Knorpelgewebes durch Substanzen aus benachbarten Strukturen oder
der Synovialf lüssigkeit.

Als Posit ivproben wurden zwei Patellae mit Papain inkubiert. Papain
verfügt unter den handelsübl ichen Proteinasen über die
ausgeprägtesten proteindegradierenden Kapazitäten. Papain ist in der
Lage die Proteine zwischen jeder einzelnen Glykosaminoglykankette zu
spalten (105). Durch die Papainbehandlung erzeugten wir größere
Hohlräume in der ganzen Knorpelschicht womit wir einen sicheren
Zugang des Plasminogens in den Gelenkknorpel gewährleisteten.

4.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Um zu einer endgültigen Aussage zu gelangen, war wie bereits erwähnt
der Nachweis der Plasminogen-mRNA in den Chondrozyten erforderl ich.
Grundvoraussetzung für diesen Nachweis war die Isol ierung von reiner
RNA, da Beimengungen  genomischer DNA zu einer Verfälschung der
Ergebnissen führen können. Da nur für einige der von uns hergestel lten
Chondrozytenkulturen Methoden zur Vorbereitung für
molekularbiologische Untersuchungen etabliert waren, wandten wir
verschiedene Möglichkeiten zur RNA Isolation an.
Die von Chirgwin beschriebene Methode (106) basiert  auf dem
Aufbrechen der Zellen durch die Guanidiumthiocyanat-Cäsiumchlorid-
Dichtegradienten-Methode. Eine hohe GTC-Konzentrat ion führt zu der
gewünschten Lyse, eine anschließende Zentrifugation zur Auftrennung
der Zel lbestandteile. Chomczynski modif izierte diese Methode durch
Zugabe von Phenol/Chloroform und verzichtete dafür auf die
Zentrifugation (107). Im Verlauf unserer Untersuchungen stel lte s ich
heraus, daß eine Kombinat ion aus Phenol/Chloroform-Extraktion und
anschließender Zentrifugat ion die besten Ergebnisse lieferte.
Im Zuge der RNA-Isolat ion ergab sich, daß sich der zu Pulver
verarbeitete Knorpel nur sehr bedingt für molekularbiologische
Untersuchungen eignete. Dies liegt wahrscheinlich daran, daß die
Herstellung des Knorpelpulvers zur Freisetzung vieler Polysacharide
führt, die weder durch Reinigung mit RNA Insta-Pure noch mit Insta-
Pure Plus zu beseitigen waren. Da die aus diesen Proben gewonnen
Ergebnisse nur sehr eingeschränkt aussagekräftig sind, wurden diese
Proben im weiteren Verlauf der Untersuchungen nicht mehr
berücksicht igt.

Wie in den meisten gegenwärt ig publ izierten Arbeiten, verwendeten
auch wir für die reverse Transkriptase MMLV-RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transkriptase). MMLV-RT zeigt im Gegensatz
zu anderen Enzymen keine Inhibierung durch rRNA (108).
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Aus der Vielzahl der zur Verfügung stehenden Primer, verwendeten wir
sequenzspezif ische  Primer, da sich die von uns gesuchten mRNA-
Sequenzen exakt abgrenzen ließen.
Ein großes Problem stellte über längere Zeit dar, daß die cDNA
Sequenz von menschl ichem Apolipoprotein a zu Plasminogen eine
weitgehende Homologie auf wies (109). Erst nach zahlreichen
Versuchen fanden wir eine Primersequenz die spezifisch für
Plasminogen war.

Als „houesekeeping genes“ wurden GAPDH ( Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) und Act in verwendet. Beide Gene sind
ubiquitär vorhanden, werden gleichmäßig exprimiert und sind nur
schwach induzierbar. Für Act in werden diese Forderungen an ein
housekeeping gene etwas eingeschränkt, da es Pseudogene gibt, so
etwa von β -Act in. Trotzdem gelten beide als zuverlässige Standards bei
Untersuchungen der Genexpression (110,111).
Das Ergebnis der PCR ist essentiel abhängig von der vorausgehenden
Verarbeitung der Zellkulturen, der RNA-Isolation, der reversen
Transkriptase der Wahl der Primer sowie der korrekten Durchführung
der PCR an sich. Als Kontrol le setzten wir daher kommerzielle
Längenstandards ein, die eine zuverlässige Aussage über die Reinheit
der RNA und mögliche Effizienzunterschiede in der reversen
Transkriptase erlauben.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, muß man den Abbau der
extrazellulären Knorpelmatrix in zwei grungsätzl ich verschiedene
Abschnitte einteilen:
1. die weitgehend reversible  Zerstörung des Proteoglykangerüstes und
2. die irreversible Aufspaltung des Kollagennetzwerkes.

Das dominierende Proteoglykan im Knorpel bzw. in der extrazel lulären
Matrix ist Aggrecan. Der Name Aggrecan basiert auf den Eigenschaften
der Proteoglykane sich vereinigen (aggregating)  zu können. Diese
Aneinanderkettung von Proteoglykanen sowie die Bindung von
Hyaluronsäure befähigen den Knorpel eine elast ische Schutzschicht
über dem  subchondralen Knochen zu bi lden und ihn damit vor Schäden
zu schützen.  Zwei strukturel le Eigenschaften prädestinieren das
Aggrecan für diese Rolle (22,112):
1. seine ausgeprägte anionische Natur, aufgrund vieler sulfatierter
Glykosaminoglykane und
2. seine Fähigkeit  große Aggregate durch Verbindung mit
Hyaluronsäure zu bi lden.
Diese Eigenschaften des Aggrecans korrelieren mit der Auftei lung des
Aggrecankernproteins in verschiedene strukturel le Abschnitte. Das
Kernprotein besteht aus drei großen Komplexen: zweien am Amino-
Ende, die G1 und G2 genannt werden und einem am Carboxy-Ende, das
als  G3 bezeichnet wird. Die G1-Region ist  verantwortl ich für die
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Verbindung des Aggrecans mit der Hyaluronsäure. Diese  ist unter
physiologischen Bedingungen reversibel und wird zusätzl ich stabilis iert
durch ein kleines Glykoprotein, das sogenannte „link-protein“.  Jedes
Link-protein, das sich durch eine auffallende strukturelle
Übereinst immung mit der G1-Region auszeichnet,  geht sowohl mit der
G1-Region als auch mit der Hyaluronsäure eine ausgesprochen stabile
Verbindung ein. Zwischen der G2- und der G3-Region liegt ein
ausgedehnter Zwischenraum, an den sich zahlreiche
Glykosaminoglykanketten anlagern.
Der Glykosamingehalt  verleiht dem Aggrecan ausgeprägte osmotische
Eigenschaften, die dazu führen, daß das Molekül den Wassereinstrom
in das Knorpelgewebe und damit seine Ausdehnung fördert. Unter
normalen Umständen wird dieser Expansionsdrang durch die
umliegenden Kollagenfibril len begrenzt. Dabei erreicht das Aggrecan,
l imitiert durch die Kol lagenf ibri l len, im Knorpel unter physiologischen
Bedingungen den Zustand seiner maximalen Ausdehnung nicht,
sondern verharrt in einem unterhydrierten Zustand und verleiht dem
Gewebe so einen positiven Ausbreitungsdruck (113,114). Unter
Belastung kann der Knorpel durch Wasserverlust bis zu einem gewissen
Grad komprimiert werden. Durch die Aggregat ionstendenz wird die freie
Diffusion des Aggrecans begrenzt; durch die Kompression wiederum
wird die lokale Konzentration der Proteoglykane erhöht, wodurch der
lokale Ausbreitungsdruck erhöht und damit einer weiteren Deformation
entgegen gewirkt wird. Sobald die Belastung abnimmt, bi ldet sich der
angestiegene Ausbreitungsdruck zurück, indem das Aggrecan das
verlorene Wasser wieder einlagert. Diese Eigenschaften des Aggrecan
unterstützen den Gelenkknorpel auf vielfält ige Art und Weise, z. B. wird
auf diesem Wege der Ernährungsf luß gefördert und der bereits
erwähnte Schutz des subchondralen Knochen ermöglicht (112,115).
Kommt es zu übermäßiger Druckbelastung reagiert die ECM darauf mit
dem Versuch durch Umbauprozesse einen Schutz der Chondrozyten zu
ereichen. So konnte in Versuchen demonstriert werden, daß es bei
übermäßiger statischer Belastung des Knorpels zu einer Freisetzung
von proteolytischen Faktoren kommt, die wiederum den Abbau der ECM
fördern(115). Wird der Punkt ereicht, an dem die Proteinase vermittelte
Degradation des Aggrecans nicht mehr kontroll iert werden kann, kommt
es in Folge zu  einer Zerstörung des Gewebes bzw. des betroffenen
Gelenkes.
In diesem  Fal l ist entscheidend, daß der Aggrecangehalt hoch und die
freie Diffusion dieser Moleküle l imitiert ist. Das zuerst erwähnte
Kriterium wird durch die ECM-Degenerat ion und den damit verbundenen
Proteoglykanverlust beeinträchtigt. Das zweite Kriterium wird durch die
Wirkung der proteolyt ischen Faktoren auf das Aggrecan oder das
Kollagennetzwerk negativ beeinflußt. Jede dabei entstehende
Abspaltung aus dem Aggrecanmolekül erzeugt ein Fragment, was nicht
mehr in der Lage ist, eine Verbindung mit Hyaluronsäure einzugehen
und damit seiner Funkt ion in der ECM nicht mehr gerecht werden
kann(16).
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Kommt es zu einer Knorpelzerstörung im Rahmen der Osteoarthrose
oder einer rheumatoiden Arthrit is, ist Aggrecan eines der ersten
Komponenten der Knorpelmatrix die zerstört werden. Die Verminderung
des Aggrecansgehalts der Knorpelmatrix kann histologisch durch eine
verminderte metachromatische Anfärbbarkeit nachgewiesen werden.
Die aus dem Gewebe freigesetzten Aggrecanfragmente lassen sich
durch verschiedene Tests wie z. B. Immunoassays der spezifischen
Protein- oder der Kohlenhydrat-Epitope auf dem Aggrecanmolekül,
chemische Assays auf der Basis sulfatierter Glykosaminoglykane oder
durch Isolierung und Aufschlüsselung der gereinigten Fragmente
darstellen (117).
Dieser meßbare Verlust führt  letzlich dazu ,  daß der Knorpel seine
ursprüngliche Funktion nicht mehr wahrnehmen kann. Für die
Zerstörung des Aggrecans im Knorpel wird eine proteolytische
Zerlegung innerhalb der interglobulären Domäne des Aggrecans
verantwortlich gemacht. Das dafür verantwortliche Enzym konnte jedoch
bis heute nicht identif iziert werden, wurde jedoch aufgrund seiner
spezif ischen Eigenschaft das Aggrecanmolekül an seiner zentralen
Stelle zu spalten „Aggrecanase“ genannt.
Zwei Hauptstellen der proteolytischen Spaltung konnten innerhalb der
interglobulären Domäne dargestellt werden, eine zwischen den
Aminosäuren Asn341 und Phe342 und die andere zwischen Glu373 und
Ala374. Mehrere Matrixmetalloproteinasen, so z. B. MMP-1, -2, -3, -7, -
8, -9 und -13 spalten Aggrecan zwischen Asn341 und Phe342.  Auch
Plasmin (46), Urokinase (78) und Elastase (22) spalten Aggrecan,
jedoch an unterschiedl ichen Stel len(s. Abb.).

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aggrecans:
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Hughes et al. konnten erstmals zeigen, daß das Aggrecanmolekül
entweder von MMP oder Aggrecanase gespalten wird, aber nicht durch
beide. Dieser Nachweis gelang durch die Entwicklung von neoepitopen
Antikörpern (AF-28), die in der Lage, s ind neu entstandene NH2- oder
COOH-terminale Sequenzen, die das Produkt aus den spezifischen
proteolytischen Vorgängen sind, zu erkennen. Ein weiterer Grund,
warum es bisher nicht gelang, die durch MMP abgespaltenen
Fragmente nachzuweisen, ist , daß in früheren Studien die
Aggrecanfragmente mit hoher Dichte vom Boden des Cäsiumchlorid-
Dichtegradienten isol iert wurden, während die von MMP abgespaltenen
Fragmente in der erwähnten Studie ausschl ießlich an der Spitze des
Dichtegradienten gefunden wurden(118).
Der Prozentsatz der Aggrecanmoleküle, die das AF-28 Epitop enthalten,
kann durch Berechnung von pmol AF-28 Epitop/ pmol Aggrecan
best immt werden. In der erwähnten Untersuchung(118) konnten bei
mehr als der Hälfte der Pat ienten AF-28 nachgewiesen werden, wobei
sich der Anteil der AF-28 enthaltenden Aggrecanmoleküle zwischen 20
und 100% bewegte. Diese extremen Unterschiede sind ein Zeichen für
die Komplexität des Aggrecanstoffwechsels und legen nahe, daß unter
bertimmten Umständen ausschließl ich MMP für die Spaltung des
Aggrecans verantwort lich sind, während sie in anderen Fäl len
überhaupt keine Rolle spielen.
MMP-8 besitzt in v itro Aggrecanase-ähnliche Aktivität. Es wurde daher
vermutet, daß MMP-8 und Aggrecanase ident isch seien, da es einige
Gemeinsamkeiten gibt (22). Weitere Untersuchungen zeigten jedoch
auffal lend große Unterschiede zwischen MMP-8 und Aggrecanase in
vivo (118). Selbst bei in vit ro Studien konnte inzwischen gezeigt
werden, daß MMP-8 in erster Linie an MMP-“Plätzen“ aktiv ist und nur
nachgeordnet an Aggrecanase-typischen Stel len proteolyt isch aktiv ist.
Diverse Versuche durch die genannten MMP und anderen Proteinasen
auch eine Spaltung zwischen Glu373 und Ala374 herbeizuführen, waren
nicht erfolgreich. Von den genannten MMPs war lediglich MMP-8 in der
Lage Aggrecan an besagter Stelle zuspalten(120), - aber nur nach
vorheriger Spaltung an der „MMP-Stelle“ zwischen Ala341-Phe342.  Die
ausschließliche Spaltung  zwischen Glu373 und Ala374 ist daher der bis
jetzt unbekannten Aggrecanase vorbehalten.

Entgegen der lange Zeit vertretenden Ansicht ist Aggrecanase nicht
permanent anwesend bzw. in der Lage Aggrecan zu spalten(119).
Einmal von MMP zwischen Asn341 -Phe342 gespaltenes Aggrecan wird
im weiteren Verlauf nicht mehr von Aggrecanase proteolysiert.  Da
jedoch in einigen Synoviaproben neben den eindeutig MMP bedingten
Fragmenten auch durch Aggrecanase abgespaltene Fragmente
gefunden wurden, ist davon auszugehen, daß beide Proteasen
nebeneinander  aktiv im Knorpel vorliegen. Man geht davon aus, daß
MMP Fragmente nicht durch Aggrecanase gespalten werden können
und umgekehrt. Bezugnehmend auf die geringe Größe von AF-28
scheint es, daß MMP kürzere Aggrecanmoleküle bevorzugt, während
Aggrecanase meist längere Abschnit te spaltet.
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Ein weiteres bedeutendes Charakterist ikum der Aggrecanase ist, daß
sie sich nicht von den bekannten Inhibitoren der MMPs inhibieren läßt.
Bottomley et al konnten zwar eine signifikante Korrelation zwischen der
Inhibierung von MMP-2 und der Verminderung des
Aggrecanstoffwechsels zeigen, die Wirkung auf die Aggrecanase betrug
aber nur etwa 1/1000 im Vergleich zu der Inhibierung der MMP-2(11).

Eine weitere Gruppe  von Metal loproteinasen die über ähnliche
Eigenschaften verfügt,  wurde 1995 erstmals von Wolfsberg
beschrieben. Er nannte diese Gruppe, die sowohl über eine
Metalloproteinase als auch über ein Disintegrin verfügt daher ADAM( A
D isintegrin And Metalloproteinase).  Diese Proteine zeigen eine
strukturelle Ähnl ichkeit (ca. 30% der Sequenz sind identisch) mit den
Schlangengift-Metalloproteinasen (SVMP), die bei Bißopfern eine
Hämorrhagie hervorrufen. ADAMs und SVMPs gehören beide zur
Gruppe der Reprolysine, einer Unterfamilie der Metal lo-
proteinasen(121). Gegenwärt ig sind 18 Mitgl ieder dieser Famil ie in der
Literatur beschrieben(122). Sie bestehen al le aus mindestens einer
Metalloproteinasen-Domäne, ohne jedoch - entgegen dem Namen - alle
über eine Disintegrin-Domäne zu verfügen. Einige ADAMs besitzen
darüber hinaus noch zusätzliche Domänenstrukturen, wie z. B. NH2-
terminale Propeptid-Domänen oder Cysteinhaltige-Domänen.
McKie wies vor kurzem die mRNA von ADAM-10, -12 und -15 in
menschlichen Chondrozyten nach(123). Wie bei den MMPs ließ sich
auch für die ADAMs eine gesteigerte mRNA-Expression durch
Interleukin-1 nachweisen. Andere Mitglieder der Reprolysin-Familie sind
in der Lage, die Basalmembran zu zerstören und die extrazel lulären
Matrixmoleküle Kollagen Typ -IV, Laminin und Fibronektin zu spalten
(124). Darüber hinaus zeigte Tortorel la vor kurzem, daß das Reprolysin
Atrolysin C in der Lage ist, sowohl die MMP-Schnittstelle als auch die
Aggrecanase-Schnittstel le zu spalten, wodurch es sich deut lich von
MMP-8 unterscheidet. Atrolysin C ist damit gegenwärtig das einzige
Enzym, was die Aggrecanase-Stel le spalten kann (16). Betrachtet man
diese Ergebnisse, ist es wahrscheinl ich, daß die ADAMs eine
wesentliche Rolle bei der Zerstörung der extrazellulären Matrix spielen.
Darüber hinaus ist sogar anzunehmen, daß die gesuchte Aggrecanase
zu der ADAM Famil ie gehört.

Trotz der Fülle neuer Erkenntnisse bleibt das genaue Verhältnis
zwischen MMP und Aggrecanase weiter unklar. Fragen nach dem
biologischen Sinn wirft voral lem die Existenz zweier unterschiedlicher
katalytischer Plätze in so unmittelbarer Nähe voneinander auf.
Weiterhin ungeklärt bleibt die Ident ität  der vermeintlichen Aggrecanase.
Auch wenn dem Abbauvorgang des Aggrecans zweifelsfrei große
Bedeutung zukommt, ist der Organismus in der Lage, die verlorenen
Proteoglykane zügig zu ersetzten. Anders verhält sich dies, wie bereits
angedeutet, nach Zerstörung des Kol lagennetzwerkes. Bis heute gibt es
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keine Möglichkeit einmal zerstörten Knorpel wieder in seiner
ursprünglichen Zusammensetzung wiederherzustel len.

Durch eine große Zahl von Arbeiten ist zweifelsfrei belegt,  daß die
MMPs sowohl an der Proteoglykandegradation als auch an der
Zerstörung des Kol lagennetzwerkes der ECM beteil igt  sind. Der
Schwerpunkt ihrer Aktivität l iegt zweifelsfrei auf dem
Kollagenabbau(124).
Die zunächst inaktiv vorliegenden MMPs müssen, wie eingangs
ausgeführt, akt iviert werden, bevor sie einen Abbau der ECM-
Bestandteile bewirken können. Den Aktivierungsprozessen der MMPs
kommt damit eine entscheidende Bedeutung zu, obwohl die Erforschung
dieser Vorgänge laut Cawston (13) „unverständlicherweise bisher
vernachlässigt worden ist.“
Die große Bedeutung des Plasminogens in der Degradation der
Knorpelmatrix ist in vielen Arbeiten nachgewiesen
worden(4,10,22,44,50).  Unklar war bisher die Genese des
Plasminogens in den Chondrozyten.
In den ersten Versuchen mit Chondrozytenkulturen konnten wir zeigen,
daß weder normale noch stimulierte Knorpelzellen Plasminogen oder
Vorstufen von Plasminogen produzieren. Mehrere Autoren (43,44)
gehen nach ihren Versuchen davon aus, daß Chondrozyten nicht in der
Lage sind Plasminogen zu synthetis ieren; auch in unseren Versuchen
zeigte sich bei den auf Kol lagengelen in Anwesenheit von IL-1,
Prokol lagenase und Plasminogenakt ivatoren kultivierten Chondrozyten
nur eine geringe Degradat ion des Kol lagens. Nach Zugabe von
Plasminogen kam es jedoch zu einer fast vollständigen Zerstörung des
Kollagens.
Daß Plasminogen im Gelenkknorpel vorl iegt konnte Treadwell(83) 1991
nachweisen. Da Plasminogen nicht von den Chondrozyten synthetis iert
wird, l iegt die Vermutung nahe, daß es aus der Synovialf lüssigkeit
stammt und in den Knorpel hineindiffundiert. Die Diffusibil i tät eines
Proteins in die Knorpelmatrix hängt wesentlich von seiner Ladung ab.
Große anionische Proteine sind weitgehend von der Diffusion in die
Knorpelmatrix ausgeschlossen(125). Alpha1-Antitrypsin zum Beispiel,
mit einem Mr von 55000 und einem isoelektrischen Punkt von 4,6 ist
nicht in der Lage in den Knorpel einzudringen.
Im Gegensatz dazu dringen kationische Proteine mit einem pI von mehr
als 8,5 t ief  in den Gelenkknorpel ein, sogar bis zu einer Größe von Mr
240000(125). Der pI des Plasminogens scheint daher von großer
Bedeutung für sein Verhalten im Knorpel zu sein.
In unseren Messungen ergab sich für das menschl iche Plasminogen in
der Synovialf lüssigkeit ein pI von 7,2-8,5. Wir gehen daher davon aus,
das zumindest die Plasminogenfraktionen mit dem höheren pI in der
Lage sind, in den Knorpel zu diffundieren und somit für den
Aktivierungsprozeß zur Verfügung stehen.
Die Diffusionsversuche mit radioaktiv markiertem Plasminogen
bestätigen diese Vermutung. So konnte  mit Hilfe der Autoradiographie
in allen angefertigten Schnitten der Patellae der Nachweis von
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markiertem Plasminogen in den oberf lächlichen Knorpelschichten
erbracht werden. Daß wir Plasminogen nicht nur intrazel lulär, sondern
auch extrazellulär nachweisen konnten, unterstreicht seine Rolle beim
Abbau der Knorpelmatrix. Während bei den Ratten gleichen Alters eine
der Inkubationszeit entsprechende Inf ilt rat ionstiefe des
Knorpelgewebes gefunden werden konnte, war dies bei den Patellae
der älteren Ratte nicht der Fall.  Trotz Inkubation für 22,5 Stunden
entsprach die Eindringtiefe des markierten Plasminogens eher der der
für 4,15 Stunden inkubierten Patellae der jüngeren Tiere. Ursache
hierfür dürfte das höhere Alter der Ratte sein, die im Vergleich zu den
anderen Ratten gut sechs Wochen älter war. Dadurch bedingt ist eine
dichtere Struktur des Knorpels bei diesen Tieren, die die Diffusion
gegenüber der bei den jüngeren Tieren offensichtlich erschwert. Diese
Beobachtung von unterschiedl ichen Knorpelzusammensetzungen bei
gleichen Spezies unterschiedlichen Alters deckt sich mit denen von
Maroudas (126). Zweifelsfrei kommt es aber auch bei diesen Proben zu
einem deut lich sichtbaren Eindringen des Plasminogens in die
oberflächen-nahen Knorpelschichten.

Im Verlauf unsere Untersuchungen konnten wir nachweisen, daß
Chondrozyten, ob stimuliert oder unst imuliert, nicht in der Lage sind,
Plasminogen zu synthetis ieren. Lediglich Chondrozyten in stark
arthrotisch verändertem Knorpelgewebe zeigen eine gering ausgeprägte
Expression von Plasminogen. Eine def init ive Aussage bei humanem
Arthroseknorpel ist aufgrund der geringen uns zur Verfügung stehenden
Fallzahlen derzeit noch nicht möglich. Es laufen daher weitere
Untersuchungen, um auch hier eine verläßl iche Aussage machen zu
können. Die Ergebnisse lagen zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht
vor.

Die Aktivierung der latenten Metal loproteinasen im Gelenkknorpel
könnte daher wie folgt ablaufen: Zytokine induzieren die Produktion von
u-PA und t-PA und latenter MMP durch die Chondrozyten(127,128). u-
PA, das anders als t-PA immer als Proenzym sezerniert wird (single-
chain uPA, scuPA), bindet an spezifische Rezeptoren an der Oberfläche
der Chondrozyten(67,69).
Auch Plasminogen, welches aus der Synovialf lüssigkeit in den Knorpel
diffundiert, wird an der Zel loberf läche gebunden(60).
Freies Plasminogen soll auch durch rezeptorgebundenes Plasmin
aktiviert werden, wenn auch mit einer geringeren Eff izienz. Die Aktivität
des u-PA im Knorpel ist abhängig von Plasminogenakt ivator-Inhibitor
(PAI-1), der von den Chondrozyten synthetis iert wird(84). PAI-1
inhibiert sowohl freies u-PA als auch rezeptorgebundenes u-PA. Da die
Aktivität von zellgebundenem u-PA durch endogene PAI-1 regul iert
wird, ist es denkbar, daß die Chondrozyten selber die Aktivität  des
Plasminogenaktivierungssystems an der Zelloberflächen regulieren. Auf
der anderen Seite wird rezeptorgebundenes Plasmin nur von Inhibitoren
mit einer geringen Molekülmasse inhibiert, wie z. B. Aprotinin.
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Plasminogen wird auch spezifisch von Thrombospondin, einem
adhäsiven Glykoprotein der Knorpelmatrix gebunden(129). Das in der
Matrix immobil isierte Plasminogen ist ein wesentlich besseres Substrat
für PA als in Flüssigkeit „mobiles“ Plasminogen. Da Thrombospondin
auch mit t-PA und Urokinase reagiert, scheint es das die extrazelluläre
Matrixdegeneration nicht nur perizellulär möglich ist (129).
Durch u-PA könnte das gebundene Plasminogen zu Plasmin akt iviert
werden, wodurch auch gebundener scu-PA in akt iven u-PA
umgewandelt wird. Plasmin wiederum aktiviert die latenten MMP, so z.
B. Kol lagenase und Stromelysin. Diese binden an ihre bevorzugten
Substrate und bewirken auf diesem Wege die Degeneration der
extrazellulären Matrix. Die meisten von ihnen binden an Aggrecan.

Obwohl der Akt ivierungsprozeß bei allen bekannten MMPs nahezu
gleich ist, ist zu erwähnen, daß der Aktivierungsprozeß von MMP-11
(Stromelysin 3) eine Besonderheit im Vergleich zu den anderen MMPs
aufweist.
Pei et al. konnten zeigen, daß MMP-11 in Gegenwart der pro-Protein
Convertase Furin unmittelbar in seiner aktiven Form vorliegt, also nicht
erst aktiviert werden muß(17). Furin ist ein transmembrane
Serinproteinase, die voral lem im trans-Golgi Netzwerk vorkommt. Furin
verarbeitet die verschiedensten Serumproteine, Wachstumsfaktoren und
Membranrezeptoren. Pei vermutet weiterhin, daß die MT1-MMP (MMP-
14), die die Gelatinase Aktivierung kontroll iert, in Verbindung mit Furin
eine effiziente Aktivierung von MMP-11 bewirken könnte. MT1-MMP l ieß
sich jedoch in den geschilderten Untersuchungen nicht zweifelsfrei
darstellen.

Die Regulat ion der MMP Akt ivität unterliegt dem Einf luß zahlreicher
Faktoren. Phorbolester und IL-1β  stimulieren sowohl die MMP- als auch
die TIMP-1 Expression(131). TGF-β1 und Vitamin-A-Säure stimulieren
TIMP-1, vermindern jedoch die MMP-Exprimierung(132). Diese
Beobachtungen decken sich mit unseren Untersuchungsergebnissen.
TGFβ1 ist in der Lage, die Synthese der EZM-Komponenten wie z. B.
Kollagen, Fibronektin und Proteoglykane zu kontroll ieren. Außerdem ist
TGFβ1 in die Regulat ion der Degenerat ion der EZM-Proteine involviert ,
z.B. durch Redukt ion der Synthese und Sekret ion von MMP, bzw.
Stimulat ion der TIMP-Produktion. Dieser Effekt konnte auch an
Chondrozytenkulturen gezeigt werden(20). TGFβ1 bewirkt somit das
genaue Gegenteil der Reakt ionen, die durch IL-1 induziert  werden.
TNFα und TNFβ  bewirken genau wie IL-1 einen Abbau der
Knorpelmatrix,  sind jedoch nicht in dem Ausmaß wie IL-1 in der Lage,
die Chondrozyten zu zerstören. Die beiden TNF führen zu einem
deutl ichen Anstieg der u-PA(133). TNF besitzt eine ambivalente
Funktion: in geringen Konzentrat ionen führt er zu einer Stimulation, in
höheren dagegen zu einer Inhibierung der TIMP-1 Produkt ion (134). Zu
einer reinen Suppression von TIMP-1 führen Concanavalin (131) und
Dexamethason (135).
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Eine gezielte Stimulat ion der TIMP-1-Expression bewirken EGF (136),
IL-6, oncostatin und LIF(leukemia inhibitory factor, 137). Mehrere
Arbeitsgruppen konnten zeigen,  daß IL-6 und TGF-β  als Regulatoren
der TIMP-Synthese in Fibroblasten, Fibrosarkom- und Leberzellen
fungieren. Weiterhin ist IL-1 in der Lage die Synthese und Sekretion
von IL-6  in menschlichen Chondrozyten erheblich zu steigern.
IL-6 ist ein mult ifunktionelles Zytokin, das via Oberflächenrezeptoren
eine Vielzahl von Zellen erreicht, wie z. B. B- und T-Lymphozyten sowie
Leberzellen. Die mRNA für IL-6 in Chondrozyten konnte nachgewiesen
werden(138).
Interleukin-4 (IL-4)  ist ein 20kDa Glykoprotein das von aktivierten T-
Lymphozyten sezerniert wird. Abgesehen von  einer Vielzahl
verschiedener biologischer Aktivitäten konnten für IL-4 suppressive
Wirkung auf die Synthese katabolischer Faktoren wie IL-1,TNF-α  und
PGE2, sowie Kollagenase und 92 kDa Gelatinase nachgewiesen
werden(51,139).

Lo et al. vermuten, daß die „reaktive oxygen species“ (ROS) als
Signalstoffe für die Zytokine eine wesentliche Rolle im EZM-
Katabolismus spielen. Sie konnten die ROS-vermittelte c-fos Expression
im Chondrozyten demonstrieren, die zu einer Aktivierung von
verschiedenen Genen führt, wie zum Beispiel Kol lagenase (MMP-1) und
Stromelysin (MMP-3).  Zusätzlich sorgt ROS für die Aktivierung des
Nuklearfaktors κB, welcher unter anderem eine große Anzahl von
Genen aktiviert, die Signal- und Inhibitorproteine kodieren( 140).
Verschiedene Autoren konnten den zerstörerischen Effekt von freien
Sauerstoffradikalen auf Proteoglykane, Hyaluronsäure und Kollagen
zeigen, so daß vermutet werden kann, daß die ROS auch direkt eine
Zerstörung der Chondrozyten bewirken können. Die daher nahe
l iegende Vermutung,daß Antioxidant ien diese Aktivierungsvorgänge
inhibieren und so als Schutzmechanismus der Chondrozyten unter
patholo-gischen Bedingungen fungieren können, wurde von Oleksyszn
et  al. bestätigt,  die eine protektive Wirkung  von Dithiocarbamat auf
IL-1-induzierte Knorpelzelldegradation in vit ro  nachweisen konnten(141
). Widersprüchl iche Untersuchungsergebnisse liegen zu den Rollen von
Stickoxyd (NO), Superoxydanion und Peroxynitr it vor. So konnten für
die genannten Faktoren in in vit ro  Untersuchungen der extrazel lulären
Knorpelmatrix sowohl  katabole als auch anabole Stoffwechselprozeße
nachgewiesen werden(142)

4.3.1 Alternative Abbaumechanismen der ECM

Eine weitere Enzymgruppe, die wesentlich zum Abbau der EZM beiträgt,
sind die Cysteinproteinasen, unter ihnen vorallem Cathepsin B, K und L
(143,144). Alle werden überwiegend in Fibroblasten synthetisiert und
spalten spezif isch die ECM-Bestandteile Kollagen, Laminin, Elast in,
Fibronektin und auch Aggrecan (s. Abbild.). Anders als die meisten
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MMPs werden die Cysteinproteinasen sowohl als latente Vorstufen als
auch als bereits akt ive Enzyme sezerniert (143,144,145). In den Fäl len,
in denen eine Aktivierung erforderlich ist, werden die Cathepsine durch
Autokatalyse bei saurem pH oder von Enzymen wie Elastase, Pepsin
und Cathepsin D durch Proteolyse aktiviert (144). Die meisten
Cysteinproteinasen sind auf ein saures Milieu angewiesen, da eine
Verschiebung des pH in den basischen Bereich zu einer weitgehend
irreversiben Inakt ivierung der Cysteinproteinasen führt. Diese pH-
abhängige Regulierung ihrer Aktivität ist jedoch nicht, wie lange
vermutet, der entscheidende inhibitorische Kontrollmechanismus. Turk
et al. konnten zeigen, daß die Cystat ine die wesentlichen Inhibitoren
der Cysteinproteinasen darstellen, vorallem Cystatin C (144). Cystatine
gehen mit den Cysteinproteinasen eine reversible Bindung ein, die
unter bestimmten Voraussetzungen gelöst und dann eine erneut vol l
funkt ionsfähige Cysteinproteinase freisetzt. Diese
Inhibitonsmechanismus unterscheidet die Cysteinproteinasen deutl ich
von dem der MMP.
In die Famil ie der Cystatine gehören weiterhin die Kininogene und die
Stefine. Mit ersterem sowie mit α2-Makroglobul in zusammen bildet
Cystat in C die Hauptgruppe der Cysteinproteinasen-Inhibitoren(144).
Die Cystatine ihrerseits werden von den erwähnten Cathepsin-
Aktivierungsenzymen  Elastase, Pepsin und Cathepsin D inhibiert (143).
Die in dieser Arbeit vorgestel lten Ergebnisse liefern eine weitere
Facette im komplexen Bild der extrazellulären Matrixdegradation im
Knorpelgewebe. Wir konnten zeigen, daß einer der wichtigsten
Aktivatoren der MMP nicht von den Chondrozyten synthet isiert wird,
sondern erst durch Diffusion in das Knorpelgewebe gelangt. Diese
Erkenntnis wirf t viele neue Fragen auf: ist es möglich die Diffusion des
Plaminogens in den Knorpel gezielt zu inhibieren? Und weiter, welchen
Einfluß hätte eine solche Inhibierung letztl ich auf die Matrixdegradat ion
des Knorpelgewebes?
Zweifelsfrei stellt die in unseren Untersuchungen gewonnene
Erkenntnis nur einen kleinen Baustein im komplexen Gebäude der
extrazellulären Matrixdegeneration dar. Trotzdem sind wir überzeugt,
daß uns die Fortsetzung des eingeschlagenen Weges langfristig in die
Lage versetzen wird, dem Patienten therapeutische Möglichkeiten bei
der Bekämpfung der Knorpelzelldegradat ion zur Verfügung zu stellen.
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5. Zusammenfassung

Ein Hauptmerkmal der Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthrit is ist
die Zerstörung des Knorpelgewebes. Knorpelgewebe besteht aus einer
kleinen Anzahl von Chondrozyten (2x105/mm3), die in einer
extrazellulären Matrix aus Kollagen und Proteoglykanen eingebettet
sind. Im gesunden Knorpelgewebe eines Erwachsenen sorgen die
Chondrozyten für ein Gleichgewicht zwischen der Synthese der
Komponenten der Extrazellulären Matrix und deren Degradat ion. Jede
Störung dieses Gleichgewichts beeinflußt das Knorpelgewebe in der
Wahrnehmung seiner Funktionen erhebl ich.
Die Hauptrol le im Mechanismus des Knorpelabbaus spielen die
chondrozytären Matrixmetalloproteinasen (MMP). Die MMP liegen im
Knorpelgewebe in latenter Form vor und müssen aktiviert werden bevor
sie in der Lage sind die Knorpelmatrix anzugreifen. Während die in vi tro
Aktivierung latenter MMP gut untersucht ist, ist über die in vivo
stattf indende Aktivierung nur wenig bekannt.
Daß für die Aktivierung der latenten chondrozytären MMP das
Plasminogenaktivierungssystem von Bedeutung ist,  konnten wir in
unseren ersten Versuchen zeigen. Diese Ergebnisse sind inzwischen in
vielen anderen Arbeiten bestätigt worden (4,10,22,44,50).  Es ist
bekannt, das Chondrozyten in der Lage sind uPA, tPA, uPAR, PAI-1und
latente MMP zu bilden. Damit stehen dem Chondrozyten nahezu alle
Komponenten des Akt ivierungsystems zur Verfügung.  Unklar war
jedoch weiterhin, ob sie auch in der Lage sind Plasminogen zu
synthetisieren.
Daß Plasminogen im Gelenkknorpel vorl iegt konnte Treadwell(83)
bereits 1991 nachweisen. In unseren ersten Versuchen mit
Chondrozytenkulturen konnten wir zeigen, daß es erst nach Zugabe von
Plasminogen zu einer fast vollständigen Zerstörung des Kol lagens kam.
Davon ausgehend, das Plasminogen nicht von den Chondrozyten
synthetisiert wird, lag die Vermutung nahe, daß es aus der
Synovialf lüssigkeit stammt und in den Knorpel hineindiffundiert. Die
Diffusibil ität eines Proteins in die Knorpelmatrix hängt wesentlich von
seiner Ladung ab.  Der pI des Plasminogens den wir in unserer
nächsten Versuchsreihe best immten  ergab Werte von 7,2-8,5. Wir
gehen daher davon aus, das zumindest die Plasminogenfraktionen mit
dem höheren pI in der Lage sind, in den Knorpel zu dif fundieren und
somit für den Aktivierungsprozeß zur Verfügung stehen.
Die anschließend durchgeführten Diffusionsversuche mit radioaktiv
markiertem Plasminogen bestätigen diese Vermutung. So konnte  mit
Hilfe der Autoradiographie in allen angefertigten Schnitten der Patellae
der Nachweis von markiertem Plasminogen in den oberflächlichen
Knorpelschichten erbracht werden. Daß wir Plasminogen nicht nur
intrazel lulär, sondern auch extrazellulär nachweisen konnten,
unterstreicht seine Rolle beim Abbau der Knorpelmatrix.
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Um zu einer abschließenden Aussage zukommen erfolgte der Versuch
die Plasminogen-mRNA in den Chondrozyten  mit molekularbiologische
Methoden nachzuweisen. Dabei konnten wir in unseren Untersuchungen
zeigen, daß Chondrozyten, ob stimuliert oder unstimuliert,  nicht in der
Lage sind, Plasminogen zu synthetis ieren. Lediglich Chondrozyten in
einzelnen Proben mit stark arthrot isch verändertem Knorpelgewebe
zeigen eine gering ausgeprägte Expression von Plasminogen.

Die Aktivierung der latenten Metal loproteinasen im Gelenkknorpel
könnte daher wie folgt ablaufen: Zytokine induzieren die Produktion von
u-PA und t-PA und latenter MMP durch die Chondrozyten(127,128). u-
PA bindet an spezifische Rezeptoren an der Oberf läche der
Chondrozyten(67,69).  Auch Plasminogen, welches aus der
Synovialf lüssigkeit in den Knorpel diffundiert, wird an der Zelloberf läche
gebunden(60).
Freies Plasminogen wird auch durch rezeptorgebundenes Plasmin
aktiviert , wenn auch mit einer geringeren Eff izienz. Durch u-PA könnte
der wesentliche Antei l des gebundenen Plasminogen zu Plasmin
aktiviert werden. Plasmin wiederum aktiviert die latenten MMP, so z. B.
Kollagenase und Stromelysin. Diese binden an ihre bevorzugten
Substrate und bewirken auf diesem Wege die Degeneration der
extrazellulären Matrix.
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